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Dedico essa dissertacao a todas as mulheres do mundo que sao vitimas de violéncia.

Que superem, que renasgam e que fagam seus proprios partos de si mesmas.



Enquanto houver sol

Sérgio Britto

Quando nao houver saida
Quando nao houver mais solucéo
Ainda ha de haver saida

Nenhuma idéia vale uma vida...

Quando nao houver esperancga

Quando nao restar nem iluséo

Ainda ha de haver esperancga
Em cada um de nés

Algo de uma crianga...

Enquanto houver sol
Enquanto houver sol
Ainda havera
Enquanto houver sol

Enquanto houver sol...

Quando nao houver caminho
Mesmo sem amor, sem diregéo
A s6s ninguém esta sozinho
E caminhando

Que se faz o caminho...

Quando nao houver desejo
Quando nao restar nem mesmo dor
Ainda ha de haver desejo
Em cada um de nos

Aonde Deus colocou...

Enquanto houver sol
Enquanto houver sol
Ainda havera
Enquanto houver sol

Enquanto houver sol...

i



Agradecimentos

Agradeco a todos no mundo, pois somente através desse caminho pude finalmente
chegar até aqui. Mas principalmente agradeco a:

Carlos, meu orientador e idealizador desta pesquisa, que com seu imenso
conhecimento me ensinou 0os caminhos da profissdo de microbiologista e a beleza da
taxonomia de leveduras. Vocé me encorajou desde a minha chegada no laboratério, me
ensinou técnicas e formas de pensar, me estimulou a enfrentar e modificar falhas, confiou-
me a responsabilidade de treinar varias pessoas, a fazer sempre o meu melhor, sempre
acreditou que eu conseguiria encarar as dificuldades da vida sem deixar de cumprir meus
deveres nos outros setores. Obrigada pela oportunidade, pelo respeito, pela amizade, pela
preocupacao, por transformar meus erros em caminhos para o acerto e por fazer de mim
uma profissional muito melhor nesses oito anos de convivio.

Fatima, minha co-orientadora, que com seu sorriso nos labios, firmeza, paciéncia e
imenso carinho, foi essencial na realizagcado do trabalho, me indicando as solugdes para
que eu tivesse que crescer para alcanga-las. Obrigada pelo acolhimento, pela imensa ajuda
e consideragéo.

Todos os professores e funcionarios do Departamento, pelo convivio nas reuniées do
colegiado, pelo fluxo de conhecimentos, pelas permissdes para usarmos equipamentos em
seus laboratérios. Ao Douglas, Gina, lracema e Tatiane, pelo apoio técnico e
esclarecimentos quanto as questdes administrativas.

Amigos do Laborat6rio, com os quais o aprendizado € coletivo e continuo: Alessandra,
Alicao, Aline, Adriana, Carol, Cris Roscoe, Beatriz, Elsiene, Fé Badotti, Camila Munique,
Ménica, César, Lu Berta, Déboras, Luiz, lara, Valéria, Vivian, Fatinha e todas as estagiarias
que trabalharam comigo. Fernanda Fraga, Mariana Vieira, Luciana e Virginia, obrigada pela
persisténcia em aprendermos juntas as técnicas moleculares, pelas redagbes coletivas,

pelos almogos, pela partilha, pelo companheirismo e pelo carinho. Minhas queridas

il



“Zezinhas”. Natalia, Pil6, Renata, Mariana, Fabiana, Barbara, Anne, pelas réplicas
interminaveis, pelas coletas, balées de cachaca.

Raquel Cadete, que nesses anos de convivéncia foi uma grande amiga (ndo s6 em
altura, mas em cumplicidade, companheirismo, criatividade, entusiasmo). Te amo, Zé!

Minha prima Danielle Leticia, parceira em todas as disciplinas da pds e do bacharelado,
pelos trabalhos que avangaram noite afora e pela alegria de nos reencontrarmos.

Professor Jacques Nicoli, pela participacdo na avaliagdo do projeto, e que tanto
contribuiu para o desenvolvimento deste trabalho, cedendo seu espaco, equipamentos no
laboratério, conhecimentos e empatia por esta linha de pesquisa.

Professoras Vera Lucia e Inayara Cristina, por aceitarem participar da banca
examinadora. Pelo convivio anterior, conversas, lembrangas e torcida. Pela compreensao,
disponibilidade e amizade.

Professor Ari, que atenciosamente fez a corregao ortografica e as sugestdes antes da
entrega da dissertacao a banca.

Professor Danilo Gongalves Bastos, da Escola de Veterinaria da UFMG, pela ajuda na
redacao do texto da metodologia, legendas das figuras e analise dos resultados do dos
testes.

Estagiarias Camila e Michelle, pelas dosagens de parametros quimicos e pelos géis de
mitocondrial.

Professora e amiga Ana Cristina Vaz, que sempre foi minha parceira e orientadora nas
questdes da pratica pedagogica na Escola Fundamental do Centro Pedagégico da UFMG,
onde trabalhei durante 4 anos, e vibrou como mae com todas as minhas conquistas.

Giselli, Ana Paula Dinda e Luane, minhas amigas da atualidade, que acompanharam
este processo, me estimularam a entregar a dissertagio e finalizar esta etapa da minha
vida, depois de 11 anos!

Meus terapeutas Paula, Walter, Alzi, Michael e Juliana, que ajudaram com tanta

competéncia e sabedoria a desenovelar varios emaranhados da minha alma.

v



Meu irmao Paulinho e minha cunhada Malena, que na época do curso compreenderam
minhas auséncias e rezaram para que desse certo, sempre junto comigo, mesmo na
correria da vida.

Dedé e Rafa, meus filhos mais velhos, por serem presentes de Deus para mim, desejo
ser sempre presente na vida de vocés, e agradecgo por terem chegado até mim.

Meu filho Henrique, que além de ser filho, é a pessoa que mais me diz para eu cuidar
de mim antes até dele mesmo, por ser minha mola propulsora, vocé é a pessoa que me
faz querer ser melhor a cada dial

Meus pais, Paulo César e Iracy, que me deram a vida e me ajudaram a recuperar a
minha vida. Minhas estrelas de luz, amor eterno a vocés e gratidao profunda por tudo!

Enfim, agradeco a Divina Presenca EU SOU, Deus, meu inicio e meu fim. Obrigada,

Senhor!



Sumario

D] =10 (07N 0] 2 - TR i
EPIGRAFE. ... ..ottt et ee e e e i
AGRADECIMENTOS. ... .ot e e e e e e e ee e e e e e e earneeeeeeeeennas ii
SUMARIO ..ottt ee e en e 01
LISTADE FIGURAS ...ttt e e e e e e e e e ee e e e e e ennraee s 03
LISTA DE TABELAS ...t e e et ee e e e e ee e e e e e s e e aeeeaeeaanes 04
RESUMO ...ttt e e e e et te e e e e e e s s e e ae e e e naateeae e e e nneens 05
AB ST RA CT .ttt et e e e e e — et e e e e e ————aaaeeeeaaarrraeeaeeeaaaannn 07
1. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA ...t 09
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 11
2.1. A cachaca de alambique de Minas Gerais ...........ccccceeveeriiiiiiiiieeeee e 11
AV o (o7 [§Toz= T Re b= T o= T 7= o= [PPSR 13
2.3. Microrganismos envolvidos na etapa fermentativa da produg¢ao da cachaca.. 16
2.4. Possiveis contaminantes das fermentag¢des de cana-de-agucar .................... 20
2.5. Substancias antagonistas produzidas por microrganismos ............................. 23
3. OBUETIVOS ..ottt e e e e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e ennnneeeeee s 25
3.1, ODJELIVOS EIAIS ...vvvuiiiiiiiiiiiiitieeee ettt e e e e e e 25
3.2. Objetivos eSPeCIfiCOS ....ooviiiieeie e 25
4. METODOLOGIA ..ottt ee e e et e e e e e s s e e ee e e e e e annnneeeeeeeas 26
4.1. Coleta das amostras de mostos fermentados. ..........cccccceiiiiiiiiie e 26
4.2. Analise dos parametros quimicos das amostras ........c.cccccccevvveeeiiii, 27
4.2.1. Determinacgéo dos teores de agucares totais ........ccccevvveevvieeiieiiiiniiennenn, 27
4.2.2. Determinagao da concentracao de acidez total. .............oeevveevviiniiennenn. 27
4.2.3. Determinagao da concentragdo de etanol ..........cccccceeeeveieii. 28
4.2.3. Determinacéo da concentracio de glicerol ..........cccccceeeiiiiiviiinciiiiicceeenn. 28
4.3. Processamento das amostras e isolamento dos
Y TeT o] fo F= T U= 1 o T TSP 29
4.4. Caracterizacao e identificagdo de leveduras. .........c.ccccccooeiiii e, 30
4.4.1. Identificacao das leveduras por métodos tradicionais ........................... 30
4.4.2. Caracterizagao molecular das linhagens de Saccharomyces
(61T =2V T 3 31
4.4.3. |dentificacdo das leveduras ndo-Saccharomyces.................ccccccceeeee... 32
4.4.4. Caracterizagao das leveduras quanto a producao de
Yoo T3 o F= 1= S 34



4.5. Andlise estatistica univariada das dosagens de parametros quimicos e das
contagens de MICrOrganiSIMOS. ........uurtiieaiiiiiiieeeieeer e ettt ee e e s s s ee e e e e e eeaeeeas 35

5. RESULTADOS. ...ttt ettt e e e e e e e e e et ae e e e e e e ennsaeaaeeeeenn oo 36
5.1. Determinagao dos teores de acucares totais, da concentracédo de acidez

volatil, de etanol € de gliCErOl............uuuuiiiiiiiiiiiee e 36

5.2. Processamento das amostras e isolamento dos

(paTleTreT o T=T aTS] o 4o S J PP 38
5.3. Caracterizagao e identificacdo de leveduras...............cccccoe i, 41
5.3.1. Identificacao das leveduras por métodos fisioldgicos.........ccccccerrunnneee. 41

5.3.2. Identificagdo molecular das linhagens de S. cerevisiae..................... 41

5.3.3. Identificacdo das leveduras ndo-Saccharomyces..............ccccocceeueen.n. 46

5.3.4. Caracterizacio das leveduras quanto a producao de micocinas...... 49

5.4. Anadlise estatistiCa............ooooi i e 52

B. DISCUSSAOD ...ttt en et ee ettt an e e e 54
7. CONCLUSOES.......ooo ettt e e 61
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 63



Lista de Tabelas

Tabela 1: Dosagens dos pardmetros quimicos acidez total, concentragdo de etanol, de
agucares e de glicerol nas 15 amostras de vinhos contaminados coletadas em seis
destilarias de cachaca do Estado de Minas Gerais, de abril a outubro de 2007. Os valores
para desvio-padrao estao indicados ao lado das

(o [oEsT=To oY o F- PP STPPPPI pagina 40

Tabela 2: Contagens totais de microrganismos isolados a das 15 amostras de vinhos
contaminados coletadas em seis destilarias de cachaca do Estado de Minas Gerais, de

abril @ outubro de 2007 . .......oooi i pagina 42

Tabela 3: Relagdo das 15 amostras contaminadas coletadas,destilarias de origem, os
problemas apresentados pelos produtores, tipo de fermentacdo e material da

(o o] 1 = TSR PRPPRR pagina 43

Tabela 4: Correspondéncia entre amostra, contagem total das S. cerevisiae pertencentes
ao morfotipo dominante na mesma, numero de perfis de restricio de DNA mitocondrial
encontrados para esse morfotipo, contagem de UFC/mL para cada perfil tipo de

fermentacio da @mMOSIIA .......ceiiiiiiiieeeeeee e pagina 46

Tabela 5: Contagens populacionais de leveduras ndo-Saccharomyces presentes em

cada amostra, por destilaria..............couiiiiiii s pagina 47



Resumo

A produgédo de cachaga é influenciada por diferentes microrganismos presentes na
destilaria. A fermentacao é realizada em recipientes abertos, com materiais manipulados e
transportados diversas vezes antes da utilizagcdo. Assim, a cada adicdo de caldo de cana
fresco e agua sao introduzidas no processo novas populagdes de microrganismos que
podem reduzir o rendimento em etanol, aumentar a acidez e alterar a qualidade do produto
final, contaminando-o. A proposta deste trabalho foi caracterizar 15 amostras de
fermentagbes contaminadas oriundas de seis destilarias do estado de Minas Gerais,
determinar os parametros quimicos acidez volatil, concentracao de etanol, de glicerol e de
agucares totais nos vinhos contaminados; além de realizar as contagens totais de
microrganismos, a diversidade de linhagens de Saccharomyces cerevisiae e de espécies
nao-Saccharomyces; e testar a atividade micocinogénica das leveduras isoladas. Quanto
aos parametros quimicos, as dosagens médias encontradas foram de 0,90 g/100 mL de
acido acético para a concentracéo de acidez volatil, de 15,43 g/L para o teor de agucares
totais, de 824,16 mg/dL para concentracdo de glicerol e de 3,53 °GL (%v/v) para
concentracao de etanol. As contagens totais de bactérias laticas e leveduras foram
semelhantes aquelas encontradas para fermentagbes nao contaminadas. As espécies de
leveduras nao-Saccharomyces encontradas foram Candida akabanensis,
Hanseniaspora guilliermondii, Issatchenkia orientalis, Kluyveromyces marxianus, Pichia
fermentans, P. guilliermondii, P. membranifaciens, Torulaspora delbrueckii, Zygoascus
hellenicus, Zygosaccharomyces bailii e Z. fermentati. Pichia membranifaciens foi a
espécie predominante apds S. cerevisiae, na maioria das amostras. Isolados identificados
como Candida sp. podem constituir uma nova espécie de levedura. O numero de linhagens
de S. cerevisiae em fermentagcbes conduzidas por fermentos selvagens foi menor do que
em fermentagdes conduzidas por linhagens selecionadas de S. cerevisiae. Do total de
leveduras isoladas, 34,78% apresentaram atividade micocinogénica contra leveduras
iniciadoras selecionadas ou S. cerevisiae selvagens dominantes nas dornas de

fermentagdo. As praticas de dosagens da acidez total titulavel e do teor de agucares,
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comumente utilizadas pelos produtores, foram validadas neste trabalho como parametros
indicativos da contaminagao durante as fermentacdes para a producéo de cachacga.
Palavras-chaves: Fermentacdo da cachaga, Contaminacdo de bebidas, Leveduras

micocinogénicas ndao-Saccharomyces, Acidez volatil, Controle de qualidade.



