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RESUMO

VENTURIM, Barbara Cbégo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2026. Prospeccao de leveduras da regiao de Salinas (MG) para producao de
cachaca de alambique. Orientador: Jose Guilherme Prado Martin. Coorientadores:
Alexandre Fontes Pereira, Alexandre Santos de Souza e Wendel Batista da Silveira.

A cachacga € uma bebida alcodlica destilada tipicamente brasileira, obtida a partir da
fermentacdo e destilagdo do caldo de cana-de-agucar, apresentando grande
relevancia econémica, cultural e social no pais. Assim, esta tese teve como objetivo
avaliar o potencial biotecnologico de leveduras autéctones associadas a producao
de cachaca, integrando uma revisdo de literatura, a prospeccao e selecao de
isolados e a validacdo do desempenho fermentativo em escala de bancada e piloto.
Na etapa experimental, foram isoladas 156 leveduras provenientes de cana-de-
acucar (42%) e do vinho de cana fermentado (58%), coletadas em cinco unidades
produtoras da regido de Salinas (MG). Apés triagem inicial, 70% dos isolados (109)
nao apresentaram producao significativa de HS, e destes, 56% (61 isolados) foram
capazes de fermentar glicose, frutose e sacarose ap6s 36 horas. Nos testes de
tolerédncia a estresses fermentativos, 33% dos isolados apresentaram desempenho
superior ao da cepa controle Saccharomyces cerevisiae LNF CA-11. A atividade
invertasica extracelular variou de (0,12 + 0,09) x 102 a (1,20 = 0,44) x 102 U, sendo
66,7% dos isolados superiores ao controle. A identificacdo taxonO6mica revelou
predominancia de S. cerevisiae e um isolado nao-Saccharomyces (Meyerozyma
sp.), resultando na selecdo final de nove leveduras promissoras. Em escala de
bancada, a produgdo de etanol variou de 1,2 a 3,0%, e as populagdes finais de
leveduras atingiram valores entre 7,4 e 12,7 Log UFC/mL. Em escala piloto, as
cachacgas apresentaram teores alcodlicos entre 41,8 e 43,2% (v/v), atendendo a
legislacdo, exceto pela cachaca CA-11, que apresentou teor elevado de alcoois
superiores. Os atributos sensoriais indicaram diferencas entre as amostras, com
destaque para cachaca com maior preferéncia (Cachaca VH12) e perfil aromatico
diferenciado (Cachaga CSI15). Os resultados desta tese demonstram que a levedura
utilizada na fermentacao exerce papel determinante na eficiéncia do processo, na
composi¢cdo quimica e no perfil sensorial da cachaga, configurando-se como um
fator central para a qualidade e diferenciagcdo da bebida.

Palavras-chave: bioprospeccdo; aguardente; inoculo; performance fermentativa;
alambique



ABSTRACT

VENTURIM, Béarbara Cogo, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February, 2026.
Prospection of yeasts from the Salinas region (MG) for the production of pot
still cachacga. Adviser: Jose Guilherme Prado Martin. Co-advisers: Alexandre Fontes
Pereira, Alexandre Santos de Souza and Wendel Batista da Silveira.

Cachaga is a traditional Brazilian distilled alcoholic beverage obtained from the
fermentation and distillation of sugarcane juice, holding significant economic, cultural,
and social importance in the country. The quality of cachaca is directly related to
yeast performance during fermentation. Thus, this thesis aimed to evaluate the
biotechnological potential of autochthonous yeasts associated with cachaca
production, integrating a literature review, the prospection and selection of isolates,
and the validation of fermentative performance at laboratory and pilot scales. In the
experimental stage, 156 yeasts were isolated from sugarcane (42%) and fermented
sugarcane must (58%), collected from five production units in the Salinas region
(MG, Brazil). After initial screening, 70% of the isolates (109) did not show significant
HS production, and among these, 56% (61 isolates) were able to ferment glucose,
fructose, and sucrose after 36 hours. In the tolerance tests to fermentative stresses,
33% of the isolates showed superior performance compared to the control strain
Saccharomyces cerevisiae LNF CA-11. Extracellular invertase activity ranged from
(0.12 £ 0.09) x 102to (1.20 = 0.44) x 102 U, with 66.7% of the isolates outperforming
the control. Taxonomic identification revealed a predominance of S. cerevisiae and
one non-Saccharomyces isolate (Meyerozyma sp.), resulting in the final selection of
nine promising yeasts. At laboratory scale, ethanol production ranged from 1.2 to
3.0%, and final yeast populations reached values between 7.4 and 12.7 Log
CFU/mL. At pilot scale, the cachagas presented alcohol contents ranging from 41.8
to 43.2% (v/v), complying with legislation, except for cachaga CA-11, which showed a
high content of higher alcohols. Sensory attributes indicated differences among
samples, with emphasis on the most preferred cachaca (Cachagca VH12) and the one
with a distinctive aromatic profile (Cachaga CSI15). The results of this thesis
demonstrate that the yeast used during fermentation plays a decisive role in process
efficiency, chemical composition, and the sensory profile of cachaga, constituting a
central factor for the quality and differentiation of the beverage.

Keywords: bioprospecting; sugarcane spirit; inoculum ; fermentative performance;
Pot still cachaca
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INTRODUCAO GERAL

A cachaca ¢ uma bebida alcoolica tipicamente brasileira, definida como “aguardente de
cana produzida exclusivamente no Brasil, e obtida pela destilagdo do mosto fermentado do
caldo de cana-de-agucar, apresentando graduagdo alcoodlica entre 38% e 48% (v/v) a 20 °C”
(Brasil, 2022). A bebida possui grande importancia historica, cultural e economica no pais,
sendo considerada um dos destilados mais tradicionais do Brasil e apresentando crescente
valorizacdo nos mercados nacional e internacional (De Silva et al., 2020; Ratkovich et al.,
2023).

No Brasil, a produgdo de cachaga ocorre predominantemente por dois sistemas distintos:
a produgdo industrial e a producdo em alambique. A cachaga industrial caracteriza-se por
processos de maior escala, utilizagdo de leveduras selecionadas e destilagdo continua em
colunas de acgo inox, o que favorece maior padroniza¢do do produto final. Em contraste, a
cachaca de alambique ¢ tradicionalmente produzida em menor escala, utilizando alambiques de
cobre e fermentagdes frequentemente espontaneas conduzidas por culturas mistas presentes no
chamado “pé-de-cuba”. Esse processo favorece maior diversidade microbiologica e pode
contribuir para a formagao de perfis sensoriais mais complexos na bebida (Bortoletto e Alcarde,
2015; Brex¢ et al., 2020).

Nesse contexto, a prospeccdo e caracterizacdo de leveduras nativas encontram
relevancia tanto do ponto de vista biotecnologico quanto econdmico. O isolamento desses
microrganismos a partir de substratos associados ao processo produtivo, como a cana-de-agucar
e o mosto em fermentagdo, permite acessar populacdes microbianas naturalmente adaptadas as
condi¢des da fermentagdo alcodlica da cachaca. Esses ambientes representam importantes
reservatorios de diversidade microbiana e podem abrigar linhagens com caracteristicas
desejaveis, como elevada tolerancia ao etanol, eficiéncia fermentativa e capacidade de produgao
de metabolitos volateis responsaveis pela complexidade aromatica da bebida (Amorim, Schwan
e Duarte, 2016; Alvarenga, 2019). Além disso, possibilita o desenvolvimento de culturas
iniciadoras adaptadas as condic¢des especificas de produgdo, contribuindo para maior controle
do processo fermentativo, reducao da variabilidade entre lotes e melhoria da qualidade final do
destilado.

Estratégias que combinam andlises fenotipicas e moleculares tém sido amplamente
aplicadas na caracterizacdo de microrganismos envolvidos em fermentacdes de bebidas
alcoolicas, fornecendo subsidios para o estudo de linhagens com potencial tecnoldgico e

aplicacdo industrial (Ferreira-D’Silva et al., 2019; Campos et al., 2024). Essa abordagem torna-
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se especialmente relevante em regides tradicionalmente reconhecidas pela produgdo de
cachaga, como o municipio de Salinas (MG). A regido possui forte tradicdo na produgdo de
cachaca de alambique e destaca-se nacionalmente pela qualidade e identidade sensorial de seus
produtos. Fatores como clima, praticas de producao e microbiota associada ao processo
fermentativo contribuem para a formacgao de caracteristicas particulares da bebida produzida na
regido (Jesus, Ortega e Perosa, 2016; Cardoso, 2020).

Portanto, o estudo e a prospeccdo de leveduras locais oferecem oportunidades nao
apenas para se compreender a predominancia de certas leveduras presente nos processos
fermentativos tradicionais, mas também para explorar esse potencial biotecnologico em prol da
melhoria da produgdo de cachaca de alambique agregando valor ao produto e fortalecendo a

identidade regional dessa bebida tdo emblematica para os brasileiros.
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HIPOTESE E OBJETIVOS

HIPOTESE

Leveduras selvagens isoladas de cana-de-agucar € mosto fermentado provenientes de
sistemas de producdo de cachaga apresentam potencial biotecnologico e caracteristicas
fermentativas capazes de contribuir para uma maior eficiéncia do processo fermentativo e,

consequentemente, para a valorizagao do perfil sensorial da cachaga de alambique.

OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar leveduras selvagens provenientes de cana-de-aciicar € mosto
fermentado de propriedades produtoras de cachaga na regido de Salinas—MG, visando avaliar
seu potencial biotecnologico para aplicacdo em processos fermentativos na produgdo de

cachaga de alambique.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e C(oletar amostras de cana-de-acicar ¢ mosto fermentado de cinco diferentes
propriedades produtoras de cachaga e/ou canaviais na regido de Salinas;

e Isolar leveduras a partir das amostras coletadas em canaviais e/ou propriedades
produtoras de cachaga na regido de Salinas;

e Sclecionar leveduras promissoras com base em testes fisiologicos;

e Identificar taxonomicamente os isolados mais promissores;

e Avaliar a performance fermentativa dos isolados através de testes fisico-quimicos e
microbioldgicos a partir de mosto fermentado em escala laboratorial;

e Produzir cachaca em escala piloto a partir de dois isolados mais promissores
selecionados previamente;

e (aracterizar fisico-quimicamente as cachagas produzidas;

e Avaliar sensorialmente as cachacas produzidas.
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Resumo

Esta revisdo aborda a importancia das leveduras na producao da cachaca, com énfase em seus
papéis fisiologicos, metabolicos e tecnologicos, bem como nas estratégias de selecdo e
prospeccao de novos isolados para uso industrial. Leveduras atuam na conversao de agucares
em etanol e na formacdo de compostos secundérios, como alcoois superiores e ésteres, que
determinam o perfil sensorial do destilado. Aspectos como o metabolismo celular, a produgao
de sulfeto de hidrogénio, a tolerancia a estresses fermentativos, a atividade invertasica e o perfil
de floculacdo sdo discutidos como critérios essenciais na sele¢do de linhagens com potencial
biotecnoldgico. Além disso, sdo apresentadas estratégias de bioprospeccdo de leveduras
autoctones ¢ o emprego de ferramentas moleculares e Omicas na caracterizagdo e
aprimoramento dessas leveduras. A integra¢do entre abordagens tradicionais € modernas de
selecdo de leveduras representa um avango promissor para a padronizagdo, a melhoria da

qualidade e a valorizagdo da cachaca no cenario nacional e internacional.

Palavras-chave: Aguardente; Bioprospecc¢ao; Perfil sensorial.



17

1. INTRODUCAO

A cachaga ¢ uma bebida alcoolica tipica e exclusiva do Brasil, com teor alcoolico que
varia entre 38% e 48% (v/v) a 20 °C, produzida por meio da destilagdo do mosto fermentado
de cana-de-agucar (Brasil, 2022). Trata-se de uma bebida com aspecto transparente e que
provoca sensa¢ao de aquecimento apds o consumo, caracteristica que estdo relacionadas ao seu
nome popular (“aguardente de cana”) (Bortoletto e Alcarde, 2015). Com o passar dos anos,
foram observados o aprimoramento da produgdo e a busca por parte dos produtores pela
melhoria da qualidade do produto, fazendo-se necessaria a elaboragdo de uma regulamentacao
técnica que caracterize o perfil e a identidade da cachaga. Atualmente, a Instru¢do Normativa
n°® 539 de 26 de dezembro de 2022, estabelecida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), determina o Padrdo de Identidade e Qualidade da Cachaga (Brasil,
2022).

A bebida ocupa a quarta posi¢ao em relagao aos destilados produzidos mundialmente,
atras apenas do Baiju, Vodka e Soju, lidera o mercado de destilados no Brasil, representando
86% do consumo, e aparece na segunda posicdo entre as bebidas fermentadas, ficando atras
apenas da cerveja (Pereira, Acevedo e Alcarde, 2024). Em 2024, registraram-se valores de
producao de cerca de 292,5 milhdes de litros por meio das 1.266 cachacarias registradas no
MAPA, entretanto, apenas 2,2% da producao ¢ exportada, o que revela o grande potencial de
crescimento para a cachaga no mercado internacional. O estado de Minas Gerais destaca-se com
a participacao de 501 destilarias que contribuem com cerca de 30% da produgao de cachaga de
alambique no Brasil (Brasil, 2025).

Durante a produgao da cachaga, o caldo de cana-de-agucar segue para fermentagdao com
a adicdo do "pé-de-cuba", fermento selvagem propagado a partir de leveduras autdctones que
sdo capazes de hidrolisarem a sacarose por meio da enzima invertase (B-frutosidase), gerando
glicose e frutose. Esses monossacarideos sdao encaminhados para o interior da célula por
transportadores de hexoses presentes na membrana plasmatica, sendo entdo fosforilados e
direcionados para a via glicolitica, no qual resultard nos produtos finais de etanol e gas
carbonico (Xiu-Feng, Yu-Lei e Xue-Mei, 2024). Posteriormente, o mosto fermentado ¢
transferido para o alambique de cobre, onde ocorre o processo de destilacdo. Durante essa etapa,
o destilado ¢ fracionado em trés por¢des denominadas “cabega”, “coragdo” e “cauda”. A fragdo
“cabeca” corresponde aproximadamente aos primeiros 5% do destilado obtido, caracterizando-
se por elevado teor alcodlico e alta concentragdo de compostos volateis indesejaveis, como

aldeidos e ésteres leves, que podem comprometer a qualidade sensorial da bebida. Por essa
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razdo, essa fracdo ¢ normalmente descartada. A fracdo destilada na sequéncia ¢ o “coragdo”,
sendo a fragdo utilizada para fins comerciais. Por fim, separa-se a “cauda”, que representa 15%
do volume final do destilado e que contém compostos com maior afinidade com a agua, como
por exemplos o acido acético, também sendo descartada ao término do processo (Serafim et al.,
2012; Alcarde, 2017). Desta forma, além de etanol e agua, a cachaga contém compostos como
ésteres, aldeidos, alcoois superiores e acidos carboxilicos, responséaveis pelo aroma e sabor do
produto final, podendo também conter compostos como acetaldeido e metanol, que afetam
negativamente a qualidade da bebida (Bortoletto e Alcarde, 2013).

A qualidade da cachaga ¢ influenciada por varios fatores, como matéria-prima utilizada,
condi¢des do processo fermentativo e de destilacdo, envelhecimento (quando aplicavel), e,
especialmente, a linhagem de levedura empregada (Walker e Stewart, 2016). As industrias de
bebidas alcodlicas, atualmente, optam por leveduras selecionadas que apresentem
caracteristicas como baixa producao de sulfeto de hidrogénio (H-S), tolerancia as condigdes de
estresses inerentes ao processo fermentativo, atividade floculante adequada, capacidade de
fermentagao dos aglicares presentes na cana-de-agucar e eficiéncia na conversao destes agiicares
em etanol, a0 mesmo tempo em que produzam compostos secundarios que contribuam para a
qualidade sensorial da bebida (Cardoso, 2020). As estratégias de prospeccao e selecdo dessas
leveduras impactam diretamente na obtengdo de isolados com desempenho aprimorado,
capazes de atender as demandas do mercado nacional e de destacar a cachaga no cendrio

internacional.

2. PAPEL DAS LEVEDURAS NA PRODUCAO DA CACHACA

As leveduras constituem o principal grupo de microrganismos envolvidos na
fermentagdo alcodlica da cachaga, sendo responsaveis tanto pela conversdo de acucares em
etanol quanto pela producdo de compostos secundarios que determinam o perfil sensorial da
bebida (De Souza et al., 2012; Walker e Stewart, 2016). Entre as espécies predominantes,
Saccharomyces cerevisiae destaca-se pela alta capacidade fermentativa e adaptagdo as
condi¢des adversas do mosto, como variacdes de pH e elevacdo da concentragdo de etanol
(Gallone et al., 2016; Campos et al., 2024). Durante o processo, sao produzidos alcoois
superiores, ¢steres, aldeidos e 4cidos organicos que, em conjunto, conferem complexidade
aromatica e sensorial ao produto final (De Souza et al., 2012; Silveira et al., 2021).

Além das espécies dominantes, diferentes leveduras ndo-Saccharomyces também sdo

encontradas nas fermentagdes de cachaga, desempenhando papel relevante na modulacao do
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aroma ¢ do sabor. Embora apresentem menor eficiéncia na conversdo de agucares, diversas
espécies sdo reconhecidas pela capacidade de produzir compostos aromaticos complexos e
desejaveis (Padilla, Gil e Manzanares, 2016; Ciani, Canonico ¢ Comitini, 2022). A interagao
sinérgica entre leveduras Saccharomyces e nao-Saccharomyces constitui um dos principais
determinantes da tipicidade da cachacga, representando tanto um componente tecnologico
quanto cultural nas regides produtoras (Amorim et al., 2016; Portugal et al., 2016).

O equilibrio entre eficiéncia fermentativa e complexidade sensorial ¢ um dos principais
desafios tecnologicos. A estratégia de co-fermentagdo controlada tem se mostrado promissora,
permitindo combinar o desempenho de cepas robustas de S. cerevisiae com o potencial
aromatico de leveduras ndo convencionais (Canonico et al., 2021; Ciani, Canonico e Comitini,
2022). Essa abordagem reflete o avanco do conhecimento biotecnoldgico na busca por bebidas
mais complexas e padronizadas, sem descaracterizar a identidade tradicional da cachaga de
alambique (Figura 1).

No contexto da produgdo de cachaga no Brasil, a fermentacdo do mosto pode ocorrer de
forma espontanea, pela acdo da microbiota naturalmente presente no caldo de cana e do
ambiente, ou mediante a inoculagdo de culturas iniciadoras previamente selecionadas. A
composi¢do microbiana do mosto ¢ influenciada por multiplos fatores, como a microbiota da
matéria-prima, a higienizacdo dos equipamentos, a composi¢do nutricional do caldo e o
reaproveitamento do fermento em sucessivos ciclos fermentativos (Basso et al., 2008; Portugal
etal., 2016). Esses fatores favorecem a adaptagdo de linhagens tolerantes a etanol e a compostos
inibidores, estabelecendo comunidades microbianas estaveis e resilientes (De Souza et al.,
2012; Ratkovich et al., 2023). Assim, compreender o papel fisioldgico e biotecnologico das
leveduras € essencial para o aprimoramento das praticas fermentativas, garantindo qualidade,
seguranca e identidade cultural da cachaca.