Abstract

The cachacga fermentation process is directly affected by the natural occurring microbiota
present in distillery environment. Some microorganism, considered contaminants, may
have a negative influence in Cachaca yield and quality. The Cachaga fermentations are
carry out in open vats and many materials are manipulated and transported several times
before their use; so the control of contaminant microbiota is required to avoid the
colonization and propagation of such microorganisms during the fermentations. Other
important aspects are the water and sugar cane added to each fermentation cycle, which
in the most distilleries, do not undergo any treatment, and therefore also transport
microorganisms to fermentation vats. Those populations can decompose the final product;
causing reduction of ethanol yield, increase volatile acidity and so affects the quality of
beverage. The aim of this study was to characterize the microorganism populations involved
in spoilage and/or stuck fermentations. The samples for microorganism isolation were
obtained from six distilleries located Minas Gerais state. The Saccharomyces cerevisiae
and non-Saccharomyces yeasts were identified and the chemical parameters total acidity,
ethanol, total sugars and glycerol concentrations in the wine were measured to evaluate the
characteristics of spoilage wine. The diversity of S. cerevisiae population in each vat was
evaluated by mitochondrial DNA restriction analysis and killer activity was studied against
the yeasts isolated from the same vat and reference yeasts to this test. Despite the spoilage,
the range of microorganisms’ population counts, principally lactic acid bacteria, was similar
to those found in non-contaminated fermentations reported by other works. Non-
Saccharomyces population was constituted by Candida akabanensis, Hanseniaspora
guilliermondii, Issatchenkia orientalis, Kluyveromyces marxianus, Pichia fermentans, P.
guilliermondii, P. membranifaciens, Torulaspora delbrueckii, Zygoascus hellenicus,
Zygosaccharomyces bailii and Z. fermentati. Pichia membranifaciens was the second
prevalent yeast species surpassed only by S. cerevisiae. Unpredictable we found higher
diversity of S. cerevisiae strains in fermentations carried out by selected S. cerevisiae

strains than spontaneous ones. Killer yeasts represented 34,78% of the yeast isolates.
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The concentration of chemicals average 0,90 g/100 mL for total acidity in acetic acid; 15,43
g/L for total sugars; 824,16 mg/dL for glycerol and 3,53 °GL (%V/v) for ethanol in the 15
samples evaluated. This work approve producers practices of quantify the chemical
parameters total acidity and total sugars concentrations to measure contamination levels
on the microbiological phase of the Cachaca production.

Keywords: Cachacga fermentation, Beverage contamination, Non-Saccharomyces Kkiller

yeast, Total acidity, Quality control.



1. Relevancia e Justificativa

Dentre as diferentes etapas da producdo da cachaca, destaca-se a fermentacao, na
qual uma complexa comunidade microbiana esta presente no caldo de cana. A cada adicéo
de agua, caldo de cana fresco e fontes de amido, sao introduzidas novas populagdes de
leveduras e bactérias, as quais se multiplicam, modificam o mosto e podem alterar outras
populagdes de microrganismos que compdéem o fermento. Nele, as linhagens mais
adaptadas a fermentagao permanecem ativas por serem capazes de tolerar as condicoes
adversas do meio, sendo os microrganismos predominantes nesta etapa as leveduras da
espécie Saccharomyces cerevisiae.

Em relacdo ao produto final, leveduras e bactérias lacticas podem influenciar
favoravelmente ou nido a fermentagdo. Populacdes de leveduras nao-Saccharomyces
podem liberar enzimas e metabdlitos no mosto, os quais conferem aromas caracteristicos
e podem contribuir para composi¢ao quimica da cachaca. No entanto, sabe-se que para a
producao de outras bebidas, como vinho e cidra, muitas leveduras nao pertencentes a
espécie S. cerevisiae podem produzir em excesso substancias que prejudicam o aroma e
a qualidade do produto. Além das leveduras, diversos géneros de bactérias laticas também
podem produzir acido latico e outras substancias que, quando presentes na dorna de
fermentacao, influenciam as caracteristicas organolépticas da cachaca.

Desta forma, esta microbiota presente no caldo de cana pode atuar como contaminante
ao competir com as linhagens fermentativas pelos nutrientes disponiveis, impedindo a
utilizacao correta das fontes de carbono e retardando a producao de etanol no mosto
fermentado. Adicionalmente, linhagens de leveduras que apresentem atividade
antagonista contra outras leveduras podem prejudicar o equilibrio no processo
fermentativo, acarretando altos niveis de agucares residuais, atraso no tempo de
fermentacéo, altos teores de acidez volatil e diferengas na produgao de etanol e glicerol.
Portanto, a verificagao desta atividade em fermentagdes contaminadas é de grande
relevancia para a compreensao das intera¢gdes microbianas durante a producdo de

cachaca. Além disso, ndo s&do encontrados na literatura estudos completos sobre as
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contaminagbes inerentes a fermentacdo da cachaga. Somente alguns trabalhos
encontrados investigam a influéncia dos contaminantes quimicos, como o carbamato de
etila, sobre a producdo de cachaca de alambique, e sobre as populacdes de bactérias
laticas presentes em fermentagdes contaminadas. Assim sendo, a identificacdo e
caracterizagdo dos microrganismos envolvidos ou responsaveis pelo processo de
contaminagdo é de extrema relevancia para a redugdo de prejuizos neste setor da
economia.

Usando como referéncias estudos sobre fermentacbes nao contaminadas
desenvolvidos anteriormente, a proposta deste trabalho foi quantificar as populagdes de
bactérias laticas, identificar e caracterizar as espécies de leveduras mais frequentes em
fermentagdes contaminadas para a produgao de cachacas em Minas Gerais. As amostras
contaminadas também foram caracterizadas quanto a concentragdo de etanol, teores de
agucares totais e de acidez volatil. Os resultados podem ser relevantes para a avaliagao
da producao cachaga, contribuindo para a compreensao da ecologia de microrganismos

envolvidos no processo de fermentacgao.



2. Reviséo bibliografica

2.1. A cachaga de alambique de Minas Gerais

Cachacga é a denominacgao tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no
Brasil com graduacgéo alcodlica de 38 a 48 % em volume, a 20°C, obtida pela destilagdo do
mosto fermentado de cana-de-acucar e com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo
ser adicionada de agucares em até 6 g/L, expressos em sacarose (BRASIL, 2005). No
estado de Minas Gerais estao localizadas aproximadamente 8000 destilarias, que geram
cerca de 240 mil empregos diretos ou indiretos. A expressividade econdmica, aliada a um
consumo per capita de 11 litros/habitante/ano e as iniciativas governamentais para a
melhoria da qualidade tém agregado valor a bebida (PBDAC, 2007).

Atualmente, a cachaga pode ser comparada aos melhores destilados do mundo. No
exterior tem sido apreciada por consumidores cada vez mais diversificados, exigentes e
elitizados, que geram novas demandas de mercado. Como resposta a demanda da bebida,
o setor tem apresentado um esforgo crescente para aumentar o volume e a expressividade
do produto na economia estadual e nacional (ESTANISLAU et al., 2002; PBDAC, 2007).
No entanto, ainda ha muito que progredir em relagdo a regularizagdo das unidades
produtoras, pois 57% do total das destilarias de Minas Gerais ndo sdo registradas no
Ministério da Agricultura e 85% da producao nacional sdo provenientes deste tipo de
estabelecimento (SEBRAE, 2001).

De acordo com BENTO DE LIMA e colaboradores (2007), o mercado externo ainda é
pouco explorado pelo produtor de cachaca de alambique em Minas Gerais. No ano de
2006, o estado contribuiu com apenas 2,06% do volume de litros exportados pelo Brasil.
Porém, de acordo com o Ministério de Desenvolvimento, Industria e Comércio (MIDC), o
estado de Minas Gerais aumentou em mais de mil vezes o volume de cachaca destinada
a outros paises no periodo de 1996 a 2006. Em 1996, o estado exportou apenas 220 litros
da bebida, enquanto, em 2006, este volume atingiu 232.544 litros. A bebida mineira

apresenta um valor agregado na exportagéo quase trés vezes maior que a média nacional,
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como aconteceu no ano de 2006. Porém, tanto os importadores quanto os consumidores
brasileiros podem ter dificuldades para diferenciar o produto no que se refere aos padroes
de conformidade, devido a grande quantidade de marcas e variedades de caracteristicas
das bebidas (SORATTO et al., 2007). Dessa forma, medidas adotadas pelos produtores
em busca da certificacdo sao necessarias para a adequagao do produto aos novos
mercados e as exigéncias dos consumidores.

A regularizagao da produgédo demanda fiscalizagdo da qualidade da bebida, buscando
a definicdo de caracteristicas particulares correspondentes a cachaca e determinando os
parametros a serem seguidos por todas as marcas. Ja existe a modalidade de certificagédo
voluntaria para a cachaga produzida no Brasil (INMETRO, 2005), que auxilia na
manutencdo de propriedades organolépticas em uma mesma safra e entre safras
diferentes (ESTANISLAU et al., 2002), auxiliando na criagdo da identidade da cachaca em
mercados internacionais (SORATTO et al., 2007).

Mesmo existindo trabalhos cientificos na tentativa de alcancar sabores ideais e
constantes para a bebida, buscando associar a analise da composi¢ao quimica aos testes
sensoriais de aceitacao de cachacgas produzidas em Minas Gerais (GOMES et al., 2007;
SILVA et al.,, 2009), poucos estudos sido realizados para definir os parametros que
influenciam na qualidade do produto. O monitoramento destes parametros, a higienizacao
correta dos equipamentos, a utilizacdo e propagacado adequada de linhagens iniciadoras
selecionadas sao de grande relevancia para a elevacao da qualidade da cachaca (GOMES
et al., 2007). No entanto, estas praticas fazem parte da rotina de producao em apenas
algumas destilarias e ainda assim nao sao suficientes para evitar que microrganismos

indesejaveis se multipliquem durante a fermentacao.
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2.2. Produgao da cachaga

As matérias-primas, a fermentacdo, a destilacido e o envelhecimento determinam a
natureza e qualidade dos componentes da cachaga (DATO et al., 2005). A matéria-prima
basica para a fabricacdo da cachaca é a cana-de-agucar madura, sadia, recém cortada e
limpa. A safra ocorre de maio a dezembro, e cada variedade de cana tem seu ponto de
maturacdo em determinada época. Nao se deve cortar a cana e deixa-la no campo por
tempo superior a 24 h, pois desta forma ela comeca a fermentar antes da moagem e assim
o rendimento em cachaga sera menor que o obtido com a cana fresca (PEREIRA et al.,
2006).

A cana é triturada nas moendas, que devem possibilitar o maximo de extragéo de caldo.
O caldo-de-cana obtido pela moagem é constituido de agua entre 78 e 86%, sacarose entre
11 e 18%, agucares redutores entre 0,2 e 1%, cinzas entre 0,3 e 0,5% e compostos
nitrogenados entre 0,3 e 1%. O mesmo é filtrado e clarificado por decantacao, que retira
parte das impurezas em suspensao, para depois ser diluido (AQUARONE et al., 2001;
LIMA etal., 2001; MAIA & CAMPELLO, 2006; PEREIRA et al., 2006; SCHWAN et al., 2006;
AMPAC, 2007). Observa-se que quando se padroniza o teor de agucar do caldo diluido, as
fermentacbes tornam-se mais faceis de serem controladas, pois apresentam uma taxa
constante de consumo dos agucares, num total de 24 a 30 horas para que o0 processo seja
finalizado (AQUARONE et al., 2001; CARDOSO, 2006; MAIA & CAMPELLO, 2006).

A etapa seguinte é a fermentacdo do caldo, quando é produzido alcool etilico como
principal produto e a maioria dos compostos que sao responsaveis pelo sabor (LEHTONEN
& JOUNELA-ERICKSSON, 1983), como aldeidos, metanol, alcoois superiores, acidos e
ésteres. O processo fermentativo para a producao de cachacga pode ser dividido em duas
fases: A) a fase de propagacéo das populagdes constituintes do fermento; e B) a fase da
fermentacao alcodlica propriamente dita, na qual acontece a conversao de agucar do caldo
em etanol e gas carbdnico (PATARO et al., 1998).

A primeira fase da fermentacao é relacionada com a propagagao de microrganismos,

feita sob intensa aeragao e normalmente € recomendado que o teor de agucar ndo seja
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superior a 2-3% (p/v). Concentragdes mais altas prejudicam a respiragédo celular, que é
indispensavel para um crescimento eficiente. Um dos aspectos caracteristicos da produgao
artesanal de cachaca é a utilizacdo de fermento “caipira”, constituido por populag¢des de
microrganismos selvagens presentes nas matérias-primas e nos equipamentos de
transporte e moagem de cana. Em Minas Gerais, tradicionalmente, cada produtor obtém o
fermento utilizando caldo de cana enriquecido com farinha de milho, farelo de arroz e/ou
soja, de acordo com critérios proprios (MORAIS et al., 1997; CLETO, 1997; PATARO et
al., 2000). Uma forma alternativa de se iniciar a fermentacéo é por meio da utilizagao de
leveduras selecionadas. Uma grande quantidade de células de uma linhagem com
caracteristicas desejaveis é inoculada no caldo de cana, a fim de que o processo seja
conduzido de forma mais controlada. Como estédo presentes no mosto em nimeros muito
maiores do que qualquer outra espécie de microrganismo, a populagdo desta linhagem
iniciadora utilizara o substrato com mais eficiéncia, prevalecendo sobre linhagens
selvagens de leveduras durante a fermentacdo (LONGO et al., 1992). O uso de leveduras
iniciadoras comerciais isoladas de regibes vinicolas € uma pratica de fermentacao
controlada que se disseminou porque demanda menos tempo para que a produgdo se
inicie e pode aumentar a qualidade dos vinhos produzidos (FLEET et al.,1985; QUEROL
et al.,1992; VALERO et al., 2007). A preparac¢ao do fermento ocorre no inicio da produgao
de vinhos ou apés o fermento ser descartado, e geralmente ¢é utilizado um inéculo de 1 a
5 L para que se inicie a préxima etapa (PEREIRA et al., 2006).

A segunda fase da fermentacdo da cachaca muitas vezes é realizada segundo o
sistema convencional chamado de bateladas, que consiste em colocar juntos na dorna o
inéculo e todo o meio a ser fermentado. A concentracdo de agucares ideal no caldo é de
14 a 16° Brix e com valores de pH entre 5,2 e 5,8. Acima de 16° Brix as fermentagdes sao
mais lentas, sendo necessario diluir o caldo de cana, para garantir a estabilidade do
fermento ao longo de todo o ciclo fermentativo (GOMES et al., 2009). A observacgao destes
valores favorece a fermentacao, que podera acontecer de forma rapida e completa. Apos
a adicao de caldo de cana diluido, inicia-se a fase tumultuosa da fermentacao alcodlica,

processo anaerdbico que ocorre sem necessidade de agitagdo ou aeragdo. Nesta fase, as
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leveduras convertem o agucar em etanol e CO,. Durante o processo, os gases liberados
formam uma coluna de bolhas que agitam o meio, distribuem as células e afloram na
superficie (AQUARONE et al., 2001; LIMA et al., 2001; MAIA & CAMPELLO, 2006;
PEREIRA et al.,, 2006). A atividade fermentativa cessa devido ao consumo total dos
acgucares presentes no caldo, simultaneamente é alcangada a concentracdo maxima de
etanol, e os microrganismos se depositam no fundo da dorna. Neste momento o caldo
fermentado é chamado de vinho, encontra-se limpido, com superficie espelhada e esta
pronto para ser destilado. O periodo que vai desde a adi¢do de novo caldo até a formacgao
do vinho e que corresponde ao consumo total de agucar presente no mosto é chamado de
ciclo fermentativo (PATARO et al., 1998).

Quando o vinho apresenta baixa concentragdo de etanol, altos niveis de acidez em
acido acético e de acucares residuais, pode ter ocorrido a contaminagao do fermento por
linhagens indesejaveis de leveduras, bactérias laticas ou acéticas nas dornas de
fermentacao. Vinhos deste tipo ndo apresentam bom rendimento em relagdo a quantidade
de cachaca a ser obtida, pois o agucar pode nao ter sido utilizado pelas linhagens de
leveduras constuintes do fermento (PATARO et al., 2002a). O conteudo da dorna ¢é entéao
descartado e faz-se necessaria uma nova preparagao de fermento.

A etapa seguinte é a destilagcao, que deve acontecer rapidamente apds a fermentacao,
a fim de evitar a contaminagdo do vinho por microrganismos indesejaveis, que podem
alterar o aroma e sabor da bebida. Caso ocorra muito tempo depois, os niveis de acidez
tendem a ser elevados principalmente devido a fermentagcio realizada pelas bactérias,
gerando principalmente acido latico e acético (GALLO & CANHOS, 1991; GOMES et al.,
2009). Para a producgao de cachaca em Minas Gerais, a destilacao é tradicionalmente feita
em alambiques de cobre. A cachaca pode ser armazenada em tonéis de madeira ou aco
inoxidavel, e, em algumas destilarias, envelhecida em barris de madeira, antes do
engarrafamento.

2.3. Microrganismos envolvidos na etapa fermentativa da produgao da cachaca
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As comunidades microbianas envolvidas na producdo de bebidas fermentadas e
destiladas de qualidade tém sido caracterizadas a fim de verificar a diversidade de
microrganismos e elucidar a influéncia que exercem sobre a qualidade das bebidas
alcoolicas (FLEET & HEARD, 1993; ESTEVE-ZARZOSO et al., 2001; FLEET, 2003;
MORRISSEY et al., 2004; GOMES et al., 2007). Dentre os microrganismos adaptados as
condicoes de fermentacdo estdo as leveduras e as bactérias. Os resultados do
acompanhamento da producdo de cachaca mostram que o ciclo fermentativo € um
complexo processo microbiano, com predominéancia de S. cerevisiae (PATARO et al., 2000;
SCHWAN et al., 2001; ARAUJO et al., 2007; GOMES et al., 2007). As leveduras envolvidas
na fermentagéo do caldo de cana sao pertencentes aos géneros: Candida, Debaryomyces,
Hanseniaspora, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces e Zygosaccharomyces (MORAIS et al.,
1997; PATARO et al., 2000; GUERRA et al., 2001; SCHWAN et al., 2006; ARAUJO et al.,
2007; SILVA et al., 2009).

Da mesma forma como acontece em fermentagbes para a produgdo de vinhos,
durante a formacido do fermento inicial na producdo de cachaca de alambique, a
atividade dos microrganismos promove a acidificacdo do mosto e leva ao aumento na
concentracao alcodlica, o que acarreta o desaparecimento de algumas espécies de
leveduras (TORIJA et al., 2003; PATARO et al., 1998). Essas mudangcas no mosto,
aliadas a alta concentracdo de acgucar (devido a adi¢ao diaria de caldo de cana),
influenciam a selecédo de espécies prevalentes na produgao de cachaca (MORAIS et
al.,, 1997; PATARO et al.,, 2000). Verifica-se uma variagdo das contagens de
microrganismos ao longo dos ciclos fermentativos, pois cada linhagem ou espécie de
levedura apresenta maior ou menor sensibilidade as substancias formadas e aos diferentes
niveis de estresse provocados durante as fermentacoes (ARAUJO et al., 2007; GOMES,
2002; PATARO et al., 2000; VIANNA et al., 2008).

PATARO e colaboradores (1998) estudaram as caracteristicas da fisiologia de
crescimento de 210 linhagens de S. cerevisiae isoladas de um alambique de cachaga no
estado de Minas Gerais. A maioria das linhagens estava fisiologicamente adaptada as

condicbes ambientais observadas nas dornas de fermentacdo, sendo capazes de crescer
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a 35° C, em meio contendo 25% de glicose e em concentracdo de 5% (v/v) de etanol.
GOMES e colaboradores (2007) verificaram que trés linhagens de S. cerevisiae
conseguiram fermentar em temperaturas médias de 44°C, cresceram em concentragdes
de etanol entre 10-14%, e acumularam niveis de trealose que variaram entre 16,4 a 51,2
pMmol de glicose a cada grama de peso umido. Estes resultados corroboram com outros
estudos e mostram que as linhagens de S. cerevisiae conseguem resistir as condigbes
adversas da fermentacdo, sendo aquelas que permanecem e prevalecem durante o
processo (GOMES, 2002; PATARO et al., 2002a; PATARO et al., 2002b; SILVA et al.,
2009).

As populacdes de leveduras nao-Saccharomyces podem ser encontradas em
equipamentos e maquinarias, e em cada fase da fermentacao de bebidas, como o vinho
e a cidra (PALLMANN et al., 2001; JOLLY et al., 2006). Estas leveduras sao responsaveis
pela producao de enzimas e de altas concentragdes de compostos secundarios durante
as fermentagodes, dentre os quais acido acético, ésteres e acetoina, que possuem grande
influéncia na qualidade sensorial de vinhos (HIERRO et al., 2005; ROJAS et al., 2001;
ROMANO et al., 2003). Leveduras nao-Saccharomyces também estdo envolvidas na
producao de cachaga e freqlientemente tem sido observada a substituicdo natural da
populacdo do indculo inicial de S. cerevisiae por leveduras selvagens durante a
fermentacdo do mosto de caldo de cana (GOMES et al., 2007; PATARO et al., 2000;
SCHWAN et al., 2001; BERNARDI et al., 2008).

Contudo, algumas populagbes subdominantes de leveduras nao pertencentes ao
género Saccharomyces conseguem resistir as altas concentracdes de alcool (GOMES et
al., 2009). Algumas delas sdo descritas por HIERRO e colaboradores (2005) como
importantes em processos de fabricacdo de vinho, devido a liberacdo de enzimas,
proporcionando caracteristicas tipicas da regido onde a bebida é produzida. Os autores
haviam analisado mostos de uvas muito maduras e detectaram em etapas finais da
fermentacdo, assim como apds o término do processo, a presenca de Candida stellata.
Esta espécie altamente fructofilica foi indicada pelos autores como utilizavel

biotecnologicamente, podendo ser inoculada juntamente com S. cerevisiae, a fim de
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promover o consumo mais completo de agucares. PATARO e colaboradores (2000)
também identificaram esta espécie a partir de fermentacdes tardias (120 dias) em uma
destilaria de cachaga de Minas Gerais. Os autores acompanharam a propagacgao de
populagdes de leveduras constituintes do fermento identificando diferentes espécies apés
o cultivo em diferentes meios de cultura. Além de S. cerevisiae, as principais leveduras
encontradas durante a propagacao do fermento foram: Candida spp., Kloeckera japonica,
Kluyveromyces lactis var. drosophilarum, Kluyveromyces marxianus, Pichia spp., P.
anomala, P. membranifaciens e Saccharomyces servazzii-similar.

A utilizagéo de leveduras ndo-Saccharomyces em produgéo de cachaga também deve
ser avaliada sob outros aspectos, porque a presencga de diferentes espécies em um
processo tdo complexo como a fermentacéo pode interferir negativamente na qualidade
do produto final. Da mesma forma, muitas vezes as leveduras sao selecionadas e testadas
em escala de laboratério com resultados satisfatérios, mas os mesmos podem nao se
repetir em experimentos em larga escala, pois o desempenho sofre influéncias diretas do
clima e das condic¢des das destilarias (GOMES et al., 2009). DATO e colaboradores (2005)
compararam cachacgas produzidas com S. cerevisiae de panificacdo e linhagens
selvagens de P. siilvicola, P. anomala e Dekkera bruxelensis isoladas de destilarias em
Sao Paulo. Os autores verificaram que os niveis de compostos secundarios das cachacas
foram influenciados pelo pH do vinho, que variou de acordo com as linhagens utilizadas.
A cachaca produzida com S. cerevisiae apresentou valores ligeiramente superiores de
compostos secundarios totais, enquanto as cachacas produzidas com as linhagens
selvagens apresentaram maiores teores de alcoois superiores. Apesar de os teores de
compostos secundarios seguirem os limites permitidos pela legislagdo, estas cachacgas
nao foram submetidas a testes de aceitagido por degustadores, o que provavelmente pode
modificar a avaliagdo sensorial da qualidade.

OLIVEIRA e colaboradores (2005) produziram 10 cachagas em escala de laboratério,
utilizando diferentes linhagens de leveduras pertencentes as espécies S. cerevisiae, C.
apicola—similar, K. javanica, P. subpelliculosa e Schizosaccharomyces pombe. As

cachacas obtidas apresentaram diferentes teores de compostos secundarios e foram
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submetidas a analise sensorial. A maioria das cachagas n&do apresentava diferencas
estatisticamente significativas nos testes de aceitagéo, e os autores puderam concluir que
as leveduras nao-Saccharomyces nao exerceram influéncia negativa sobre a qualidade
sensorial da cachaca. No entanto, aquela produzida com S. pombe apresentou nota inferior
em relacdo ao atributo aroma quando comparada a cachaca produzida com uma das
linhagens de S. cerevisiae.

Pouco foi estudado sobre a interferéncia das leveduras nao-Saccharomyces e de
outros tipos de microrganismos, como as bactérias laticas, sobre a produc¢ao de cachaga
(DATO et al., 2005). Estas bactérias podem participar da producao de bebidas alcodlicas,
associando-se as leveduras em processos fermentativos mistos ou subseqlientes, como a
fermentacdo malolatica para produgdo de vinho ou a fermentacdo latica tardia para
producao de uisque (BRYAN-JONES, 1975). Sabendo-se da importdncia destes
microrganismos na composi¢do de buqués aromaticos de diferentes bebidas, torna-se
essencial avaliar a presenca destas bactérias em fermentacdes contaminadas para a
producao de cachaga de alambique em Minas Gerais. O caldo de cana é um substrato rico
em nutrientes, extraido em condigbes ndo assépticas, no qual podem ser carreadas
populagdes de microrganismos que sao introduzidas nas dornas de fermentagdo. Em um
estudo sobre fermentacgdes realizadas em uma usina produtora de alcool combustivel no
Brasil, GALLO (1992) verificou que as maiores populagdes bacterianas neste substrato sdo
representadas pelas bactérias laticas. SCHWAN e colaboradores (2001) estudaram a
microbiota fermentativa em quinze destilarias de cachaca no sul de Minas Gerais. Os
autores encontraram os géneros Lactobacillus e Bacillus como predominantes, perfazendo
71% e 24 % do total de bactérias isoladas, respectivamente. Neste estudo as contagens
de bactérias laticas durante as 24 h do ciclo fermentativo ficaram em torno de 10°-10°
UFC/mL e a de leveduras em torno de 107-10° UFC/mL.

GOMES (2006) caracterizou a comunidade bacteriana presente em fermentagdes
conduzidas e espontaneas em uma destilaria localizada em Minas Gerais. Os resultados
mostraram que as bactérias laticas estado presentes em todo o processo de producdo. As

técnicas moleculares empregadas na identificagdo demonstraram que a comunidade
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bacteriana era diferente quando se compararam duas safras. A técnica molecular
dependente de cultivo mostrou que as espécies mais frequentes foram Lactobacillus
plantarum (na primeira safra analisada) e L. casei (ha segunda). Porém estas freqiéncias
nao foram as mesmas quando as amostras foram analisadas pela técnica independente
de cultivo, que, por meio da analise de sequéncias do 16S rDNA, apontou uma maior
diversidade de Lactobacillus e de outras espécies bacterianas do que por meio do
isolamento em Agar MRS.

Resultados semelhantes foram encontrados por SILVA (2007). Durante dois
experimentos de fermentacao conduzida em uma destilaria de Minas Gerais, L. caseie L.
plantarum foram isoladas em altas contagens em todas as fermentacdes analisadas. Neste
mesmo trabalho, foram encontradas grandes populagbes bacterianas desde o inicio dos
experimentos, ainda assim, a cachaga produzida apresentou valores inferiores ao limite de

acidez de 150mg/100 mL de acido acético permitido pela legislacao.

2.4. Possiveis contaminantes das fermentag¢oes de cana-de-agucar

A contaminagéo microbiana do vinho é um dos fatores que levam a perdas econémicas
e ainda é um problema vivenciado pela maioria dos produtores de cachaca. No entanto,
ainda nao existem estudos que tratem especificamente da caracterizacdo de
microrganismos envolvidos em contaminagdes destas fermentagdes. Algumas leveduras
nao-Saccharomyces e determinadas espécies de bactérias laticas podem competir com as
linhagens desejaveis de S. cerevisiae pelos nutrientes presentes no mosto, reduzindo a
produgao de etanol. Esses microrganismos também podem ser capazes de prejudicar a
qualidade da cachaca, introduzindo metabdlitos indesejaveis na fermentagao, como acidos
organicos. Acido acético, assim como o acido lactico e succinico abaixam o pH do mosto,
conferindo-lhe sabor desagradavel. Mesmo que n&o haja uma correlagéo exata sobre a
contaminacdo e a perda de alcool produzido, sabe-se que cada molécula de acgucar
utilizado pelas bactérias para a produgdo de acido latico resulta na perda de duas

moléculas de etanol (NARENDRANATH et al., 1997).
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As bactérias laticas sdo indicadas por alguns autores como promotoras de
fermentagcbes indesejaveis (COOPERSUCAR, 1983). GALLO (1992) verificou que
bactérias laticas podem deteriorar a cana colhida, reduzindo o tempo de estocagem;
introduzir no processo produtos de metabolismo indesejaveis e assim causam alteracdes
ambientais desfavoraveis as leveduras durante a fermentagdo. Segundo o autor, altas
contaminagdes bacterianas (acima de 10’ bactérias/mL) podem provocar floculagédo e
perda do fermento; consumo de sacarose e outros nutrientes do mosto que seriam
utilizados pelas leveduras, além de outros inconvenientes que somados podem levar a
perdas no rendimento alcodlico da fermentagéo. A permanéncia dessas bactérias no mosto
pode ser devida a sua resisténcia as altas temperaturas e baixos valores de pH. O
aparecimento de contaminagbes bacterianas nas fermenta¢des pode ser devido as mas
condigbes de armazenamento da cana, a falta de assepsia da sala de fermentagéo e de
limpeza das dornas e canalizagdes, a auséncia do controle de acidez e a auséncia de
treinamento dos funcionarios (YOKOYA & OLIVA-NETO, 1991; GALLO, 1992; ALVES &
BASSO, 1998; LOPES et al., 2004).