Avangos recentes em técnicas de biologia molecular tém permitido a caracterizacdo das
comunidades microbianas presentes nas dornas de fermentacdo. Tais estudos evidenciam a
complexidade do ecossistema fermentativo, abrindo perspectivas para o desenvolvimento de
culturas iniciadoras especificas e consorcios microbianos otimizados (Campos et al., 2024; Wen
et al., 2024). A integracdo entre o conhecimento empirico tradicional e a inovagdo
biotecnoldgica representa, portanto, um caminho estratégico para a valorizacao e consolidagao

da cachaga no cenario internacional.
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Figura 1. Vantagens e desvantagens do uso de leveduras Saccharomyces, ndo-Saccharomyces e de
cachaca. Elaborada pelos autores com AutoCAD®.
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O processo fermentativo da produgdo de cachaga pode ser dividido em duas fases:

propagacao do fermento e fermentacao alcodlica propriamente dita (Figura 2). A primeira etapa,

conduzida sob aeragdo e baixa concentracao de agucares, favorece o metabolismo respiratorio

e a multiplicagdo celular. Nessa fase, ocorre a biossintese de esterdis e acidos graxos

insaturados, essenciais a integridade da membrana celular e a tolerancia ao etanol (Soares et al.,

2011). A fase subsequente, anaerdbica, ¢ marcada pela intensa conversao de aglicares em etanol,

por meio da via glicolitica e da acdo da enzima alcool desidrogenase, que regenera o cofator,

assegurando a continuidade do metabolismo energético (Nelson e Cox, 2014). Condig¢des

inadequadas de aeragdo ou excesso de agucar na propagacdo podem comprometer o

desempenho da fermentagdo, resultando em processos lentos ou incompletos (Basso et al.,

2008; Soares et al., 2011).
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Figura 2. Visdo geral do metabolismo de leveduras: respiragao, fermentagao alcoolica e efeito
Crabtree. Elaborado pela autora com Biorender.
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As leveduras sdo microrganismos anaerdbios facultativos que podem metabolizar
glicose tanto pela respiragdo aerdbica quanto pela fermentacao alcoolica (Nelson e Cox, 2014).
Espécies como S. cerevisiae apresentam um fendmeno metabolico particular, o Efeito Crabtree,
que consiste na producdo de etanol mesmo na presenca de oxigénio, quando ha altas
concentragdes de glicose (Pfeiffer e Morley, 2014). Na produgdo de cachaga, o manejo do
fermento exemplifica a aplicacdo empirica desse principio. Durante a propagacdo, a baixa
concentracdo de agucares e a presenca de oxigénio favorecem o crescimento celular; com a
adicao de mosto mais concentrado, o Efeito Crabtree é induzido, promovendo a formagao de
etanol e a selecdo natural de leveduras tolerantes (Basso et al., 2008; Soares et al., 2011). Essa
alternancia confere estabilidade ao processo e reduz a contaminagdo por microrganismos
indesejaveis. O manejo incorreto dessa etapa, como a inducdo precoce da fermentagdo, pode
resultar em culturas fisiologicamente enfraquecidas e baixa performance fermentativa. Assim,
a elaboracdo do fermento representa um ponto determinante para a vitalidade e resiliéncia das

leveduras ao longo dos ciclos produtivos (Ratkovich et al., 2023).

3. INFLUENCIA DA FERMENTACAO E DESTILACAO NOS ASPECTOS
SENSORIAIS DA CACHACA

Durante a fermentagdo, as leveduras sintetizam compostos volateis e semivolateis que
contribuem significativamente para o perfil sensorial da bebida, influenciando caracteristicas
como aroma, sabor e sensacdo na boca. Esses compostos podem ser desejaveis, quando
conferem notas positivas a bebida — sendo entdo chamados de on-flavour; indesejaveis, quando
influenciam negativamente nos aspectos sensoriais — off-flavour; ou tdxicos, que apresente
toxicidade e impacte negativamente na saide do consumidor (Ratkovich et al., 2023). Dentre
os principais compostos organicos formados durante a fermentagdo, destacam-se os ésteres,
alcoois superiores, acidos organicos, aldeidos, cetonas, compostos carbonilicos, acidos
carboxilicos, acidos graxos, furanos, compostos sulfurados e terpenos (Janzantti, 2004;
Gongalves et al., 2019), os quais, dependendo de suas concentragdes, podem contribuir para
caracteristicas sensoriais desejaveis (on-flavour) ou indesejaveis (off-flavour).

Alguns desses compostos sdo originados da matéria-prima, enquanto outros sao
formados durante a fermentagcdo; podendo ou nao sofrer alteracdes significativas durante a
destilag¢@o, devido ao aquecimento e arraste pelo vapor. O cobre, tradicionalmente empregado
nos alambiques, desempenha papel funcional na remogdo de compostos sulfurados, como o

sulfeto de hidrogénio, responsaveis por odores indesejaveis. Contudo, o seu excesso pode levar
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a contaminac¢do do destilado e a formagdo de sabores metalicos (Ratkovich et al., 2023). A
otimizagdo das condi¢des fermentativas e de destilagdo ¢é, portanto, essencial para garantir o
equilibrio quimico e sensorial da bebida. O processo de armazenamento e/ou envelhecimento
em contato com madeiras também pode impactar o perfil desses compostos (Puentes et al.,
2018; Cardoso, 2020). A interagdo dessa complexa gama de compostos organicos ¢ responsavel
por originar notas sensoriais frutadas, florais, alcodlicas, picantes e, em alguns casos, defeitos,
dependendo da concentracao e da sinergia entre eles (Bortoletto, Correa e Alcarde, 2016). Na
Figura 3, estdo listados os principais compostos formados durante os processos de fermentagao
e destilagao.

A escolha da levedura empregada no processo influéncia de forma significativa o perfil
sensorial da cachaga. Leveduras autdctones tendem a conferir maior complexidade sensorial a
bebida, porém com maior variabilidade entre os lotes. Por outro lado, leveduras comerciais sao
utilizadas para proporcionar fermenta¢des mais controladas e previsiveis, com foco na producao
de compostos especificos de interesse (Moura et al., 2020). Apesar da utilizagdo de culturas
starter no 1inicio do processo, sabe-se que, ao longo da fermentacdo, microrganismos
autoctones, provenientes da matéria-prima e do proprio ambiente, acabam participando do
sistema fermentativo (Carlos, Olitta e Nitsche, 2011). Ainda assim, a inocula¢do de uma cepa
conhecida no inicio do processo traz beneficios importantes, como o rapido inicio da
fermentagdo, a reducdo da contaminacdo por microrganismos indesejaveis € a melhoria na
padronizagao do produto final (Campos et al., 2010; De Souza et al., 2012). Além disso, o uso
de co-culturas ou a aplicagdo de leveduras ndo convencionais tém sido avaliados como uma

estratégia para se aumentar a complexidade sensorial da bebida (Alvarenga, 2023).
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Figura 3. Principais compostos secundarios formados durante a fermentacao e destilacdo na produgdo da cachaga sem envelhecimento.
Fonte: Baseado nas informagdes de Cardoso (2020). Elaborado pelos autores com Lucidchart.
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Além da influéncia direta das leveduras sobre os atributos sensoriais da cachaga, fatores
ambientais também exercem papel fundamental no desempenho fermentativo e,
consequentemente, nas caracteristicas finais do produto (Barbosa et al., 2016). Entre eles,
destacam-se: temperatura de fermentacdo, disponibilidade de oxigénio e nutrientes, pH do
mosto, qualidade e higienizagdo da cana-de-actcar e presenga de bactérias contaminantes,
dentre outros (Ratkovich et al., 2023). Dessa forma, fica evidente que a escolha da cepa de
levedura, associada as condigdes ambientais do processo fermentativo, exercem influéncia
direta e decisiva na qualidade sensorial da cachaga (Vidal et al., 2013; Oliveira, Oliveira e
Kamimura, 2023). A compreensdao aprofundada dessas interagdes permite ndo apenas a
otimizagdo da producdo, mas também a valoriza¢ao da bebida em termos de complexidade e

padronizacgao.

4. ESTRATEGIAS DE PROSPECCAO DE LEVEDURAS PARA PRODUCAO DE
CACHACA

A bioprospeccdo de leveduras autdctones estabeleceu-se como uma abordagem
estratégica relevante para o isolamento de cepas com caracteristicas de interesse industrial;
estas, oriundas de nichos ecoldgicos especificos, possuem potencial para exibir caracteristicas
tecnologicas e sensoriais capazes de aprimorar ou diversificar as funcionalidades de linhagens
comerciais ja& conhecidas (Jiranek, 2024). A escolha dos locais de coleta representa a etapa
inicial e decisiva do processo de prospeccdo. Atualmente, a busca se estende a ecossistemas
pouco explorados, com destaque para regioes de alta biodiversidade, como a Amazonia (Da
Silva et al., 2024), Florestas Tropicais (Peraza-Jiménez et al., 2021), Manguezais (Nimsi et al.,
2023), arvores de Nothofagus no Chile (Murath et al., 2025), ou em fermentacdes de cacau na
Colombia (Delgado-Ospina et al., 2020). Além disso, habitats extremos como aqueles sujeitos
a elevadas temperaturas tém revelado cepas naturalmente adaptadas a condi¢des adversas, como
no caso das leveduras envolvidas na produ¢do do Baiju (Zhou et al., 2022). Logo, o potencial
para encontrar novas leveduras com perfis tecnologicos desejaveis € vasto e global.