A presencga de Lactobacillus spp. parece estar relacionada com a diminuicdo da
qualidade do vinho (PLESSIS et al., 2004), sendo que existem relatos de algumas
linhagens de L. plantarum que podem gerar excesso de viscosidade, aumento do acido
acético, além de aroma e sabor desagradaveis devido a formacido de aldeidos.
Dependendo da espécie ou mesmo linhagem, e do estagio em que ocorrem durante a
producao de vinhos, as bactérias laticas podem produzir glucanos, aminas biogénicas e
precursores do carbamato de etila, os quais prejudicam a qualidade do produto e a saude
do consumidor (LONVAUD-FUNEL, 1999). PLESSIS e colaboradores (2004)
demonstraram que nem todas as espécies de bactérias laticas exercem influéncias
negativas ao processo fermentativo. Os autores estudaram as fermentagdes para a
producao de conhaques africanos e encontraram como espécies mais freqientes de
bactérias laticas Lactobacillus brevis e Oenococcus oeni. O. oeni apresentou uma
influéncia favoravel, enquanto Lactobacillus spp. péde ser relacionado ao decréscimo de

qualidade dos vinhos.
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No entanto, as leveduras também s&o potenciais contaminantes de fermentacdes para
a producdo de cachaga. Populagbes de leveduras n&do-Saccharomyces sao citadas na
enologia como transitérias em fermentagbes porque, além de geralmente néo
sobreviverem em altas concentragdes de etanol, ndo fermentam todos os acucares
presentes no mosto. Estes e outros géneros de leveduras, como Brettanomyces, Candida,
Issatchenkia, Zygossaccharomyces, Rhodotorula e Pichia, podem apresentar
comportamento ambiguo, principalmente em fermentagdes realizadas com fermento
“caipira”. Enquanto algumas espécies apresentam perfis metabdlicos favoraveis, outras
sao possiveis contaminantes em fermentagdes para producio de vinho, como por exemplo
C. glaebosa, C. maritima, C. solane, P. guilliermondii, P. fermentans e P. petersonii.
Provenientes do solo ou da &gua, elas sao presentes em baixas contagens e
esporadicamente podem ser isoladas em amostras de vinhos (PRETORIUS, 2000;
GONZALEZ et al., 2006, JOLLY et al., 2006).

Apenas alguns trabalhos tém como objetivo principal identificar os microrganismos
envolvidos nas fermentacdes contaminadas durante a produgédo de cachaca. Um estudo
identificou bactérias contaminantes do fermento “caipira” para a producao de cachaca no
estado de Sao Paulo por meio de técnicas independentes de cultivo (CARVALHO-NETTO
et al., 2008). Microrganismos como Weissella cibaria, Leuconostoc citreum, espécies de
Lactobacillus e bactérias ndo conhecidas foram identificados em amostras do primeiro,
nono e trigésimo dias da fermentagao. A identificacao de bactérias ainda nao relacionadas
a fermentos e a diversidade de géneros encontrados entre as amostras comprovaram que
a comunidade de bactérias contaminantes do processo fermentativo € muito mais

complexa do que o esperado.

2.5. Substancias antagonistas produzidas por microrganismos

A competicdo por nutrientes e espaco € um dos maiores fatores que determinam a

sucessao e estabelecimento dos microrganismos. Em muitos casos, os metabdlitos
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produzidos alteram o ambiente, e assim criam condicdes desfavoraveis para a
sobrevivéncia de outras populagdes em um determinado habitat. Essas interacbes sao
conhecidas como antagonismo e algumas dessas substancias antimicrobianas produzidas
sdo nao-especificas. Uma dessas relagdes de antagonismo entre leveduras é a producao
de micocinas, observada pela primeira vez por BEVAN & MAKOWER (1963).

As micocinas (toxinas “killer’) sao proteinas ou glicoproteinas que interferem no
crescimento de linhagens sensiveis, possuem uma 6tima atividade em baixo pH e
geralmente séo inativas em temperaturas elevadas. As glicoproteinas sao as principais
substancias antagonistas extracelulares produzidas e podem ser fungicidas ou
fungistaticas (GOLUBEYV, 2006). Existem diversos tipos de toxinas "killer", que geralmente
séo secretadas durante o crescimento exponencial e matam células sensiveis por meio
da inibicdo da sintese de macromoléculas e dos danos causados a membrana plasmatica
(GOLUBEV, 1998).

Em industrias de fermentacgéao, o carater “killer” das leveduras pode ser utilizado como
forma de combater linhagens selvagens ou contaminantes de S. cerevisiae ou outras
espécies. As leveduras apiculadas dos géneros KloeckeralHanseniaspora, por exemplo,
sdo dominantes em superficies de frutos utilizados como matérias-primas para a fabricacao
de bebidas, como as uvas (MARTINI et al., 1996). Em vinhos, o controle destas populagbes
ocorre com a adi¢cao de SOz, mas essa nao € uma pratica usual para a produgao de bebidas
destiladas. Portanto, como forma de evitar a proliferacdo de espécies indesejaveis, a
utilizacao de linhagens produtoras, ou mesmo de micocinas purificadas podem ser de
grande relevancia para a reducdo de contaminagdes (LOWES et al., 2000; CIANI &
FATICHENTI, 2001).

CORREA (1999) verificou que na entressafra da producdo de cachaca em Minas
Gerais, uma média de 20% da comunidade total de leveduras produziu toxinas contra
as linhagens sensiveis testadas, Candida glabrata Y-55 (NCYC 366) e S. cerevisiae
(NCYC 1006). Em uma das destilarias, a maior fonte de isolados micocinogénicos foi a
moenda, e em outra, foram as moscas do género Drosophila que estavam no ambiente

de fermentagdo. As espécies micocinogénicas comuns as trés destilarias estudadas
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foram P. anomala, Issatchenkia ocidentalis e S. cerevisiae. Espécies produtoras de
micocinas estiveram presentes no mosto fermentado das trés destilarias durante
diferentes momentos da produg¢ao de cachaga e foram identificadas como C. famata,
C.ingens-similar, Cryptococcus albidus, Kluyveromyces lactis, S. cerevisiae e S.
exiguus.

A producao de micocinas por leveduras suscita questdes acerca da competicio
entre leveduras, e como esta atividade micocinogénica afeta a cinética das
fermentagdes (ROSINI, 1983). A producdo de micocinas por linhagens fermentadoras
€ uma importante caracteristica adaptativa, ja que fermentag¢des conduzidas por
linhagens sensiveis podem ser interrompidas se ocorrer a contaminag¢do da dorna com
uma levedura produtora de micocina. Desta maneira, podem ser atingidos altos niveis
de agucares residuais, atraso no tempo de fermentacéo, altos teores de acidez volatil e
diferengas na producao de etanol e glicerol (HEARD & FLEET, 1986; JACOBS et al.,
1988). Portanto, a verificacdo da atividade micocinogénica de leveduras em
fermentagcbes contaminadas € de grande relevancia para a compreensao da ecologia

dos microrganismos durante a produgao de cachaca.

23



3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

Caracterizar 15 amostras de fermentacdes contaminadas de 6 destilarias em Minas
Gerais, quanto aos parametros quimicos nos vinhos contaminados, realizar as contagens
totais de microrganismos, verificar a diversidade de linhagens de Saccharomyces
cerevisiae e a presenga de leveduras nao-Saccharomyces, e ainda avaliar a produgéo de

micocinas pelas leveduras.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar, nas 15 amostras de vinho contaminado coletados em Minas Gerais, a
concentragao de etanol e de glicerol, os teores de acidez volatil e de agucares totais;

e Quantificar as populacdes de bactérias laticas e de leveduras em vinhos contaminados
durante a fermentagao para producao de cachaca;

¢ |dentificar as leveduras por meio de técnicas morfoldgico — fisiolégicas, separando-as
em dois grupos: Saccharomyces cerevisiae e espécies nao-Saccharomyces;

¢ |dentificar as leveduras ndo-Saccharomyces por meio de sequenciamento da regido
D1/D2 da subunidade maior do rDNA;

¢ Diferenciar as linhagens de Saccharomyces cerevisiae por meio da técnica de analise
do polimorfismo de fragmentos de restricado do DNA mitocondrial (mtDNA RFLP);

e Verificar o potencial micocinogénico das leveduras provenientes da mesma dorna de
fermentacao, e sua atividade killer contra as leveduras da mesma dorna e contra as
linhagens de referéncia para o teste (Candida glabrata NCYC 366, S. cerevisiae NCYC
1006, Pichia kluyveri UFMG-A15, S. cerevisiae K1 e K2) e contra linhagens iniciadoras

utilizadas na produgao de cachaga (UFMG-A1007 e UFMG-A1031).
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4. Metodologia

4.1. Coleta das amostras de mostos fermentados

As coletas foram realizadas em seis diferentes destilarias de Minas Gerais que
apresentaram fermentacdes contaminadas durante a safra do ano de 2007. As destilarias
foram numeradas de 1 a 6 e as amostras foram numeradas de 1 a 15. Na Destilaria 1,
localizada na cidade Salinas (macrorregido do vale do Jequitinhonha) foram coletadas as
amostras 1, 2, 3 e 4. Na Destilaria 2, localizada em Jequitiba (macrorregido
metalurgica/campo das vertentes) foram coletadas as amostras 5, 6, 7 e 8. A Destilaria 3
€ localizada em Morro da Garga, macrorregidao Alto do Sao Francisco, e nela foram
coletadas as amostras 9 e 10. A Destilaria 4 onde foram coletadas as amostras 11 e 12,
assim como a Destilaria 5, onde foram coletadas as amostras 13 e 14 se localizam em Sao
Joaquim de Bicas (macrorregido metalurgica/campo das vertentes). Por ultimo, a amostra
15 foi coletada na Destilaria 6 em Novo Cruzeiro (macrorregiao Rio Doce) (tabela 3).

As amostras foram coletadas apds a contaminac¢ao do vinho ter sido detectada pelos
produtores. As fermentagbes foram consideradas contaminadas quando o destilado
produzido apresentasse caracteristicas organolépticas desagradaveis e o vinho
apresentasse elevada acidez, viscosidade atipica, ou estagnagdo do processo
fermentativo (mais de 24 horas para se atingir o consumo total de agucares). As 15
amostras analisadas neste trabalho foram coletadas de mostos fermentados contaminados
procedentes de fermentagbes espontineas (que utilizam fermento “caipira”) e conduzidas
(nas quais a propagacao do fermento foi feita utilizando-se linhagens selecionadas de S.
cerevisiae).

Antes da coleta, o conteudo da dorna foi homogeneizado com bastdo plastico
desinfetado com auxilio de uma gaze estéril embebida em &lcool 70%. Para que o
recipiente de coleta totalmente esterilizado pudesse alcancar o fundo da dorna, e para
evitar qualquer contato do coletor com o mosto ou vinho, foram esterilizados frascos de

300mL, cujas tampas foram presas aos gargalos com um barbante de 2 m de comprimento.
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As amostras foram conservadas e transportadas sob resfriamento para o laboratério, e
processadas em, no maximo, 8 h apds a coleta. Apds as analises microbiolégicas, o

restante da amostra foi conservado a -20°C, para realizagao das analises quimicas.

4.2. Analise dos parametros quimicos das amostras

4.2.1. Determinacédo dos teores de agucares totais

Para a determinacao dos teores de agucares totais foi utilizada a metodologia do
DNS (acido 3,5 dinitrossalicilico) desenvolvida por MILLER (1959). Inicialmente foi
realizada uma hidrélise acida, para a conversdo de sacarose em acgucares redutores
(glicose e frutose). Uma aliquota de 2 mL da amostra foi transferida para baldo volumétrico
de 25 mL e foram adicionados 5 mL de acido cloridrico 2N. O bal&o foi colocado em banho-
maria a 70°C durante 30 min. Em seguida, o balao foi resfriado e seu conteudo neutralizado
com 5 mL de hidréxido de sddio 2N, e o volume completado com agua destilada. A leitura
da absorbancia em comprimento de onda de 505 nm foi realizada em espectrofotdmetro
(modelo Shimadzu UV160A). Quando necessario, outras diluigbes foram realizadas nas
amostras, para que a concentracdo das mesmas estivesse dentro da faixa de linearidade

da curva de calibragéo.

4.2.2. Determinagao da concentragao de acidez volatil

A acidez foi determinada por titulometria, com hidréxido de sodio 0,025N, segundo
ABNT (1997a). Para a determinacao da acidez, 100 mL de agua destilada que foi aquecida
até o inicio da ebulicao e resfriada até 70°C foram colocados em Erlenmeyer de 250 mL,
adicionando-se 5 gotas de fenolftaleina. Entéo foi efetuada a titulagdo de 2 mL de vinho
bruto. O volume gasto foi anotado e o célculo da acidez titulavel foi feito pela seguinte

equacao:
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A= Vit xfc x N x Eg

10xVa

onde:

A = acidez expressa em g de acido acético/100 mL de amostra;
Vt = volume gasto (mL) de solugdo de NaOH 0,025N;

fc= fator de correcéo da solugido de NaOH 0,025N;

N = normalidade da solugdo de NaOH O,025N;

Eq = Equivalente-grama do acido acético (60,0 g);

Va =volume (mL) da aliquota da amostra.
4.2.3. Determinagao da concentragao de etanol
A concentracao de etanol foi determinada espectrofotometricamente pelo método
do dicromato de potassio modificado (ABNT, 1997b). Amostras de 25 mL de vinho foram
destiladas por arraste de vapor em microdestilador Tecnal de alcool (Modelo TE-012) até
se obter aproximadamente 50 mL de destilado. As amostras foram diluidas na proporgao
de 1 mL de amostra para 25 mL de agua destilada.

4.2.4. Determinacgao da concentragao de glicerol

A dosagem da concentracao de glicerol nas amostras foi realizada utilizando-se o kit

para dosagem de ftriglicrideos (LABORLAB).
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4.3. Processamento das amostras e isolamento dos microrganismos

Diluicdes decimais seriadas da amostra foram realizadas em tubos de ensaio contendo
agua peptonada (peptona bacteriolégica 0,1%). Cada amostra diluida foi inoculada em trés
meios de cultura para a obtencédo de coldnias isoladas. Foram utilizados os meios Agar
MRS (Man, Rogosa e Sharpe; Merck, acrescido de 0,01 % de cicloheximida e seletivo para
bactérias laticas), Agar Lisina (seletivo para leveduras ndo-Saccharomyces spp.; composto
por YCB 1,17%, Lisina 0,056%, agar 2% e 0,01% de cloranfenicol), e Agar SCY (seletivo
para leveduras Saccharomyces spp.; composto por caldo de cana 10%, extrato de levedura
0,5%, agar 2% e 0,01% de cloranfenicol), de acordo com as metodologias descritas por
SIQUEIRA (1995) e PATARO et al. (2000).

Os meios de cultura foram inoculados em triplicata com 0,1 mL de duas diluicdes da
amostra. As diluigdes 10-'e 103foram utilizadas para inocular o meio de cultura agar Lisina,
e as diluicdes 10* e 10 foram utilizadas para inocular os meios de cultura agar MRS e
agar SCY. Os meios para isolamento de leveduras foram incubados a temperatura de 28°C
por 3 a 10 dias, e 0 meio para isolamento de bactérias laticas foi incubado em anaerobiose
a37°C,por48a72h.

Apos o periodo de incubagdo, os morfotipos das coldonias foram contados e
morfologicamente caracterizados quanto a textura, forma, cor, tamanho, e registrados
juntamente com os dados de procedéncia (data, nome da destilaria e da cidade onde foi
realizada a coleta). As bactérias laticas foram purificadas por meio de técnica de
esgotamento em agar MRS e as leveduras, em agar Sabouraud (glicose 2%, peptona
bacteriologica 1 %, extrato de levedura 0,5 % e agar 2%), para obtencao de culturas puras.

Para a manutencgao das leveduras, uma colénia de cada isolado foi inoculada em tubo
de ensaio contendo 2mL de caldo GYMP (glicose 2%; extrato de levedura 0,5%; extrato
de malte 1%; fosfato de potassio dibasico 0,2%) e incubados por 24 a 48 h a 28°C.
Transcorrido esse periodo, 1mL de cada amostra foi transferido para tubos criogénicos
onde foi adicionado 0,2 mL de glicerol. Os criotubos foram estocados em freezer a -20°C

por trés horas e posteriormente transferidos para ultrafreezer a -80°C.
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As bactérias isoladas a partir do meio MRS foram submetidas ao teste de Gram e da
Catalase (SHARPE, 1979). Para a manutencdo das colbdnias de bactérias laticas, uma
colonia de cada isolado foi inoculada em tubo criogénico contendo 1mL de caldo MRS e
incubada por 24 a 48 horas a 28°C. Transcorrido esse periodo, foi adicionado 0,2 mL de

glicerol. Os criotubos foram estocados em freezer a -20°C.

4.4. Caracterizagao e identificagado de leveduras

4.4.1. Identificagao de leveduras por métodos fisiolégicos e morfolégicos

Inicialmente, a caracterizacao fisiolégica das leveduras foi realizada utilizando testes
fisiologicos de fermentagcao de glicose, crescimento em meio liquido a 37 e 40°C,
assimilagdo das fontes de carbono glicose, sacarose, D-manitol, da fonte de nitrogénio
lisina, e resisténcia a cicloheximida. Os isolados que apresentaram crescimento em D-
manitol, lisina e foram resistentes a cicloheximida foram considerados como leveduras nao-
Saccharomyces. A espécie S. cerevisiae nao cresce em lisina como fonte de nitrogénio, e
em manitol como fonte de carbono, além de serem sensiveis a cicloheximida (KURTZMAN
& FELL, 1998). Aqueles que fermentaram glicose e apresentaram resultados negativos
para os testes acima mencionados, além de serem capazes de assimilar sacarose e
fermentar glicose, foram considerados presuntivamente como pertencentes a espécie S.
cerevisiae.

As leveduras nao-Saccharomyces foram posteriormente testadas segundo métodos
descritos por YARROW (1998) e foram identificadas utilizando-se as chaves taxonémicas
presentes em KURTZMAN & FELL (1998). Aliado a caracterizagao morfoldgica da colonia
€ microscopia, este procedimento foi utilizado para que as leveduras de um mesmo perfil

fisiolégico fossem agrupadas.

4.4.2. Caracterizagao molecular das linhagens de S. cerevisiae
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As leveduras isoladas a partir de SCY e pertencentes a espécie S. cerevisiae foram
diferenciadas por meio da metodologia da analise do polimorfismo dos fragmentos de
restricdo do DNA mitocondrial (QUEROL et al., 1992; 1994).

Para a extragcdo do DNA, as células foram ativadas em &gar Sabouraud e
posteriormente crescidas em 5 mL de caldo YEPD (1% extrato de levedura, 2% peptona,
1% glicose) por aproximadamente 18 h a 150 rpm/25°C. Apds a centrifugagéo a 3000 rpm
por 15 min, as células foram lavadas em agua destilada e centrifugadas novamente. O
sedimento foi ressuspendido em 500uL de solucado de enzima litica de Rhizoctonia solani
(25mg/mL diluida em 1M sorbitol, 0,1M EDTA, pH 7,5) e a mistura foi incubada a 45°C por
2 h. Apés a centrifugacdao a 8000 rpm por 10 min, a fase aquosa foi descartada e o
sedimento foi ressuspendido em 500uL de Tris-HCI 1M e EDTA 0,5mM pH 7,4. Apds a
adicao de 13 uL de SDS 10%, foi realizada incubagdo a 65°C por 5 minutos. As amostras
foram acondicionadas em gelo. Seguiu-se a adi¢cdo de 200 pL de acetato de potassio 5M
gelado e mantidas resfriadas por 10 min, quando foi feita uma nova centrifugacéo a 14000
rom por 5 min. Ao sobrenadante foram adicionados 700 uL de isopropanol, e a mistura foi
incubada por 10 min a temperatura ambiente. Apos centrifugagéo a 14000 rpm por 10 min,
o sobrenadante foi descartado e o DNA foi lavado com 500 yL de etanol 70%, e
centrifugado por 5 min a 14000 rpm. Apéds ser descartado o sobrenadante, o DNA foi
deixado a temperatura ambiente para evaporagdo de todo o excesso de etanol. A
reidratacao foi realizada com 30 uL de agua milli Q estéril.

O DNA foi descongelado, homogeneizado e dosado em aparelho de NanoDrop
(NanoDrop Technologies). A digestdao do DNA foi realizada com uma solucdo de enzima
Hinf I (10%), tampé&o de enzima de restricdo (20%) e RNAse (10%). Apds incubagao a
37°C por 6 h, os produtos de digestao foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1%. O gel foi submetido a uma voltagem de 80 V por 3 h em TBE 0,5X. Apés o tratamento
com brometo de etidio, o padrao de bandeamento pdde ser visualizado sob luz ultravioleta

e fotografado utilizando um sistema de foto-documentagéao (Vilber Lourmat, Franga).
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4.4.3. Identificagdo das leveduras ndo-Saccharomyces

Um isolado de cada grupo de microrganismos que apresentavam o mesmo perfil
fisiolégico-morfolégico foi selecionado e entdo submetido ao seqienciamento da regido
D1/D2 da subunidade maior do rDNA como descrito por LACHANCE e colaboradores
(1999). Para a extracao do DNA total, os isolados foram crescidos em agar Sabouraud por
24 h a 25°C. Apos o crescimento, as coldnias foram ressuspendidas em 100 uL de agua
deionizada estéril, congeladas em nitrogénio liquido por um min e, em seguida, fervidas
por 10 min (DE BARROS LOPES et al., 1996; 1998). O DNA (1 pL) foi obtido diretamente
do sobrenadante.

Para a reacdo de PCR foram utilizados os iniciadores NL-1 (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3),
segundo LACHANCE et al. (1999). A reacao de PCR foi realizada em um volume final de
50 uL contendo 5 L de tampao de PCR “high fidelity” 10X, 2 uL de MgSO. 50mM, 2 uL de
dNTP 10 mM (0,2 mM cada), 1 uL dos iniciadores NL1 e NL4 a 10 pmol"' (MWG Biotech),
1 a5 pL do DNA, 0,2 uL de Tag DNA polimerase 1 U/uL (Platinum® Tag DNA Polymerase
High Fidelity) e agua milli-Q q.s.p. 50 L. As reac¢des de PCR foram realizadas utilizando-
se o termociclador PCR Express (Thermo Hybaid). O programa de ciclagem consistiu de
uma desnaturagao inicial a 95°C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 15 seg de
desnaturagéo a 94°C, 25 seg de anelamento do iniciador a 54°C e 20 seg de extensao a
68°C, e uma extensao final por 10 min a 68°C. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% em tampé&o TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de acido
bdrico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0) durante aproximadamente 1 h a 120 V. Os foram
corados com solucdo de brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados
pelo sistema de foto-documentagao de gel (Vilber Lourmat, France).

Os produtos de PCR foram purificados por meio da técnica com Polietilenoglicol
(PEG). Ao produto de PCR foi adicionado igual volume de Polietilenoglicol 20% em NaCl
2,5 M. Apés uma incubagéo a 37°C por 15 min, procedeu-se a centrifugagdo a 13.500 RPM

por 15 min. O sobrenadante foi descartado com auxilio de pipeta. A seguir, foram
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adicionados 125 yL de etanol 70-80% gelado, e foi feita uma nova centrifugagédo a 13.500
rpm por dois minutos. O etanol foi removido com auxilio da pipeta. A adicdo de etanol e as
etapas seguintes foram repetidas. Uma nova centrifugag¢do a 13.200 rpm por um segundo
foi realizada e o DNA foi deixado a temperatura ambiente para evaporac¢ao de todo o
excesso de etanol. A reidratacdo foi realizada com a adicdo de 10 pL de &gua,
homogeneizagdo em agitador do tipo vortex por 15 segundos e incubagéo a 37°C por 10

minutos.

O produto obtido foi dosado em aparelho NanoDrop ND 1000. As reacbes de
sequenciamento foram realizadas usando o kit DYEnamic™ (Amersham Biosciences,
USA) em combinagdo com o sistema de sequenciamento automatizado MegaBACE™
1000. O sequenciamento foi realizado no Laboratério de Biodiversidade e Evolugcéo
Molecular (LBEM - ICB - UFMG).

As sequéncias de DNA foram analisadas utilizando o programa BLASTn (Basic
Local Alignment Serch Tool - versdo 2.215 do BLAST 2.0) disponivel no portal NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) desenvolvido pelo National Center For Biothecnology
(ALTSCHUL et al., 1997). As sequiéncias obtidas foram comparadas com as seqiiéncias ja
depositadas no GenBank, e as seqliéncias similares foram alinhadas usando o programa
CLUSTALW software package (EMBL-EBI) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Para ser
considerada pertencente a uma espécie conhecida, o isolado apresentou similaridade na
sequéncia analisada de 99% ou mais em relacao a outra ja depositada no GenBank.
Microrganismos que apresentaram sequéncias com similaridade menor ou igual a 98% na
regiao do DNA analisada foram designados com o termo “similar’, e podem representar
uma nova espécie. O poder discriminatério das seqliéncias da regido D1/D2 da subunidade
maior do rDNA é considerado suficiente para descrever novas espécies de leveduras, pois
isolados da mesma espécie apresentam no maximo de duas a trés bases diferentes nao-

contiguas em uma regido de cerca de 600 nucleotideos (KURTZMAN & ROBNETT, 1998).

4.4.4. Caracterizacao das leveduras quanto a producao de micocinas

32



A atividade micocinogénica foi testada de acordo com STARMER e colaboradores
(1992). As leveduras foram testadas em meio YM suplementado com 0,003% de azul de
metileno adicionado de tampéo citrato para alcangar o pH 4,2. Candida glabrata (NCYC
366) (sensivel a quase todas as micocinas conhecidas), S. cerevisiae (NCYC 1006)
(sensivel as micocinas produzidas por S. cerevisiae) e UFMG-A15 (Pichia kluyveri) foram
as linhagens utilizadas como controles positivos para a sensibilidade as micocinas. As
leveduras utilizadas como controles positivos para a producido de micocinas foram as
linhagens de S. cerevisiae K1 e K2. A fim de verificar a capacidade de influenciar
diretamente o crescimento de outras linhagens e espécies, todas as leveduras isoladas de
cada amostra foram testadas quanto a atividade micocinogénica contra as linhagens
iniciadoras UFMG-A 1007 e UFMG-A 1031 (leveduras tradicionalmente utilizadas como
iniciadoras do processo de fabricacdo da cachaga em destilarias préximas a Belo
Horizonte), e também contra as outras leveduras isoladas desta mesma amostra.

Colbnias puras de cada isolado foram previamente inoculadas em agar Sabouraud por
24 horas, para alcancarem a fase exponencial do crescimento. Uma grande quantidade de
células de cada isolado foi diluida em 5 mL de agua destilada estéril a fim de se obter uma
solucdo supersaturada de cada levedura a ser testada. A solugédo foi homogeinizada e
espalhada com o auxilio de uma zaragatoa estéril sobre o meio YM suplementado com
azul de metileno, formando um “tapete”. Apds a secagem do tapete, 5 uL do precipitado
proveniente da mesma solugdo supersaturada de cada levedura foram inoculados em
ponto sobre cada tapete dos outros isolados, das leveduras padréo de sensibilidade e das
leveduras iniciadoras. Desta forma, foi testada a atividade micocinogénica entre todos os
isolados de uma mesma amostra, entre estes e as linhagens de leveduras iniciadoras, de
referéncia de sensibilidade e de producao de micocinas.

As placas foram incubadas a 22° C por 7 dias e observadas diariamente. Das leveduras
inoculadas em ponto, aquelas que produziram um halo de inibigdo ao seu redor, com uma
zona adjacente azul, indicando a morte celular da linhagem do ‘“tapete”, foram

consideradas positivas para a produ¢ao de micocinas e aquelas que nao produziram halo
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de inibicdo ou zona adjacente azul foram consideradas neutras. Aquelas cujo crescimento
foi inibido por outras linhagens foram consideradas sensiveis (YOUNG, 1987, STARMER

etal., 1992).