No contexto da producdo de cachaga, diferentes nichos tém sido explorados
relacionados ao ambiente de destilarias, incluindo o mosto fermentado (Oliveira et al., 2008;
Nova et al., 2009), o pé-de-cuba (Nova et al., 2009; Ferreira-D’Silva et al., 2019) e o solo de
plantio de cana-de-agtcar irritado com vinhaga (Alencar et al., 2023). Estudos relatam o
isolamento de linhagens de Saccharomyces cerevisiae provenientes de fermentagdes de

cachaca, muitas das quais apresentam elevada eficiéncia fermentativa e produgdo diferenciada
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de compostos aromaticos quando comparadas a linhagens comerciais (Oliveira et al., 2008;
Ferreira-D’Silva et al., 2019). Paralelamente, leveduras ndo pertencentes ao género
Saccharomyces, como Pichia manshurica, Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces
anamalus ¢ Candida parapsilosis, também tém sido identificadas nesses ambientes ¢ podem
contribuir para a complexidade aromatica da bebida ou atuar nas etapas iniciais da fermentacao
(Brexo et al., 2020). A exploragdo sistematica desses ambientes produtivos, portanto, amplia o
repertorio de microrganismos disponiveis para selecdo e desenvolvimento de culturas
iniciadoras adaptadas as condigdes especificas da producao de cachaga.

Ap0s a coleta, o isolamento das leveduras ¢ realizado em meios de cultivo, como o agar
YPD (extrato de levedura, peptona e dextrose), visando a obtencdo de culturas puras que
possam ser posteriormente avaliadas (Mabhilrajan, Jeyaseelan e Srivijeindran, 2021). Para a
identificacdo molecular de leveduras, a amplifica¢do e o sequenciamento da regido D1/D2 do
gene da subunidade maior do DNA ribossomal sdo amplamente utilizados, permitindo a
identificacdo de grande parte das espécies descritas (Lanchange et al., 2003). Quando essa
regido ndo possibilita a identificacdo em nivel de espécie, a andlise da regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) do DNA ribossomal pode ser empregada como ferramenta complementar;
contudo, técnicas mais avancadas, como o sequenciamento gendmico completo, oferecem
maior resolugdo para diferenciar espécies proximas e hibridos (Collins et al., 2021).

Outra andlise fundamental € a caracterizagdo fenotipica das leveduras. Essa andlise
abrange parametros relacionados ao desempenho fermentativo, como cinética de crescimento
(Lopes et al., 2015), produg¢do de etanol e capacidade de suportar estresses ambientais,
incluindo variagdes de temperatura e altas concentragdes alcoolicas (Belloch et al., 2008). Em
paralelo, investiga-se o perfil sensorial resultante da fermentagdo, com énfase na produgao de
compostos volateis, como ésteres e alcoois superiores, além da deteccdo de metabolitos
indesejaveis, a exemplo do &cido acético e do sulfeto de hidrogénio. Para tal, a Cromatografia
Gasosa (CG), associada a detectores de Ionizagdo de Chama (FID) ou Espectrometria de Massas
(MS), constituem o principal recurso analitico (Pereira, Acevedo e Alcarde, 2024). Ao integrar
todas essas etapas de coleta, isolamento, caracterizacdo e identificacdo, a bioprospec¢do de
leveduras revela-se como uma ferramenta estratégica para o desenvolvimento de novos insumos

biotecnoldgicos destinados a industria de bebidas.
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5. ESTRATEGIAS PARA SELECAO DE LEVEDURAS COM POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO PARA PRODUCAO DE CACHACA

Para que uma levedura seja considerada promissora para a produ¢do de cachaga, ela
deve reunir um conjunto de caracteristicas desejaveis, tanto do ponto de vista tecnoldgico
quanto sensorial. Entre os atributos mais desejados estdo a tolerancia ao etanol e a pressao
osmodtica, a capacidade de fermentar rapidamente os aglicares disponiveis e a resisténcia a
condi¢des ambientais adversas (Soares, Silva e Schwan, 2011; Walker e Stewart, 2016). Outro
critério relevante ¢ a producao de metabolitos que contribuam positivamente para o aroma e
sabor da bebida (Oliveira et al., 2005). A seguir, serd abordado cada uma das caracteristicas

que orientam essa selecdo, com base em critérios microbioldgicos, bioquimicos e tecnologicos.

5.1. Producio de sulfeto de hidrogénio

O sulfeto de hidrogénio (H:S), produzido por leveduras durante a fermentagdo, esta
relacionado a desintoxica¢do de metais pesados, sincronia e longevidade populacional (Hou et
al., 2023b). Embora frequentemente tratado como um subproduto indesejado, estudos indicam
que pode exercer funcgdes fisioldgicas importantes para a célula. No entanto, sua atuagdo
bioldgica ainda ndo ¢ totalmente compreendida, e os mecanismos moleculares que explicam
esses efeitos permanecem pouco explorados (Espinoza-Simoén et al., 2022). A maioria das
pesquisas concentra-se em estratégias para controlar sua formagdao durante a fermentacgao
(Tesfaye, Tefera e Muleta, 2025).

Em leveduras, o H2S ¢ produzido principalmente pela assimilagdo de sulfato e pelo
catabolismo de aminodcidos sulfurados, como a cisteina, além da degradagao de residuos de
fungicidas a base de enxofre, especialmente em ambientes anaerdbicos e acidos. Durante a
fermentagdo, atua como intermedidrio na biossintese de aminoacidos, mas parte ¢ desprendida
com o CO: (Hou et al, 2023). Entre os metabdlitos formados na fermentacdo, os compostos
volateis de enxofre (CVEs) tém papel central no aroma de bebidas alcodlicas, podendo gerar
notas agradaveis ou indesejaveis, conforme sua natureza e concentracao (De Guidi et al, 2021).

O sulfeto de hidrogénio (H2S) pode trazer odor de ovo podre para bebidas, sendo um
dos CVEs mais impactantes, capaz até de sobrepor aromas frutados e florais mesmo em baixas
concentragdes devido a sua alta volatilidade e baixo limiar sensorial. Em excesso, também
apresenta toxicidade intestinal e afeta o equilibrio da microbiota (Bitew et al., 2024). Em niveis

elevados de exposi¢do (>500 ppm), o H2S pode levar a perda de consciéncia e a morte,
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principalmente devido a sua capacidade de inibir enzimas essenciais, como a citocromo c
oxidase, Na'/K*-ATPase, anidrase carbonica e monoamina oxidase (Cao et al., 2019).

A deteccao em laboratorio envolve reacdes de redugcdo da molécula de sulfeto de
hidrogénio utilizando meios de cultivo especificos (De Vero, Solieri e Giudici, 2011). Sendo
assim, o H2S produzido por leveduras que foram inicialmente cultivadas em meio de cultura
contendo acetato de chumbo reage entre si por meio de reagdes de oxirredugdo, resultando em
sulfeto de chumbo, precipitado de coloragdo preta, indicativo de resultado positivo para este
parametro (Thakur, Anokhe e Kalia, 2021). Na produgdo de cachaca, o contato com o cobre

durante a destilagdo reduz a concentragdo de H.S (Allison, Montgomery e Sacks, 2022).

5.2. Tolerancia a diferentes estresses inerentes ao processo fermentativo

Células microbianas estao constantemente expostas a estresses ambientais, como baixas
ou altas temperaturas, escassez de nutrientes, variagdes de pH e pressdo osmotica, além da
presenca de compostos toxicos e radicais livres (Ribeiro, Bourbon-Melo e Sa-Correia, 2022).
Tais condi¢Oes geralmente causam danos a macromoléculas essenciais, promovendo a
desnaturagdo de proteinas, a formagdo de estruturas anormais e o acumulo de agregados
proteicos potencialmente toxicos (Lin, Xu e Yu, 2022). Para sobreviver a essas condig¢des
adversas, os microrganismos desenvolveram mecanismos de resposta ao estresse que os
permitem manter a viabilidade e a homeostase celular (Takagi, 2021) (Figura 4). A ativagdo
dessas defesas ¢ controlada por vias de sinalizagdo que reconhecem os estimulos ambientais e
desencadeiam ajustes transcricionais e pos-traducionais (Walker e Basso, 2020). Elementos de
resposta ao estresse sao modulados em diversas condig¢des, incluindo estresse oxidativo, choque
térmico, pH baixo, deficiéncia de nitrogénio, presenca de acidos fracos e acumulo de etanol
(Chen et al., 2025).

Entre os principais desafios enfrentados, o estresse osmotico destaca-se por inibir o
crescimento e reduzir a produtividade fermentativa (Jin et al., 2022). Em meios hipertonicos,
caracterizados por altas concentragdes de solutos, como agucares, ocorre a saida de agua das
células por osmose, resultando na reducao do volume celular (Saldana et al., 2021). A adaptacao
a essa situagdo, envolve a regulagdo de genes relacionados a resposta ao estresse osmotico,
incluindo a sintese e o acumulo de glicerol e trealose como soluto compativel, permitindo a
restauragdo do equilibrio osmotico intracelular (Betlej et al., 2020).

O actimulo de etanol no meio promove a reducdo progressiva da atividade fermentativa,

mesmo na presenca de agucares residuais, devido aos efeitos toxicos desse metabolito sobre as
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células de levedura (Sahana et al., 2024). Esse estresse compromete a integridade celular ao
fluidificar a membrana e alterar sua composi¢ao lipidica, induzir acidificagdo citoplasmatica,
gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) e prejudicar organelas e processos de transporte
intracelular (Huffer et al.,, 2011; Navarro-Tapia, Querol e Pérez-Torrado, 2018). Como
contramedida, a levedura ajusta sua composi¢do de fosfolipidios e ergosterol, ativa a bomba
H/ATPase, intensifica mecanismos antioxidantes e mobiliza organelas como vacuolos,
peroxissomos e endossomos, além de componentes do citoesqueleto, assegurando a viabilidade
celular e a continuidade da producdo de etanol (Charoenbhakdi et al., 2016).