4.5. Analises estatisticas das dosagens de parametros quimicos e das

contagens de microrganismos

Foram testados os modelos de regressao linear multivariado e univariado, para os
quais foi eleita a variavel acidez total como variavel dependente, considerando-se que é a
Unica de que se dispde de informacao. Nao existem legislagdes ou praticas a respeito dos
outros parametros avaliados neste trabalho, e por isso os mesmos foram considerados
variaveis independentes (concentracdo de etanol, agucares, glicerol, material da dorna,
levedura iniciadora, contagem de total de bactérias laticas, de leveduras nao-
Saccharomyces e de S. cerevisiae). O programa estatistico utilizado foi o MINITAB versao

15. Todos os testes foram realizados considerando 95% de confianca.
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5. Resultados

5.1. Determinagédo dos teores de agucares totais, da concentragcao de acidez volatil,

de etanol e de glicerol.

Dez (66,6 %) das 15 amostras de vinhos contaminados analisadas apresentaram
acidez total acima de 0,6 mg/100mL. O valor médio para a acidez foi 0,90 mg/100mL. As
dosagens de etanol variaram de 1,84 a 5,87 °GL (%vV/v), sendo que sete amostras (46,6%)
apresentaram dosagens de etanol acima da média de 3,53 °GL (%vV/v). Nenhuma das
amostras apresentou consumo total dos agucares presentes no caldo. Os menores valores
foram encontrados em cinco amostras (33,3%) e variaram de 1,831 g/L a 9,959 g/L. Em
seis amostras (40%), os valores da dosagem de agucares oscilaram de 10,45 a 16,89 g/L.
Para trés amostras (20%) foram encontrados valores entre 23,35 e 27,36 g/L. A maior
dosagem de acgucares correspondeu ao valor 52,49 g/L. O valor médio para as
concentragoes de agucares totais foi 15,43 g/L. As dosagens de glicerol variaram de 186,50
a 2298,24 mg/dL, e o valor médio das dosagens foi 824,16 mg/dL. Cinco amostras (33,3%)

apresentaram dosagens superiores a esse valor médio (tabela 1).
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Tabela 1: Dosagens dos pardmetros quimicos acidez total, concentragdo de etanol, de

agucares e de glicerol nas 15 amostras de vinhos contaminados coletadas em seis

destilarias de cachaca do Estado de Minas Gerais, de abril a outubro de 2007. Os valores

para desvio-padrao estao indicados ao lado das dosagens.

Amostra Acidez Total Concentracao Concentragéao Glicerol
(g/100mL) de Etanol de Acglcares (mg/dL)
[°PGL (%v/v)] (g/L)

1 1,21 + 0,011 1,94 + 0,260 23,36 + 0,042 335,58

2 0,92 + 0,030 2,79+ 0,216 10,48 + 0,015 415,85

3 0,92 + 0,071 1,84 + 0,024 9,96 + 0,063 217,20

4 1,32+ 0,015 3,95 + 0,091 1,83+ 0,015 186,51

5 0,66 + 0,043 4,12 £ 0,553 13,64 + 0,014 580,10

6 0,49 £ 0,041 4,57 + 0,282 12,52 + 0,020 319,73

7 0,67 + 0,028 2,44 + 0,330 52,49 + 0,019 648,57

8 0,62 + 0,016 5,87 + 0,497 27,36 + 0,019 2298,25

9 0,50 + 0,011 2,12 + 0,269 25,66 + 0,021 469,48
10 0,43 + 0,008 2,63+ 0,637 16,90 + 0,019 1835,09
11 0,96 + 0,012 2,02 + 0,458 7,15+ 0,017 661,40
12 0,32 + 0,016 4,80 + 0,260 2,05+ 0,011 905,26
13 2,40 + 0,020 5,04 + 0,135 10,46 £ 0,015 1184,21
14 1,26 + 0,024 5,563 + 0,439 6,71+ 0,013 1799,12
15 0,82 £ 0,061 3,28 + 0,536 10,97+ 0,009 506,14
média 0,90 3,53 15,43 824,16
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5.2. Processamento das amostras e isolamento dos microrganismos

Foram isolados 275 microrganismos, sendo 125 Saccharomyces cerevisiae, 82
leveduras nao-Saccharomyces e 68 bactérias laticas. Para cada amostra foram
determinadas as contagens totais de microrganismos em cada meio de isolamento (tabela
2). No total foram coletadas 15 amostras em seis destilarias, em cinco cidades do estado

de Minas Gerais (tabela 3).
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Tabela 2: Contagens totais de microrganismos isolados a das 15 amostras de vinhos

contaminados coletadas em seis destilarias de cachaca do Estado de Minas Gerais, de

abril a outubro de 2007.

Nota: valores em 108 ufc/mL.

Saccharomyces Leveduras
Amostra . ndo — Bactérias laticas
cerevisiae Saccharomyces
1 24,3 0,0163 13,4
2 33,6 0,00150 12,4
3 13,5 >0,0513 144
4 5,70 >0,0202 14,8
5 93,3 0,0131 78,3
6 165 0,0797 94,6
7 118 0,00501 1,66
8 22,7 0,0306 2,66
9 35,6 >0,0212 353
10 32,4 >0,0232 452
1 19 > 0,0881 23,3
12 157 >0,120 >0,0336
13 543 0,000300 28,6
14 93,6 0,0198 262
15 26,5 0,0212 25,6
Valores médios 92,21 0,0341 100,42
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Tabela 3: Relacao das 15 amostras contaminadas coletadas, destilarias de origem, os

problemas apresentados pelos produtores, tipo de fermentacao e material da dorna.

Amostra Origem Problemas Tipo de < Dorna
fermentacéao
1 Salinas Destilaria 1 Acidez e lentidao Conduzida Inox
2 Salinas Destilaria 1 Acidez e lentidao Conduzida Inox
3 Salinas Destilaria 1 Acidez Esponténea Inox
4 Salinas Destilaria 1 Acidez Conduzida Inox
o o Acidez .
5 Jequitiba Destilaria 2 . Conduzida Inox
Odor de acroleina
6 Jequitiba Destilaria 2 Acidez Conduzida Pintada
7 Jequitiba Destilaria 2 Acidez Conduzida Pintada
8 Jequitiba Destilaria 2 Acidez Conduzida Pintada
9 Morro da Garga Destilaria 3 Aspecto .amarelo © Conduzida Pintada
acidez
10 Morro da Garga Destilaria 3 Aspecto .amarelo © Conduzida Pintada
acidez
1 S. Joaqw_m <_je Bicas Aspecto .amarelo e Conduzida Inox
Destilaria 4 acidez
12 S. Joaquim de Bicas Aspecto Conduzida Inox
Destilaria 4 esbranquicado
13 S. Joaqm_m c_je Bicas Lentidao e acidez Esponténea Pintada
Destilaria 5
14 S. Joaqm_m c_je Bicas Lentidao Espontanea Pintada
Destilaria 5
15 Morro do Cruzeiro Destilaria Baixo rendimento e Espontanea Pintada

6

lentidao
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5.3. Caracterizacao e identificagcao de leveduras

5.3.1. Identificagao de leveduras por métodos morfolégicos e fisiolégicos

Todos os isolados foram submetidos a testes fisiolégicos para a identificacdo das
leveduras S. cerevisiae. As leveduras nao-Saccharomyces foram agrupadas em 27 perfis

fisioldgico-morfoldgicos principais, os quais foram submetidos a identificagdo molecular.

5.3.2. Identificagao molecular das linhagens de S. cerevisiae

A diversidade de linhagens de S. cerevisiae nas dornas contaminadas foi alta, tendo
sido encontradas 34 linhagens (tabela 4). O niumero de linhagens de cada amostra variou
de acordo com o tipo de fermentagao realizado na dorna, se espontanea ou conduzida.
As quatro amostras de fermentacbes espontadneas apresentaram a menor média de
linhagens de S. cerevisiae, sendo 1,88 linhagens diferentes por dorna. As oito amostras
de fermentagbes conduzidas pela levedura UFMG-A1031 apresentaram em meédia 2,5
linhagens diferentes por dorna. Duas amostras de fermentag¢des conduzidas pela levedura
iniciadora UFMG-A1007 apresentaram trés linhagens e a terceira apresentou quatro
linhagens, numa média de 3,33 linhagens por dorna. Assim, no presente estudo, as
fermentacdes espontaneas contaminadas apresentaram menor diversidade de linhagens
de S. cerevisiae do que as fermentagdes conduzidas, sendo que dentre as fermentacgoes
conduzidas, naquelas onde foi inoculada a levedura UFMG-A1007 apresentaram maior
quantidade de linhagens.

Assim sendo, cada morfotipo de S. cerevisiae apresentou 1 a 3 perfis diferentes
apos os testes de restricio do DNA mitocondrial, conforme explicado a seguir. As
amostras 1, 2, 3, 4, 11, 13 e 14 apresentaram 3 perfis de restricdo cada uma. Amostras 1,
2 e 4 foram conduzidas pela iniciadora UFMGA-1007, na Destilaria 1. Amostras 3
(Destilaria 1), 13 e 14 (destilaria 5) foram fermentagdes “caipiras”. Apenas a amostra 11
(Destilaria 4) foi conduzidas pela iniciadora UFMG-A1031. As amostras 7 e 8 (Destilaria

2) e 15 (Destilaria 6) apresentaram a menor quantidade de linhagens encontradas, ou
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seja, apenas 1 perfil de restricdo em cada uma. A fermentagdo nas amostras 7 e 8 foram
conduzidas pela levedura UFMGA-1031 e a fermentagdo na amostra 15 foi feita com
fermento “caipira”. As amostras 5 e 6 (Destilaria 2), 9 e 10 (Destilaria 3) e 12 (Destilaria
4) apresentaram dois perfis de restricdo cada uma, e todas foram conduzidas pela
iniciadora UFMG-A1031. Na tabela 4 sdo mostrados, por amostra, a contagem total do
morfotipo dominante de S. cerevisiae (de onde foram escolhidas as leveduras submetidas
aos testes de restricdo do DNA mitocondrial), as contagens de UFC/mL para cada perfil
de restricdo e o tipo de fermentacao realizado na dorna onde a amostra foi coletada.

Sao necessarios testes posteriores para determinar se as linhagens encontradas
em diferentes amostras pertencem a um mesmo perfil de restricdo. As linhagens
encontradas nas amostras 1 e 2, diferenciadas pelo perfil de restricdo do DNA mitocondrial

estdo representadas na figura 1.
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Tabela 4: Correspondéncia entre amostra, contagem total das S. cerevisiae pertencentes
ao morfotipo dominante na mesma, numero de perfis de restricio de DNA mitocondrial
encontrados para esse morfotipo, contagem de UFC/mL para cada perfil tipo de

fermentacédo da amostra.

CONTAGEM DE

NUMERO DO PERFIL QUANTIDADE DE TIPO DE
Amostra S. cerevisiae . ~
DE RESTRICAO DO UFC/ML X105 EM FERMENTACA
DOMINANTES
DNA MITOCONDRIAL CADA PERFIL (o]
(UFC/ML)
1 1,33x107 Perfil 1 26,6 UFMG-A1007
Perfil 2 53,2
Perfil 3 53,2
2 1,8x107 Perfil 4 108,0 UFMG-A 1007
Perfil 5 36,0
Perfil 6 36,0
3 1,16x107 Perfil 7 46,4 Espontanea
Perfil 8 46,4
Perfil 9 23,2
4 4,6x10° Perfil 10 18,4 UFMG-A 1007
Perfil 11 9,2
Perfil 12 18,4
5 7,4x107 Perfil 13 555,0 UFMG-A 1031
Perfil 14 185,0
6 1,59x108 Perfil 15 636,0 UFMG-A 1031
Perfil 16 954,0
7 1,13x108 Perfil 17 1130,0 UFMG-A 1031
8 2,21x108 Perfil 18 2210,0 UFMG-A 1031
9 1,89x107 Perfil 19 151,2 UFMG-A 1031
Perfil 20 37,8
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10 2,53x108 Perfil 21 15,18 UFMG-A 1031
Perfil 22 10,12
CONTAGEM DE i
NUMERO DO PERFIL QUANTIDADE DE TIPO DE
Amostra S. cerevisiae ~ ~
DE RESTRICAO DO UFC/ML X10%5 EM FERMENTACA
DOMINANTES
DNA MITOCONDRIAL CADA PERFIL (o)
(UFC/ML)
1 1,54x107 Perfil 23 30,8 UFMG-A 1031
Perfil 24 61,6
Perfil 25 61,6
12 1,37x108 Perfil 26 822,0 UFMG-A 1031
Perfil 27 548,0
13 3,66x10° Perfil 28 7,32 Espontanea
Perfil 29 21,93
Perfil 30 7,32
14 8,76x107 Perfil 31 350,4 Espontanea
Perfil 32 175,2
Perfil 33 350,4
15 1,6x107 Perfil 34 160,0 Espontanea

Continuagao da tabela 4.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

CRULELENE &

Figura 1: Modelo dos perfis moleculares obtidos a partir das linhagens de S. cerevisiae
isoladas das amostras por meio da técnica de analise do perfil de restricdo do DNA
mitocondrial (MtDNA - RFLP) com a enzima Hinfl.

Nota: As canaletas 1 a 5 mostram os perfis gerados a partir da amostra 1, onde se
percebe que os isolados 1, 4 e 5 pertencem a mesma linhagem e os isolados 2 e 3 sédo
diferentes dos demais. As canaletas 6 a9 mostram os perfis gerados a partir da amostra
2, onde se percebe os quatro perfis diferentes presentes na amostra. Nao ha fotos com

os perfis dos outros isolados.
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5.3.3. Identificacao das leveduras nao-Saccharomyces

ApoOs os testes fisiologico-morfolégicos e sequenciamento, os géneros
encontrados foram Pichia, Issatchenkia, Candida, Kluyveromyces, Hanseniaspora,
Zygosaccharomyces, Zygoascus e Torulaspora.

Em relagcdo as espécies nao-Saccharomyces encontradas, o género Pichia
esteve presente em 14 das 15 amostras. P. membranifaciens predominou em oito das
15 amostras (53,33% do total de amostras) e foi ausente apenas na amostra 15 (6,66%
do total de amostras), oriunda da Destilaria 5, na qual a fermentacao foi realizada em
dorna sem revestimento inox e com fermento “caipira”. P. guilliermondi predominou em
apenas uma das 15 amostras (6,66% do total de amostras).