O pH do meio extracelular (pHe) também exerce papel crucial durante a fermentacgao,
podendo variar devido a acidificacdo natural do meio ou a condigdes de processo (Lucena et
al., 2020). Embora a membrana citoplasmatica seja praticamente impermeavel a protons,
mudangas ambientais podem desestabilizar o pH citosolico, cuja regulagcdo ¢ essencial para a
homeostase (Guaragnella e Bettiga, 2021). O gradiente de prétons na membrana € indispensavel
a captacdo de nutrientes e também regula o transporte de acidos organicos, como o acido
acético, em funcdo da composi¢cao do meio e da fase de crescimento (Babst, 2020; Antunes et
al., 2023). Por exemplo, em pHc, abaixo do valor de pKa, o acido acético permanece na forma
ndo dissociada, difundindo-se livremente pela membrana; acima do valor de pKa, predomina
como anion acetato, entrando na célula via simportadores de prétons (Antunes e Sa-Correia,
2024). Apos a entrada do acido ndo dissociado no citosol, com o pH mais neutro ele se dissocia
(acetato + HY), causando acidifica¢do citoplasmatica (Giannattasio et al., 2013). Como
estratégia para minimizar os efeitos negativos da acidificacio do ambiente intracelular, a
enzima H*/ATPase usa ATP para bombear protons (HY) para fora da célula, ajudando a manter
o pH citoplasmatico proximo da neutralidade (Kobi e Martin, 2022). Além disso, vias de
sinalizagdo que induzem genes relacionados a resposta ao estresse acido sdo ativadas,
aumentando a producdo de proteinas envolvidas na manuten¢do do pH (Mira et al., 2010).

A exposicao a altas temperaturas representa outro desafio critico, pois induz agregacao
proteica, reduz a atividade enzimatica e compromete macromoléculas, incluindo proteinas,
acidos nucléicos e fosfolipidios, além de afetar a parede celular, a membrana plasmatica e o
vacuolo (Lin, Xu e Yu, 2022). Em resposta, a levedura ativa a resposta ao choque térmico,
caracterizada pela superexpressao de proteinas chaperonas que auxiliam no correto dobramento
de proteinas desnaturadas (Eardley e Timson, 2020). Simultaneamente, ocorrem ajustes na
composicdo da membrana, como a substituicdo de acidos graxos curtos e insaturados por
cadeias mais longas e saturadas; em algumas cepas evoluidas artificialmente, observa-se ainda

a produgdo de fecosterol em substituigdo ao ergosterol, conferindo maior rigidez e
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termotolerancia (Lin, Xu e Yu, 2022). Em aplica¢des industriais, o estresse térmico pode ser
mitigado pelo controle da temperatura nos biorreatores ou pelo uso de cepas termotolerantes,
que, além de resistirem ao calor, frequentemente exibem maior tolerancia a elevadas

concentragoes de etanol (Prado et al., 2020).
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Figura 4. Esquemas ilustrativos das principais consequéncias dos estresses em leveduras e seus
mecanismos de adaptacgdo celular. Elaborado pelos autores com Biorender.

5.3. Capacidade de fermentacio e atividade invertasica

Leveduras possuem um sistema eficiente para a metabolizagdo de aglicares amplamente
empregado em processos industriais, onde o caldo de cana-de-actcar ¢ usado como matéria-
prima na producdo de etanol, aguardente ou cachaga. O caldo de cana-de-acticar € rico em
sacarose, variando entre 14 a 24 °Brix (Cardoso, 2020), uma das fontes de carbono mais
acessiveis economicamente; sua metabolizagcdo envolve, principalmente, a acdo da enzima
invertase, também conhecida como B-frutofuranosidase, que, por sua vez, catalisa a hidrolise
irreversivel da sacarose em glicose e frutose (Zhao et al., 2023). Esses monossacarideos sao
entdo transportados para o interior da célula por meio de transportadores de hexose (HXT) e
direcionados a via glicolitica, onde sdo convertidos em piruvato. O piruvato, por sua vez, ¢
descarboxilado a acetaldeido com liberagdo de CO: e posteriormente reduzido a etanol pela
acdo da enzima alcool desidrogenase (Nelson e Cox, 2014; Camargo et al., 2018).

Do ponto de vista fisiologico, S. cerevisiae se destaca no estudo da atividade invertasica,
cuja sintese € codificada por uma familia de genes SUC, localizados em regides subteloméricas
(Naumova et al., 2013). O gene SUC2, presente na maioria das cepas, ¢ considerado o locus
ancestral dessa familia. Ele d origem a dois tipos de RNA mensageiro: um transcrito maior
(1,9 kb) que inclui uma sequéncia sinal responsavel pela secrecao da invertase extracelular (ou

periplasmatica), € um transcrito menor (1,8 kb) que gera a forma intracelular da enzima, que
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permanece no citoplasma (Carlson e Botstein, 1982; Muller et al., 2023), como pode ser

observado na Figura 5.

@ 1 - Invertase extracelular

2 - Invertase intracelular

Figura 5. Esquematizagdo da atividade enzimatica invertasica extracelular e intracelular em S.
cerevisiae. Suc: Sacarose, GLC: Glicose, FRU: Frutose, Eth: Etanol. Elaborado pelos autores
com Biorender.

A invertase extracelular, com massa aproximada de 270 kDa e ligada a parede celular
por meio de mananas (polimeros de manose), representa mais de 90% da atividade total da
enzima em condi¢des onde ndo ha repressao por glicose (Vitolo, 2021; Zhao et al., 2023). Jd a
forma intracelular, com cerca de 135 kDa, ¢ expressa de forma constitutiva (Neigeborn e
Carlson, 1987; Basso, 2011). A coexisténcia de formas intra e extracelulares da enzima
invertase em leveduras, particularmente em S. cerevisiae, pode constituir uma estratégia
adaptativa relacionada a flexibilidade metabolica. Acredita-se que a forma intracelular, cuja
expressdo ocorre de maneira constitutiva, desempenhe um papel de salvaguarda metabdlica,
assegurando a hidrolise da sacarose mesmo sob condi¢cdes em que a secre¢do da invertase
extracelular esteja prejudicada, como em situagdes de estresse ambiental, mutagcdes genéticas
ou sobrecarga da via secretora (Osiebe, Adewale e Omafuvbe, 2023). Adicionalmente, postula-
se que, em transi¢des de fontes de carbono, como da glicose para a sacarose, a presenga pré-
existente da invertase intracelular possa conferir uma vantagem funcional, ao possibilitar uma
resposta metabolica imediata at¢ que a forma extracelular seja devidamente induzida e
funcionalmente ativa (Muller et al., 2023).

Do ponto de vista bioquimico e industrial, a forma como a sacarose ¢ metabolizada
impacta o rendimento de produtos fermentativos. Quando a sacarose ¢ transportada intacta para
o interior celular por sistemas de simporte (H*/sacarose), hd um custo energético, o que reduz

a geracao de biomassa (Van Aalst et al., 2022). No entanto, esse consumo de energia pode ser
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compensado por um maior aproveitamento da sacarose e aumento na producao de etanol, o que

torna essa via interessante em aplicagdes biotecnologicas especificas.

5.4. Perfil de floculacido de leveduras

A floculagdo em leveduras constitui um fendmeno bioldgico fundamental em diversos
processos fermentativos industriais, como na producao de cachaga. Esse processo caracteriza-
se pela juncdo reversivel de células, formando agregados que precipitam espontaneamente em
meio liquido (Mehta et al., 2020). Do ponto de vista tecnoldgico, a floculagio representa uma
alternativa economicamente vantajosa para a separagdo da biomassa celular, dispensando
métodos dispendiosos como centrifugagdo e filtracdo (Verstrepen et al., 2003; Hou et al.,
2023a). O processo de floculagdo ¢ regulado por genes da familia FLO, como FLOI, FLOS,
FLOS e FLOI1, que codificam proteinas da parede celular denominadas floculinas (De et al.,
2025). Estas proteinas reconhecem e se ligam a manoproteinas da parede celular de células
adjacentes por meio de dominios de ligacdo a glicoproteinas (Smukalla et al., 2008). A
expressao dos genes FLO ¢ altamente dependente de condi¢cdes ambientais, como pH, agitacao,
temperatura e disponibilidade de nutrientes (Bauer, Govender e Bester, 2010; Mehta et al.,
2020). Dentre esses fatores, a presenca de ions calcio (Ca?") € essencial, pois esses cations atuam
como cofatores, promovendo a adesdo entre as floculinas e os ligantes da superficie celular,
estabilizando os flocos formados (De Figueiredo et al., 2021) (Figura 6).

Um aspecto critico na regulacdo da floculagao € a localizacdo gendmica dos genes FLO,
que estdo situados predominantemente em regides subteloméricas dos cromossomos (Di
Gianvito et al., 2017). Essas regides sdo reconhecidas por sua elevada instabilidade genética,
propensas a recombinagdes, silenciamento epigenético e rearranjos estruturais. Como
consequéncia, cepas geneticamente idénticas podem exibir padrdes de floculacdo distintos ao
longo de ciclos fermentativos sucessivos (Verstrepen et al., 2003). A atividade transcricional
dos genes FLO também ¢ sensivel ao estado nutricional do meio. A privacao de nitrogénio e
aminoacidos tem sido associada ao aumento da floculagdo, assim como condi¢des de estresse,
como variagdes de temperatura, aumento do teor alcodlico e oscilagdes no pH do meio
(Govender et al., 2008; Hou et al., 2023a). Alteracdes na integridade da parede celular, seja por
mutagdes ou por fatores ambientais, também impactam diretamente a capacidade floculante da

levedura (Sariki et al., 2023).
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Figura 6. Sistema de associacao de células envolvendo a ligago entre floculinas, manoproteinas
e ions célcio. Elaborada pelos autores com Biorender.

Estudos Omicos recentes demonstram que cepas floculantes apresentam maior
resisténcia ao estresse ambiental (Hou et al., 2023a). Andlises transcriptomicas identificaram a
regulagdo positiva de genes envolvidos na resposta ao estresse oxidativo, a pressdo osmotica e
a limitacdo de nutrientes em cepas floculantes, quando comparadas as nao floculantes (Li et al.,
2017; Zhao et al., 2015). Essa associagado entre floculagao e robustez celular confere vantagens
competitivas em processos fermentativos prolongados e de alta carga celular (Pangestu et al.,
2024). Na industria cervejeira, a floculacdo adequada ¢ uma caracteristica desejavel, pois
facilita a clarificagdo do produto e permite a reutilizagdo da biomassa celular em ciclos
sucessivos de fermentagdo (Verbelen et al., 2006). Na produgdo de cachaga, o controle do
fenodtipo floculante também apresenta vantagens significativas. A rapida sedimentagdo das
células floculantes ao final da fermentag@o contribui para a recuperagao eficiente da levedura e
para a obten¢do de um vinho de cana com menor turbidez (Oliveira et al., 2008; Alvarez et al.,
2014).

A floculagdo ¢ um fendmeno multifatorial de relevancia biotecnologica. A compreensao
dos mecanismos moleculares que controlam esse processo, especialmente aqueles relacionados
a expressao e regulacdo dos genes FLO, ¢ essencial para otimizar processos fermentativos em

diferentes setores industriais. Apesar dos avancgos proporcionados por técnicas de biologia
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molecular e analises dmicas, a complexidade genética e ambiental do processo ainda representa
um desafio técnico consideravel (Hou et al., 2023a). Investimentos em pesquisas gendmicas €
ferramentas de engenharia metabolica poderao, no futuro, permitir o desenvolvimento de cepas

com floculacao mais estavel e controlavel, adaptadas a diferentes aplicagdes industriais.

6. NOVAS ESTRATEGIAS NO ESTUDO DE POTENCIALIZAR A ATIVIDADE
FISIOLOGICA DE LEVEDURAS

O advento da microbiologia industrial moderna, aliado aos avancos da bioquimica e das
técnicas de manipulacdo genética, permitiu o desenvolvimento de linhagens microbianas
otimizadas para aplicagdes especificas (Martin e Lindner, 2022). Com isso, o uso de leveduras
previamente selecionadas tornou-se uma estratégia fundamental para garantir resultados
promissores no desenvolvimento de linhagens com eficiéncia fermentativa, padronizagdo
sensorial e resiliéncia a condi¢des adversas nos processos industriais (Badotti et al., 2014). A
selecdo de cepas autdctones permite identificar microrganismos ja adaptados ao ambiente de
producdo e que possam contribuir para a complexidade sensorial do produto final (Conceicao
et al., 2015; Palladino et al., 2023). A melhoria dessas linhagens pode ser alcancada por
diferentes abordagens, como por exemplo, a engenharia genética através da técnica de DNA
recombinante, selecdo, evolucao adaptativa e a aplicagdo de técnicas Omicas.

A manipulacdo do DNA por meio de técnicas como mutagénese e transformagao
permite o aprimoramento de caracteristicas desejaveis em microrganismos, como o incremento
na producao de metabolitos e a reducao de compostos indesejaveis (Astola et al., 2023). Embora
o uso de DNA recombinante seja comum em diversas aplicagdes industriais, ainda enfrenta
barreiras regulatdrias e de aceitacdo no setor de alimentos e bebidas (Lee et al., 2022). Por isso,
métodos alternativos tém sido cada vez mais explorados.

A evolugao adaptativa € um processo natural que favorece leveduras com caracteristicas
vantajosas para o ambiente de fermentacdo, como resisténcia ao etanol, variacdes de
temperatura e pH, e a capacidade de competir com microrganismos contaminantes (Wallace-
Salinas e Gorwa-Grauslund, 2013). Esse processo pode resultar em cepas mais eficientes;
Carneiro (2018) observou que leveduras adaptadas consumiram mais agucares, produziram
mais etanol e reduziram a producdao de acido acético, consequentemente, aumentando a
produtividade e a eficiéncia fermentativa do fermentado a base de Jabuticaba. Além disso, a
evolucdo adaptativa apresenta vantagens sobre a edi¢do genética, sendo mais econdmica e com

menos controvérsias regulatorias (Zhang et al., 2019). Portanto, essa metodologia que tem como
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base a selecdo natural, representa uma abordagem eficiente para otimizar as leveduras na
producdo de cachaga, promovendo tanto a melhoria da qualidade sensorial quanto a eficiéncia
do processo de fermentagdo. Essa adaptacdo ¢ fundamental para otimizar processos
fermentativos em industrias de bebidas alcoolicas, onde as altas concentragdes de etanol podem
inibir a atividade celular, mas também potencializam o rendimento do produto final
(Kruasuwan et al., 2023).

Além disso, as abordagens dmicas tém revolucionado o estudo de leveduras ao permitir
a andlise sistémica de suas vias metabolicas (Afshari et al., 2020). A genOémica auxilia na
identificacdo de genes associados a caracteristicas desejaveis, enquanto a transcriptomica revela
padroes de expressdo génica sob diferentes condigdes de cultivo (Rossouw et al., 2009; Love
al., 2016). A metabolomica permite a caracterizacdo dos compostos produzidos e consumidos
durante a fermentacdo (Cambiaghi, Ferrario e Masseroli, 2017), e a protedmica por sua vez,
analisa a expressdo e modificacdo de proteinas envolvidas nos processos metabdlicos
(Shevchenko et al., 2014). Combinadas, essas ferramentas fornecem uma base robusta para a
engenharia racional de linhagens ou selecdo dirigida de cepas otimizadas (Afshari et al., 2020).

A integracdo entre estratégias tradicionais de selecdo e domesticagdo de leveduras com
abordagens modernas baseadas em Omica tem ampliado significativamente o potencial de
otimizagdo de microrganismos para a produc¢do de bebidas fermentadas (Martin e Lindner,
2022). Seja por métodos naturais como a evolucao adaptativa, ou por intervengdes mais diretas
via engenharia genética, essas ferramentas sdo essenciais para atender as demandas crescentes

por qualidade, rendimento e diferenciagdo sensorial no setor de bebidas alcodlicas.

7. CONSIDERACOES FINAIS

A produgdo de cachaca estd intrinsecamente associada a atividade metabodlica das
leveduras, que exercem papel central na definicdo da eficiéncia fermentativa e da qualidade
sensorial da bebida. Esta revisao evidencia que a escolha adequada da levedura, o manejo do
fermento e o controle das condigdes de processo sdo fatores determinantes para o equilibrio
entre rendimento alcodlico e formagdo de compostos volateis. A aplicagdo de leveduras
selecionadas, representa uma estratégia eficaz para otimizar o processo fermentativo e na
valorizacao do carater regional da cachaca.

A 1identificagdo e caracterizacdo de leveduras autoctones, adaptadas aos diferentes
terroirs brasileiros, podem contribuir para a criagdo de perfis sensoriais singulares, fortalecendo

a identidade da bebida e seu potencial de exportagdo. As perspectivas apontam para o uso
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crescente de abordagens Omicas, evolu¢do adaptativa e engenharia metabdlica no
melhoramento de linhagens. Além disso, a adog@o de culturas iniciadoras padronizadas e o
monitoramento molecular das fermentagdes tendem a garantir maior reprodutibilidade e
segurancga ao processo. Assim, o avanco na selecao de leveduras constitui um pilar fundamental
para o aprimoramento da qualidade, da competitividade e da sustentabilidade da cachaca

brasileira no cenario global.
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Resumo

A cachaga ¢ uma bebida produzida a partir da fermentac¢ao alcoolica do caldo de cana-de-actcar
seguido de destilagdo, cuja qualidade esta diretamente relacionada a atividade de leveduras.
Desta forma, o objetivo desde capitulo foi isolar e caracterizar fenotipicamente leveduras
isoladas de diferentes propriedades produtoras de cachaca da regido de Salinas-MG visando a
sele¢do de leveduras promissoras para uso em fermentagdes de caldo de cana. Foram isoladas
156 leveduras provenientes de cana-de-acucar (42%) e de vinho fermentado (58%) coletados
em cinco unidades produtoras de cachaga da regido de Salinas (MG). Apds a triagem inicial,
70% dos isolados (109) ndo apresentaram producao significativa de sulfeto de hidrogénio (H=S).
Desses, 56% (61 isolados) demonstraram capacidade de fermentar glicose, frutose e sacarose,
tanto individualmente quanto em mistura, ap6s 36 h de incubacdo. A avaliagdo de tolerancia a
estresses fermentativos (osmotico, etanolico, pH e temperatura) revelou que 33% das leveduras
exibiram pontuacdes superiores ao controle (Saccharomyces cerevisiae LNF CA-11). A
atividade invertasica relativa extracelular variou de (0,12 + 0,09) x 102 a (1,20 £ 0,44) x 102
U, com 66,7% dos isolados apresentando valores superiores ao controle ((0,16 + 0,01) x 102
U). Nos testes de floculacdo, todos os isolados apresentaram perfil altamente floculante, sendo
selecionados aqueles com desempenho entre a taxa de floculagdo 0,85 e a taxa obtida pela cepa

controle. A identificagdo taxondmica dos isolados selecionados revelou predominancia de S.



49

cerevisiae, além de um isolado ndo-Saccharomyces identificado como Meyerozyma sp. Ao final
da triagem, nove leveduras foram consideradas promissoras para fermentacao de caldo de cana,
incluindo oito cepas de S. cerevisiae € uma de Meyerozyma sp., com potencial aplicagao

biotecnoldgica na producao de cachaga.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae,; Meyerozyma; fermentacao alcoolica; aguardente;
leveduras autoctones.