O segundo género mais frequente foi Candida, presente em cinco amostras
(33,3% do total de amostras) e duas destilarias.

Isolados identificados como Candida sp. parecem ser pertencentes a uma nova
espécie de levedura. Foram encontrados nas amostras 5, 6, 7 e 8, provenientes de
fermentagdes conduzidas por UGMGA-1031 na Destilaria 2, localizada em Jequitiba.

As contagens populacionais das leveduras nao-Saccharomyces variaram de

10" a 10° UFC/mL (tabela 5).
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Tabela 5: Contagens populacionais de leveduras ndo-Saccharomyces presentes em

cada amostra, por destilaria.

Contagem populacional

Destilaria Amostra Identificagao (UFC/mL)
1 1 Kluyveromyces marxianus 21,0 x 104
Issatchenkia orientalis 5,59 x 10°

Pichia membranifaciens 7,00 x 102

2 P. membranifaciens 408 x 103
Zygosaccharomyces fermentati 3,83 x10°

1. orientalis 5,16 x 102

3 P. membranifaciens >1,9 x 10*

K. marxianus 6,60 x 10

4 P. membranifaciens 1,00 x 102

Pichia guilliermondii 2,00 x 10

2 5 P. guilliermondii 4,7 x 103
Candida sp. 4,66 x 103

Hanseniaspora guilliermondii 3,00 x 103

1. orientalis 1,43 x 103

P. membranifaciens 5,33 x 102

6 P. membranifaciens 2,04 x 10*

H. guilliermondii 7,76 x 103

|. orientalis 4,66 x 10°

P. guilliermondii 3,15 x 108

Candida sp. 7,33 x 107

Pichia fermentans 1,00 x 102

7 P. guilliermondii 1,91 x 10*

P. membranifaciens 3,30 x 103

Zygoascus hellenicus 1,60 x 10°

Candida sp. 1,40 x 103

Hanseniaspora sp. 9,00 x 107
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8 P. membranifaciens
Candida sp.
P. guilliermondii

Z. hellenicus

9 Torulaspora delbrueckii

P. membranifaciens
10 P. membranifaciens
P. fermentans

T. delbrueckii

Candida akabanensis

11 P. membranifaciens
12 P. membranifaciens
13 Zygosaccharomyces bailii
14 Z. bailii

P. guilliermondii

Z. hellenicus

15 Z. bailii
Z. fermentati
T. delbrueckii

P. membranifaciens

7,15x10°
2,60 x 102
1,63 x 103
9,66 x 102

21,44 x 104
7,66 x 102

4,00 x 102
6,20 x 10°
6,55 x 10°

>1,0 x 10*
4,30 x 10"

>3,0 x 10*

1,0 x 10*

2,35x10°
3,00 x 102
3,33 x 10’

1,50 x 102
1,00 x 102
1,00 x 102
1,00 x 102
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5.3.4. Caracterizagao das leveduras quanto a produgao de micocinas

No total foram realizados 2854 testes para verificar a producao de micocinas.
Foram feitos 1310 testes com isolados que representavam 175 linhagens de S.
cerevisiae e 1544 testes com os 82 isolados de leveduras ndo-Saccharomyces.
Setenta e um isolados (34,7% do total de leveduras) apresentaram atividade
micocinogénica contra as leveduras iniciadoras UFMGA-1031 ou UFMGA-1007 ou
contra algum dos isolados de S. cerevisiae proveniente da mesma dorna. Destes 71
isolados micocinogénicos, 22 foram identificados como S. cerevisiae.

Na amostra 1, os isolados de S. cerevisiae foram sensiveis a atividade
micocinogéncia dos isolados de Pichia membranifaciens e Issatchenkia orientalis, sendo
que estes ultimos também apresentaram uma fraca atividade contra a linhagem UFMGA -
1031. No entanto, todos os isolados desta amostra eram sensiveis a atividade
micocinogénica da iniciadora utilizada nesta fermentacao, a UFMGA-1007.

Na amostra 2, um dos isolados de S. cerevisiae apresentou atividade
micocinogénica fraca contra a iniciadora UFMGA-1007, contra a linhagem UFMGA-1031 e
contra outros S. cerevisiae isolados a partir da mesma amostra. Os isolados de P.
membranifaciens apresentaram uma atividade fraca contra a levedura iniciadora. As
leveduras ndo-Saccharomyces apresentaram atividade contra a linhagem UFMGA-1031.

Na amostra 3, na qual a fermentacao foi espontanea, desenvolvida com fermento
“caipira”, isolados de Kluyveromyces marxianus e P. membranifaciens apresentaram fraca
atividade contra as linhagens de S. cerevisiae selvagens presentes na dorna.

Na amostra 4, na qual a fermentacao foi conduzida por UFMGA-1007, nenhum
isolado apresentou atividade contra a iniciadora. Isolados de Pichia guilliermondii
apresentaram atividade micocinogénica fraca contra S. cerevisiae isolados a partir da
mesma amostra.

Na amostra 5, isolados de S. cerevisiae apresentaram atividade contra a iniciadora
UFMGA-1031, utilizada para conduzir a fermentacdo, além de fraca atividade contra

UFMGA-1007. Isolados de Candida sp. e I. orientalis apresentaram fraca atividade contra
48



UFMGA-1007. Isolados de [. orientalis e Hanseniaspora guilliermondii apresentaram,
respectivamente, atividade fraca e forte contra a iniciadora UFMGA-1031.

Na amostra 6, dois isolados de S. cerevisiae e de Candida sp. apresentaram fraca
atividade micocinogéncia contra a levedura utilizada para conduzir a fermentagéo, a
linhagem UFMGA-1031. Isolados de P. membranifaciens, P. guilliermondii, P. fermentans,
I. orientalis apresentaram atividade contra S. cerevisiae isolados a partir da mesma
amostra.

Na amostra 7, coletada a partir de uma fermentacao conduzida por UFMGA-1031,
isolados de P. guilliermondii apresentaram atividade contra S. cerevisiae isolados a partir
desta amostra.

Na amostra 8, também oriunda de uma fermentacdo conduzida por UFMGA-1031,
esta linhagem foi sensivel as micocinas produzidas por Candida sp. e por P.
membranifaciens. S. cerevisiae isolados desta amostra foram sensiveis as micocinas
produzidas por isolados de Zygoascus hellenicus e de P. membranifaciens.

Na amostra 9, isolados de S. cerevisiae selvagens apresentaram fraca atividade
micocinogéncia contra a iniciadora utilizada UFMGA-1031.

Na amostra 10, também conduzida por UFMGA-1031, esta iniciadora foi sensivel
as micocinas produzidas por isolados de P. fermentans e de Candida akabanensis. Um
dos isolados de S. cerevisiae apresentou atividade contra outros isolados da mesma
espécie provenientes desta amostra.

Nas amostras 11 e 12 a iniciadora utilizada foi UFMGA-1031. Isolados de P.
membranifaciens apresentaram atividade micocinogénica contra a iniciadora UFMGA-1031
na amostra 11 e contra S. cerevisiae isolados da amostra 12.

Na amostra 13, realizada com fermento “caipira”, isolados de S. cerevisiae
apresentaram atividade micocinogénica entre si, contra UFMGA-1031 e contra UFMGA-
1007. Isolados de Zygosaccharomyces bailli produziram micotoxinas contra estes S.
cerevisiae selvagens.

Na amostra 14, também realizada sem iniciadoras, isolados de P. guilliermondii

apresentaram fraca atividade contra S. cerevisiae selvagens.
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Na amostra 15, realizada com fermento “caipira”, os isolados de P.
membranifaciens também apresentaram atividade micocinogénica contra S. cerevisiae
isolados desta fermentagao.

Nas duas amostras em que a fermentacgéo foi conduzida pela iniciadora UFMGA-
1007, os problemas encontrados quanto a producdo de micocinas foram: as espécies P.
membranifaciens, Issatchenkia orientalis e P. guilliermondii apresentaram atividade
micocinogénica contra a iniciadora, entre os S. cerevisiae selvagens houve producao de
micocinas e um deles produziu micocinas contra a iniciadora.

Nas oito amostras em que a fermentagao foi conduzida pela linhagem UFMGA-
1031, foi verificada a atividade micocinogénica entre S. cerevisiae selvagens, destes contra
a iniciadora e das leveduras nao-Saccharomyces contra a iniciadora. Esta iniciadora foi
sensivel as micocinas produzidas pelos isolados de S. cerevisiae selvagens em trés
(37,5%) amostras. Em cinco (62,5%) amostras as leveduras nao-Saccharomyces
identificadas como P. membranifaciens, P. fermentans, Candida sp., Candida akabanensis,
I. orientalis, Hanseniaspora guilliermondii produziram micocinas contra a iniciadora. As
leveduras das espécies P. membranifaciens, P. guilliermondi, I. orientallis, além de Pichia
fermentans e Zygoascus hellenicus apresentaram atividade micocinogénica contra os S.
cerevisiae selvagens em quatro amostras. As linhagens de S. cerevisiae também
produziram micocinas entre si em uma amostra.

Nas quatro amostras coletadas a partir de fermentacbes espontaneas, o maior
problema encontrado foi quanto a produgcdo de micocinas pelas leveduras nao-
Saccharomyces contra os S. cerevisiae selvagens isolados destas fermentacdes. As
leveduras identificadas como P. membranifaciens, P. guilliermondii, Zygosaccharomyces
bailli e Kluyveromyces marxianus apresentaram atividade micocinogénica contra S.

cerevisiae presentes na dorna de fermentacao.
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5.4. Analises estatisticas

O primeiro teste estatistico realizado foi Andlise de regressdo multivariada. O
modelo de regressdo multipla encontrou a seguinte equacao, relacionando as demais

variaveis com a acidez:

Acidez total = 1,379 - (0,0981 x Etanol) - (0,0196 x Agucares) + (0,000403 x Glicerol) +
(0,000764 x Saccharomyces) + (0,00212 x Nao-Saccharomyces) —
(0,00178 x Bactérias Lacticas)

Nesse modelo, a variavel acidez deveria ser predita a partir de uma combinagao
linear das variaveis independentes. As variaveis que se mostraram mais significantes para
a determinacdo da acidez, de acordo com esse modelo, foram a Concentracdo de
acucares, de Glicerol e a contagem total de bactérias lacticas. Ainda assim, o valor Rsqr =
0,483 indica que os parametros testados nesse trabalho possibilitam no maximo uma
predicdo da acidez em 48,30 % das amostras. Esse valor ndo foi aumentado quando uma
nova equacao foi produzida com apenas as variaveis mais relacionadas. Ao contrario do
esperado, a qualidade da predicao decaiu 5,7%, apresentando um valor de Rsqr = 0,426.
Essa comparacao permitiria afirmar que todas as variaveis testadas nesse trabalho sao
importantes para a predicdo da acidez, mas isso deveria ser verificado em testes de
regressao univariada.

Nos testes de regressdes univariadas realizados entre todas as variaveis deste
trabalho, os valores de R2 foram muito baixos, indo desde 3,4 (relacao entre acidez total e
concentracao de etanol) até 18,3 (relacdo entre acidez total e contagem de leveduras nao-
Saccharomyces). A analise comprovou que a concentragao de glicerol e a acidez total sdo
independentes entre si, uma vez que foi encontrado R2(%) igual a zero para a equagao
gerada durante a anadlise. As contagens de leveduras néo-Saccharomyces e de bactérias
lacticas nao foram relacionadas diretamente ao aumento da acidez. A contagem total de

leveduras Saccharomyces cerevisiae foi a melhor variavel determinada com a andlise de
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regressao univariada, mas ainda assim o seu valor R2 foi de 39,6% ao ser gerada a

equacao:

Acidez total = 0,6792 + 0,002403 Saccharomyces cerevisiae

Assim, nao foi verificado que qualquer uma das variaveis testadas nesse trabalho
foi importante para a predigdo da acidez, pois nenhuma apresentou relevancia individual
no modelo construido durante os testes de regressao univariada. Ou seja, ndo houve

correspondéncia entre nenhuma variavel e a acidez.
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6. Discussao

Nao ha uma legislagdo que determine os limites para os parametros quimicos em
fermentacbes para a producéo de cachaca. A acidez é o Unico parametro sobre o qual se
dispde de alguma informagéo, e foi a referéncia durante todas as analises estatisticas
realizadas. Informalmente considera-se que a acidez do mosto fermentado deve ser inferior
a 0,6 g/100 mL, pois na maioria das vezes em que esse limite é ultrapassado, sao
produzidas cachagas que ultrapassam o limite de 0,15g/100 mL de acido acético exigido
pela legislacao.

Ao contrario do esperado, as contagens totais de microrganismos, principalmente
as bactérias laticas, ndo se mostraram tao diferentes daquelas citadas em outros trabalhos
para fermentagbes nao contaminadas para a produgdo de cachaca em diferentes
localidades do estado de Minas Gerais (SCHWAN et al., 2001; SILVA, 2007; GOMES et al,
2009). GALLO (1992) e YOKOYA & OLIVA-NETO (1991) relacionam a presenca de
bactérias laticas as fermentagdes contaminadas para a produgédo de etanol em escala
industrial. Segundo os autores, a presencga destes microrganismos na cana antes do inicio
da producdo pode ser relacionada a introducdo de grandes populagdes de bactérias
capazes de produzir grandes quantidades de diferentes acidos organicos. As bactérias
laticas sdo consideradas contaminantes porque utilizam os agucares do meio e produzem
acido latico e acético, prejudicando o aproveitamento de nutrientes necessarios ao
crescimento e producao de etanol pelas leveduras (ROSA et al., 2009). Em uma pesquisa
envolvendo a anadlise das sequéncias do gene 16S rDNA da comunidade bacteriana
contaminante de fermentos para a produgdo de cachaca, CARVALHO-NETTO e
colaboradores (2008) verificaram que as populagdes variaram entre as amostras coletadas
no primeiro, nono e 30° dias de fermentacio. Além disso, foram descobertas espécies de
bactérias ainda ndo descritas, bem como géneros que ainda nao haviam sido relacionados
a fermentos, demonstrando que a comunidade bacteriana apresentou maior diversidade
do que se estimava anteriormente, ndo se restringindo as bactérias laticas (CARVALHO-

NETTO etal., 2008). Esse fato possivelmente acarreta alteragdes no equilibrio do processo
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fermentativo. Trabalhos futuros sdo necessarios para investigar estas alteragbes mais
detalhadamente, e verificar se outros géneros de bactérias estdo presentes em mostos
fermentados contaminados. GOMES (2006) verificou que nenhum dos isolados
bacterianos dominantes na producao de cachaga foi capaz de inibir o crescimento das
leveduras iniciadoras, apesar de apresentarem efeito bacteriostatico sobre outros isolados
bacterianos. A autora ndo determinou se a substancia inibidora era uma bacteriocina.
GUEDES NETO (2004) afirma que os acidos organicos produzidos pelas bactérias podem
provocar estresse nas leveduras, prejudicando o crescimento e a produtividade em etanol
das mesmas.