1. INTRODUCAO

A cachaca ¢ uma das bebidas mais tradicionais do Brasil, desempenhando papel de
destaque tanto na economia quanto na cultura nacional, especialmente nas regioes produtoras
de Minas Gerais (IBRAC, 2024). Produzida a partir da fermentagado alcodlica do caldo de cana-
de-acticar seguido de destilagdo, sua qualidade esta diretamente relacionada a atividade
microbiana, em especial das leveduras responsaveis pela conversdo dos agucares em etanol e
na geracdo de compostos volateis que definem o perfil sensorial caracteristico do destilado
(Soares, Silva e Schwan, 2011).

Durante o processo fermentativo, fatores ambientais como temperatura, pH,
concentracdo de acucares e etanol atuam como agentes seletivos, promovendo a adaptagado e
predominancia de leveduras mais resistentes. Como resultado, forma-se uma microbiota
especifica para cada alambique, conferindo singularidade e identidade a bebida produzida
(Belloch et al., 2008; Zhang et al., 2019). Nesse contexto, a selecdo de leveduras autdctones
surge como uma estratégia promissora para o desenvolvimento de processos fermentativos mais
estaveis. Os microrganismos locais, por estarem naturalmente adaptados as condi¢des do
processo, tendem a apresentar melhor desempenho fermentativo, contribuindo para a
consisténcia do processo e para a diferenciagdo sensorial da cachaga (Barbosa et al., 2016).

Dentre as leveduras associadas a fermentacdo alcodlica, Saccharomyces cerevisiae
destaca-se pela elevada eficiéncia fermentativa, tolerancia a estresses ambientais e capacidade
de produzir dlcoois superiores, ésteres € outros compostos aromaticos essenciais a qualidade do
destilado (Ferreira-D’Silva et al.,, 2019). Contudo, leveduras nao-Saccharomyces podem
influenciar positivamente o perfil sensorial da bebida (Duarte, Amorim e Schwan, 2012;
Portugal et al., 2017). Géneros como Meyerozyma, Pichia e Candida t€m despertado crescente
interesse para exploracdo biotecnoldgica de bebidas fermentadas (Ciani e Comitini, 2011;

Borren e Tian, 2020).
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Diante desse panorama, o presente estudo teve como objetivo caracterizar
fenotipicamente leveduras isoladas de diferentes propriedades produtoras de cachaga da regiao
de Salinas-MG visando a sele¢do de leveduras promissoras para uso em fermentacoes de caldo
de cana. Essa investigagdo busca contribuir para a prospec¢ao de microrganismos autoctones
com potencial biotecnolédgico, fortalecendo a base cientifica para o uso de inoculantes regionais

na produg¢do de cachaga de alambique.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta das amostras

Amostras de cana-de-agucar e de mosto fermentado (vinho) foram coletadas durante o
periodo de safra da cana-de-agiicar em cinco diferentes propriedades tradicionalmente
produtoras de cachaca na regido de Salinas, MG. Em cada propriedade foram coletadas duas
amostras, correspondentes a cana-de-agucar utilizada no processamento ¢ ao mosto fermentado
(vinho) em fermentacdo. As amostras foram acondicionadas em caixas térmicas contendo gelo
e encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia de Produtos Fermentados

(FERMICRO/UFV) para a realizagdo das analises.

2.2. Isolamento das leveduras

Para o isolamento, 10 mL de cada uma das amostras em estado liquido foram
transferidos para recipientes contendo 90 mL de solugao salina 0,85% (m/v) e homogeneizadas
manualmente por 1 minuto. J& para as amostras em estado so6lido, 10 g de cana-de-agucar foram
transferidos para sacolas plasticas estéreis contendo 90 mL de solugdo salina 0,85% (m/v) e
homogeneizados a 260 rpm por 3 minutos em Stomacher (Logen Scientific LS1901N)
(Garofalo et al., 2017). Posteriormente, foram realizadas dilui¢des decimais seriadas em
solucdo salina 0,85% (m/v) até a dilui¢io 10, para todas as amostras. Aliquotas de 100 uL
foram plaqueadas pela técnica de spread-plate em meio de cultivo agar YPD (2% m/v de
glicose, 2% m/v de peptona, 1% m/v de extrato de levedura e 2% m/v de agar) suplementado
com solugdo de cloranfenicol 0,1% (v/v) (34 pg/mL), seguido de incubagdo a 28 °C durante 48
horas (Valles et al., 2006; Clausen, 2020). Colonias isoladas a partir de placas de Petri contendo
entre 25-300 coldnias foram estriadas em meio de cultivo até a obtenc¢ao de culturas puras. Para

selecao dos morfotipos, consideraram-se alguns aspectos das colonias, sendo eles: cor, forma,
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margem, elevacdo, brilho e consisténcia (Kurtzman et al., 2011). Por fim, todas as colonias
puras foram codificadas de acordo com a propriedade de origem e amostra coletada (Tabela 1),

criopreservadas e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C.

Tabela 1. Codigo das leveduras de acordo com a propriedade de origem e a amostra coletada.

Amostras Cana-de-agticar Vinho fermentado Propriedade

SL

SB

Codigo C v
SN

SI

H

Legenda: C = cana-de-acticar; V = vinho fermentado; SL = propriedade 1; SB = propriedade 2;
SN = propriedade 3; SI = propriedade 4 ¢ H = propriedade 5. Fonte: Elaborada pelo autor.

2.3. Selecao de leveduras para producio de cachaca

A triagem das leveduras mais promissoras para producao de cachacga foi realizada a
partir dos seguintes testes: producdo de sulfeto de hidrogénio (H2S), capacidade de fermentacao
de acucares, tolerancia as condigdes de estresse (osmotico, pH, etanol e temperatura), atividade

invertasica e teste de floculacao.

2.3.1. Teste qualitativo de producio de Sulfeto de Hidrogénio (H-S)

Para o teste qualitativo de produgdo de H.S, utilizou-se o Agar LA (4% m/v de glicose;
0,5% m/v de extrato de levedura; 0,3% m/v de peptona; 0,02% m/v de sulfato de amonia; 0,1%
m/v de acetato de chumbo neutro e 2% m/v de agar, pH 4,0 ajustado com solucdo de acido
citrico 10% v/v), conforme Silva (2024). Placas contendo dgar YPD também foram utilizadas
para comparagdo das morfologias originais dos isolados. Para isso, 10 puL de cada isolado foram
inoculados pela técnica de drop-plate, seguido de incubagao a 28 °C por 7 dias. Fermentos
comerciais SafAle™ US-05 e SaflLLager™ W-34/70 foram utilizados como controle negativo e
positivo, respectivamente. Coloracdo branco ou bege foram consideradas como resultados

negativos; ja a formacao de coloragdo marrom ou preta, como resultado positivo para producao
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de H.S. Como critério de sele¢do, os isolados positivos foram eliminados e ndo seguiram para

o0s testes subsequentes.

2.3.2. Capacidade de fermentacao de agticares

Inicialmente, padronizou-se cada um dos isolados em cidmara de Neubauer (107-10%
células/mL). Posteriormente, 600 uL. dos isolados foram adicionados em tubos contendo 6 mL
de caldo YP (2% m/v de peptona e 1% m/v de extrato de levedura), acrescentado de forma
individual de 14% (m/v) de sacarose, 1% (m/v) glicose e 1% (m/v) frutose, bem como um
tratamento que mimetiza o caldo de cana contendo todos os agucares citados e suas respectivas
concentragdes descritas anteriormente (Mix de agtcares). Tubos de Durham invertidos foram
utilizados para verificacdo da producdo de CO:. Apds inoculacdo, os tratamentos foram
incubados a 28 °C durante 36 horas (Camargo et al., 2018). Presenca de gas no interior do tubo
de Durham foi considerado como resultado positivo para este parametro (Barnett, Payne e
Yarrow, 2000). O mesmo procedimento foi realizado utilizando S. cerevisiae (LNF CA-11),
empregada como controle positivo, por se tratar de uma cepa amplamente utilizada em
processos de fermentacdo como cultura starter na produgdao de cachaca. Os isolados que
apresentaram padrdes de leitura negativos (—) para todos os trés agucares testados nao foram

submetidos as etapas subsequentes de anélise.

2.3.3. Teste qualitativo de tolerincia a diferentes estresses

As faixas praticadas para cada tipo de estresse e os critérios de avaliagdo foram baseados
nas metodologias descritas por Belloch et al. (2008) e Alvarenga (2019). Inicialmente, 10 pL
de cada isolado padronizado (107 a 10 células/mL) foram inoculados em diferentes tratamentos
utilizando a técnica de drop-plate (Bassi, 2011). O teste de tolerancia a pressao osmotica foi
realizado por meio da observacao do crescimento de colonias em agar YNB (Yeast Nitrogen
Base), suplementado com diferentes concentragdes de acucares: 15, 20 e 25% (m/v) de
sacarose; 15, 20, 25 e 30% (m/v) de glicose e frutose. Os testes de tolerancia ao etanol foram
avaliados por meio da observacdo do crescimento de colonias em meio s6lido YPD com etanol
nas concentracdes de 8, 10, 12 e 15% (v/v). Para avaliar a tolerancia a diferentes pH, foi
utilizado o mesmo meio de cultivo, com pH ajustado para 2,8, 3,2 ¢ 4,2 com solugdo de acido
cloridrico (1,0 M). Para esses trés estresses, as células foram incubadas a 28 °C por 48 horas.