Provavelmente, 0 aumento da acidez durante as contaminacgdes das fermentagdes
de caldo de cana deve-se ndo s6 ao tamanho da comunidade bacteriana, mas também a
diversidade, capacidade de producao de acido latico e acético e de possiveis interferéncias
sobre o crescimento das leveduras presentes na dorna. Sabe-se que nao so6 as bactérias,
mas também leveduras sao capazes de produzir acidos durante as fermentagdes (BASSO
et al., 1997). Desta forma, é possivel supor que o fator determinante da alteracdo dos
parametros quimicos nas amostras do presente trabalho relaciona-se com caracteristicas
das linhagens de leveduras e/ou bactérias presentes nas contaminagdes, principalmente
relacionadas a producao de acidos.

Estes dados sao justificados pelos relatos de alguns produtores no momento das
coletas das amostras analisadas neste trabalho. Foi relatada a utilizagdo de cana que
estava cortada ha mais de 24 h ou, em alguns casos, com até sete dias de corte devido a
escassez de matéria prima. Em 2006, ano anterior a coleta das amostras, os indices
pluviométricos elevados no estado de Minas Gerais teriam acarretado a redugéo da safra
em 2007, o que pode ter trazido a linha de producdo a cana de acgucar coletada de forma
nao ideal para a produgdo de cachaga. Isso pode ter influenciado negativamente a
fermentagéo com a introdugéo de espécies indesejaveis de microrganismos.

De BARROS-LOPES e colaboradores (1996) afirmam que a microbiota
transitéria tem uma participacdo importante nas fermentagcbes de vinho, apesar de

haver dominancia das culturas iniciadoras durante o processo porque estas sao
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adicionadas em altas concentracdes nas dornas. As baixas contagens de leveduras n&o-
Saccharomyces encontradas neste trabalho podem ser devidas a realizagao de coletas na
fase final da fermentacgdo, quando geralmente predomina S. cerevisiae. As leveduras nio-
Saccharomyces geralmente ndo se tornam dominantes, apesar de persistirem pequenas
populagbes até o final da fermentacao, pois nao resistem as crescentes condi¢cdes de
estresse presentes nas dornas, principalmente as altas concentragcdes de etanol
(SCHWAN et al. 2001; PATARO et al., 2000; ARAUJO et al., 2007; GOMES et al., 2007).

Segundo JOLLY e colaboradores (2006), a comunidade de leveduras néo-
Saccharomyces depende do local de origem e do estagio da fabricagcdo nos quais as
amostras sao coletadas. A utilizagdo do meio de cultura para o isolamento também
influencia na sele¢do de populagdes, ja que algumas leveduras nao-Saccharomyces
podem nao ter a habilidade de crescer em meio Lisina, e desta maneira ndo serem
detectadas pelo isolamento. De acordo com FLEET (2003), na produg¢ao de vinhos, os
numeros de ndo-Saccharomyces variam de 10 a 10% ufc/g em uvas ndo maduras, mas
chegam a 10* — 10° ufc/g @ medida que as uvas amadurecem. O crescimento populacional
€ devido a difusdo de acucares pela superficie da uva durante o amadurecimento,
provendo nutrientes as leveduras. O amadurecimento das uvas e/ou a deterioragdo podem
ser responsaveis por determinar os nimeros populacionais.

Os géneros de leveduras encontrados neste trabalho sao distribuidos
mundialmente, geralmente capazes de fermentar agucares, sendo comumente
isolados a partir de equipamentos de industrias de bebidas, materiais, frutas e sucos,
alimentos e bebidas fermentados ou deteriorados (KURTZMAN & FELL, 1998). Tanto
as contagens populacionais de leveduras ndo-Saccharomyces quanto as espécies
identificadas nas amostras contaminadas estdo de acordo com os trabalhos sobre
fermentagdes nao contaminadas estudadas durante a produgao de cachaga (GOMES
et al, 2009; MARINI et al., 2009, Silva et al., 2009). Somente a espécie Zygoascus
hellenicus ainda nao havia sido encontrada em fermentagcbes para a producio de
cachaca, e a espécie Candida akabanensis foi descrita em apenas um trabalho

(MARINI et al., 2009). Essas espécies sao relacionadas a fezes de insetos que habitam
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troncos de videiras, sucos de frutas congelados, mostos, fermentagbes acidas
orgéanicas (NAKASE et al., 1994; KURTZMAN & FELL, 1998). O género Pichia tem
sido relatado como contaminante de fermentacdes para a producido de vinhos, por
produzir filmes na superficie do mosto, além de substincias como acido acético,
acetato de etila e acetaldeido, além de resistir a elevados teores de acidez (JOLLY et
al., 2006). Além disso, um isolado identificado como pertencente ao género Candida
parece constituir uma nova espécie de levedura e outros testes serao realizados para
confirmar este resultado.

A existéncia de baixas contagens de leveduras ndo-Saccharomyces associadas a
maiores valores de acidez em vinhos contaminados pode indicar que as leveduras
presentes em contaminagdes da fermentagao para a produgéo de cachaga apresentam um
perfil fisiolégico semelhante ao que é encontrado em fermentagbes ndo contaminadas.
Sabe-se que a variagao entre as contagens totais de cada amostra pode ser decorrente da
propagacao inicial do fermento utilizado (POVHE JEMEC et al., 2001) e que leveduras n&o-
Saccharomyces podem afetar a fermentagao diretamente — por meio da produgcido de
substancias que potencializam o aroma, ou indiretamente — modulando o crescimento ou
o metabolismo da populacdo dominante de S. cerevisiae (MILLS et al., 2002). Portanto,
caso as condigdes de propagacao do fermento tenham sido favoraveis as leveduras
capazes de estimular o crescimento de linhagens fermentativas, seria esperado que as
populacdes das mesmas reduzissem ao final do processo. Também é aceitavel considerar
que as linhagens favorecidas nessa relacdo ecoldgica apresentassem populagdes
superiores em estagios finais. No entanto, para que essas inferéncias sejam verificadas,
sdo necessarios testes sobre as relagbes de antagonismo entre leveduras e a identificacao
das leveduras presentes no caldo de cana que foi utilizado para a fermentacao.

Um dos testes de antagonismo constitui a verificagdo da produgado de micocinas
entre as leveduras isoladas. No presente trabalho, a variedade de linhagens de S.
cerevisiae presentes nas amostras, associada a atividade micocinogénica das
mesmas, mostra que as leveduras dominantes podem ser responsaveis por parte do

desequilibrio ocorrido durante as contaminagdes. A atividade micocinogénica de
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géneros ndo-Saccharomyces pode ter afetado a populagdo de S. cerevisiae selvagens, e
assim os nutrientes que seriam destinados a fermentacao podem ter sido utilizados para a
producao de outros compostos quimicos, sendo que as espécies encontradas estao de
acordo com a literatura (CORREA, 1999). De acordo com a produgdo de micocinas, a
iniciadora UFMGA-1007 pode ter auxiliado no controle da contaminacao, devido a sua
atividade micocinogénica contra S. cerevisiae selvagens e sensibilidade as micocinas
produzidas por penas uma linhagem selvagem. Uma coleta de amostras da agua e do
caldo de cana utilizados na destilaria poderia auxiliar a identificagdo das origens destas
leveduras micocinogénicas.

Apesar de serem adaptadas a fermentacao para a produgéo de cachaga (MORAIS
et al., 1997; PATARO et al., 2000), esperava-se que nas fermentagdes interrompidas, as
linhagens de S. cerevisiae fossem encontradas em menores contagens, ou seja, poderiam
ter sua populagao influenciada pela utilizagdo de cana de pior qualidade por alguns
produtores. Na produgédo de vinhos, existem relatos de que o uso de uvas danificadas
durante as safras chuvosas e Umidas modula a microbiota, favorecendo a ocorréncia de
Hanseniaspora uvarum e Metschinikowia pulcherrima (FLEET, 2003). VALERO e
colaboradores (2007) identificaram, durante trés anos consecutivos, as populagdes de
leveduras envolvidas em fermentagcbes espontdneas na Franga e verificaram que a
variacdo no amadurecimento das uvas favoreceu a prevaléncia e dominancia de linhagens
fermentativas. Os autores também concluiram que as linhagens iniciadoras comerciais de
S. cerevisiae nao foram isoladas a partir de substratos diferentes nos vinhedos, mesmo
apos décadas de uso em vinificagbes, comprovando sua dificuldade de competicdo e
sobrevivéncia no ambiente. Contudo, as populagdes de leveduras Saccharomyces
encontradas no presente trabalho foram prevalentes na fermentacdo e resistentes as
condicbes de estresse, de forma semelhante aquela encontrada em fermentagbes nao
contaminadas.

Das cinco amostras com maiores contagens de S. cerevisiae (grupo B, figura 9),
quatro encontram-se com valores de acidez inferiores ou proximas ao limite de 0,6 g/100

mL. Nesse grupo também se encontram dois dos quatro menores valores para a acidez.
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Porém, na analise de regressdo multipla univariada, contagens de S. cerevisiae foram
maiores em amostras mais acidas, ou seja, houve uma relagéo positiva entre as variaveis.
Esse resultado permite inferir que as linhagens de S. cerevisiae podem ser as responsaveis
pela producgéo de acidos e de etanol em altas concentragdes, o que é justificavel pela sua
dominancia na dorna e pelas caracteristicas fisiolégicas que comumente apresentam.

A presenca de valores elevados para acidez permite inferir que nos mostos
fermentados analisados, mesmo que haja interrupgdo da fermentagédo alcodlica, ainda
poderia acontecer algum tipo de atividade microbiana. As maiores dosagens de acidez
estdo de acordo com o esperado, pois durante a fermentacdo, ocorre liberacdo de
compostos secundarios do metabolismo, como os acidos organicos (BASSO, et al., 1997).
Adicionalmente, elevadas dosagens de agucares totais sdo decorrentes provavelmente da
estagnacao da fermentagéo, o que pode indicar que os agucares foram consumidos por
linhagens fermentativas com diferentes perfis que poderiam estar conduzindo o processo
fermentativo e que poderiam estar competindo entre si. Conclui-se que a estagnacao
apresentada por algumas amostras coletadas poderia ter sido causada pela acdo de
microrganismos adaptados as condigdes de fermentagao, com rapida taxa de crescimento,
antes que houvesse aumento da concentragcdo de etanol ou grande competicdo pelos
nutrientes.

De acordo com RIBEREAU-GAYON e colaboradores (2006), quanto maior a
quantidade de agucar do mosto, mais acido acético e glicerol as leveduras produzem
durante as fermentagdes. Isso ocorre porque em resposta a pressdo osmotica do meio, S.
cerevisiae aumenta o acumulo intracelular de glicerol (BLOMBERG & ALDER, 1992),
devido a uma cascata de transdugédo de sinais que acarreta o0 aumento da expressao dos
genes envolvidos na producao de glicerol e também de acetato (ATTFIELD et al., 2001). E
indicios disso foram verificados por meio da dosagem de glicerol encontrada em altas
concentragdes nas amostras de mosto fermentado.

A diversidade molecular encontrada entre linhagens de S. cerevisiae pode estar
relacionada com as diferentes condicbes de estresse presentes no ecossistema de

producao de cachaga (GUERRA et al., 2001). Estudando a fermentagéo espontanea
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em uma destilaria no estado de Minas Gerais, foram encontrados 12 diferentes perfis
de restricdo do DNA mitocondrial para S. cerevisiae, sendo que as populacdes
flutuaram durante a safra e entre as dornas da destilaria, atestando a grande variedade
de linhagens envolvidas na fermentacdo (ARAUJO et al., 2007). A caracterizacéo das

linhagens dominantes das pode auxiliar na compreensao das contaminagées estudadas.
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7. Conclusoes

Neste trabalho verificou-se que a contaminacao de fermentagdes para a producao
de cachaca pode ser avaliada por meio do monitoramento da atividade fermentativa e
dosagem dos teores de acgucares, comumente realizados pelos produtores.
Adicionalmente, confirmou-se a validade da dosagem da acidez total titulavel no
monitoramento da contaminacao durante as fermentacdes. As médias encontradas foram
superiores ao valor de 0,6 g/100 mL, que informalmente é utilizado para avaliar a
contaminacao do fermento. Nenhuma amostra apresentou valores proximos a zero para a
dosagem de acgucares. Estes dois pardmetros podem ser utilizados para monitorar a
fermentacao para a produgao da cachacga de alambique.

Contagens totais de bactérias laticas, Saccharomyces cerevisiae e leveduras nao-
Saccharomyces parecem nao constituir pardmetros a serem utilizados nas avaliacbes da
contaminagdo, pois se assemelham aquelas encontradas em fermentagbes nao
contaminadas.

Pichia membranifaciens foi a levedura nao-Saccharomyces predominante na
maioria das contaminagdes estudadas. Outras espécies encontradas foram P.
fermentans, P. guilliermondii, Kluyveromyces marxianus, Issatchenkia orientalis,
Zygosaccharomyces fermentati, Z. bailii, Hanseniaspora guilliermondii, Zygoascus
hellenicus, Torulaspora delbrueckii, Candida akabanensis.

As médias de linhagens de S. cerevisiae encontradas por dorna foram menores
para fermentacoes espontaneas, seguidas pelas conduzidas pela levedura UFMG-A 1031,
e maiores naquelas conduzidas pela levedura UFMG-A 1007. Isso mostra que linhagens
selvagens apresentam potencial para substituir as leveduras selecionadas inoculadas nas
dornas de fermentacéo.

Do total de leveduras, 34,7% apresentaram atividade micocinogénica contra
leveduras iniciadoras ou isolados de S. cerevisiae dominantes na dorna e,

provavelmente, podem ter influenciado o processo de contaminagdo ou estagnacgéo da
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fermentacdo. A producdo de micocinas pelas espécies ndo-Saccharomyces contra os
isolados de S. cerevisiae foi muito expressiva em fermentacdes espontaneas.

Também pode-se concluir que a levedura iniciadora ndo garante a n&o
contaminacdo do mosto, mas caso apresente atividade micocinogénica, a linhagem
iniciadora pode inibir tanto o desenvolvimento de populagdes de leveduras Saccharomyces
cerevisiae selvagens quanto de nao-Saccharomyces tipicamente encontradas em

fermentagbes contaminadas.
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