J& para a avaliacdo da tolerancia a temperatura, utilizou-se meio de cultivo sem ajuste do pH,
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sendo as placas de Petri incubadas a 18 e 37 °C por 48 horas. Esse mesmo procedimento foi
realizado em meio YPD como controle do crescimento das leveduras sem submeté-las a
nenhum tipo de estresse, bem como para S. cerevisiae (NLF CA-11) como critério de selecao.
Por fim, os isolados foram classificados de acordo com a intensidade de crescimento em
gota, variando de crescimento igual do controle (++) a nenhum crescimento (-). Posteriormente,
os resultados de cada isolado em cada faixa avaliada nos diferentes tratamentos de estresses
foram pontuados considerando-se a performance de NLF CA-11 como referéncia (total de 20
pontos) (Apéndice A). Sendo assim, foi concedido 0 ponto para resultados inferiores ao de CA-
11; 1 ponto para resultados iguais ao de CA-11; e 2 pontos para resultados superiores ao de CA-
11. A soma das pontuagdes foi realizada ao final da avaliacdo e aqueles isolados que obtiveram

pontuagdo < 75% foram eliminados.

2.3.4. Assimilacao de lisina

Com o objetivo de classificar as leveduras como provaveis Saccharomyces ou nao-
Saccharomyces, utilizou-se a avaliagdo do crescimento em meio de cultivo com lisina como a
unica fonte de nitrogénio. Para isso, algadas de cada isolado foram inoculadas em meio lisina
(1,17% m/v de Carbono Levedura Base; 0,056% m/v de lisina e 2% m/v de 4gar), e os resultados
avaliados ap6s incubacao a 28 °C por 48 horas (Kurtzman et al., 2011). Os isolados que nao
apresentaram crescimento presumiu-se que eram do género Saccharomyces e os isolados que
apresentaram crescimento presumiu-se que eram do género ndo-Saccharomyces. Como
controle negativo, utilizou-se a cultura de S. cerevisiae (LNF CA-11); como controle positivo,

a cultura de Pichia occidentalis.

2.3.5. Atividade invertasica relativa extracelular

A atividade invertésica relativa extracelular foi verificada de acordo com a metodologia
descrita por Santos et al. (2017), a partir da curva-padrao de glicose e 4cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). Inicialmente, 2 mL da suspensdo das culturas padronizadas foram transferidas para
tubos Falcon de 50 mL contendo 20 mL de caldo YEPS (2% m/v de peptona, 2% m/v de
sacarose e 1% m/v de extrato de levedura), no qual foram mantidas sob agitacdo de 150 rpm a
28 °C por 24 horas. Posteriormente, os meios foram centrifugados (1000 rpm/5 min.) a fim de
separar a biomassa do sobrenadante. O sobrenadante contendo o extrato enzimatico extracelular

foi armazenado em tubo Falcon de 15 mL e mantido a 4 °C até o momento da analise. Em
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microplacas de 96 pocos, foram adicionados, em quadruplicata, para cada pogo, 50 pL de
solugdo de sacarose (0,1 M), 40 puLL de tampao acetato (100 mM, pH 5,0) e 10 pL. de amostra
enzimatica. O conteudo foi homogeneizado e a placa incubada a 30 °C por 30 minutos. Apds a
incubagdo, foram adicionados 100 pL do reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), seguido
de aquecimento a 100 °C por 10 minutos em termociclador, etapa que promove a desnaturagao
da enzima e o desenvolvimento da reagdo colorimétrica com os agucares redutores liberados.
Em seguida, a placa foi resfriada em banho de gelo e transferida para um leitor de microplacas
(Fisher Scientific®) para leitura da absorbancia a 540 nm. As concentragdes, em g/L de glicose,
foram calculadas com base na equagdo de reta gerada a partir da curva de calibragdo de glicose
(Apéndice B) utilizando-se as medidas de absorbancia obtidas diretamente em planilhas do
Microsoft® Excel. Os resultados foram convertidos através de calculos em U (Equagdo 1), que
¢ determinado como a quantidade de enzima que catalisa a transformac¢do de 1 umol de agticar
redutor/minuto (Cavalheiro, 2014; Barbosa et al., 2019; Alvarenga, 2019). Apenas os isolados
que apresentaram os maiores valores de U extracelular foram submetidos ao ultimo teste de

caracterizacao fisiologica.

Atividade invertadsica (U) = Gli /t (Equacdo 1)

Onde: Gli = pumol de glicose da amostra descontado do valor do branco e t = tempo reacional
(30 minutos).

2.3.6. Determinacio do perfil floculante

A determinacdo do perfil floculante dos isolados foi realizada de acordo com Souza e
Mutton (2004). Colonias crescidas em agar YPD foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 10 mL de caldo YPD e padronizadas (10® células/mL); posteriormente, foram
incubadas a 28 °C por 24 horas (Souza, 2018). Apos, 9,6 mL dos indculos (12% v/v) de cada
um dos isolados foram adicionados a frascos de vidro com tampa contendo 80 mL de caldo
YPD, seguido de incubagao a 28 °C por 24 horas. Aliquotas de 5 mL de cada uma das culturas
foram coletadas apds 24 horas de incubacao a 0,5 cm de profundidade apods agitacao dos frascos
por inversdo, ¢ outra aliquota de mesmo volume apds 5 minutos de repouso. Tais aliquotas
foram transferidas para tubos de ensaio contendo 0,5 mL de solu¢do de acido sulfurico 20%

(v/v) e agitados por inversao. Apds esse procedimento, determinou-se o valor de absorbancia
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em espectrofotometro a 600 nm. A determinac¢do da Taxa de Flocula¢ao (TF) foi realizada a

partir da Equacdo 2. O mesmo procedimento foi realizado com a cultura LNF CA-11 (controle).

Taxa de floculagao = Ai/Af (Equacdo 2)

Onde: Ai = leitura de absorbancia apds agitacdo e Af = leitura de absorbancia apds 5 minutos
de repouso.

2.4. Identificacdo taxondomica das leveduras

A identificagdo taxonOmica foi realizada somente para os isolados que apresentaram
caracteristicas fenotipicas promissoras para uso na produgao de cachaga. O DNA das leveduras
foi extraido de acordo com a técnica de fenol:cloroférmio:isopropanol, conforme Oliveira et
al., (2007), com modificagdes. Inicialmente, realizou-se o cultivo dos isolados de leveduras em
tubos de ensaio contendo 6 mL de caldo YPD incubado overnight a 30 °C. Posteriormente,
aliquotas de 2 mL de cada cultura foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos. Os pellets
de cada uma das culturas foram ressuspendidos em 1 mL de tampao de extracao (1 mL de Triton
100x; 5 mL de SDS 10%; 2,5 mL de NaCl 2M; 5 mL de Tris-HC1 (IM-pH 8,0); 50 uL. de EDTA
(0,5M - pH 8,0) e 50 mL de 4gua ultrapura) e submetidos a 2 minutos de lise mecanica, realizada
em Beadbeater (BioSpec Products®, USA), com esferas de vidro de 0,5 mm de didmetro. Apos
a etapa de lise, o sobrenadante passou pelo processo de purificagdo com solucdo
fenol:cloroformio:isopropanol, seguido de precipitagdo com solugdo de acetato de potéssio
(5M) e lavagens com etanol absoluto e etanol 70% (v/v). O DNA extraido foi quantificado em
NanoDrop (Thermo Scientific NanoDrop®, USA), e a qualidade foi verificada por eletroforese
em gel de agarose (0,8%) corado com GelRed e visualizado sob luz UV (Loccus
Biotecnologic® L-Pix Chemi). Posteriormente, as regides do dominio D1/D2 da subunidade
26S (600 bp) do rDNA foram amplificadas usando os primers NL1/F63 Forward
(5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4/LR3 Reverse (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (Lachance et al., 2003). O sequenciamento Sanger foi
realizado na plataforma ABI 3730 Life. As sequéncias obtidas foram inicialmente visualizadas
e editadas no software FinchTV, no qual foi realizada a limpeza das sequéncias por meio da
remocao das regides iniciais e finais que apresentavam picos de baixa qualidade e sobreposicao

de sinais no cromatograma. Apds essa etapa de edicdo, as sequéncias tratadas foram submetidas
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ao banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando o

algoritmo BLASTn para identifica¢do das sequéncias.

2.5. Analises estatisticas

Todos os resultados quantitativos foram analisados estatisticamente utilizando o
software R. Inicialmente, os dados foram submetidos a testes de normalidade para verificacao
do atendimento aos pressupostos de analises paramétricas. Como os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal, optou-se pela utilizacdo de testes ndo-paramétricos. Assim, foi aplicado o
teste de Kruskal-Wallis para verificar diferencas significativas entre os tratamentos, seguido do
teste de Mann—Whitney para comparagdes pareadas, a fim de identificar quais tratamentos

diferiram entre si, considerando nivel de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Panorama geral dos isolados

Os 156 isolados de leveduras avaliados neste estudo foram obtidos de cana-de-agtcar e
do caldo de cana fermentado (vinho) de cinco diferentes unidades produtoras de cachaca na
regido de Salinas-MG (Figura 1) e estdo depositados na Colecao de Culturas do Laboratorio de
Microbiologia de Produtos Fermentados (FERMICRO/UFV). Dos 156 isolados obtidos na
prospecgdo, 65 sdo provenientes da cana-de-agucar (42%) e 91 do vinho fermentado (58%),
sugerindo que o processo fermentativo favorece o crescimento e a selecdo de um numero maior
de leveduras em comparagdo a matéria-prima. Essa diferenga pode estar relacionada a
adaptacao das leveduras as condi¢des de fermentacdo, como disponibilidade de nutrientes, pH
e concentracao de etanol, fatores que atuam como agentes seletivos durante o processo (Wu et
al., 2022; Su et al., 2025). Além disso, observou-se que algumas propriedades apresentaram
maior numero de isolados do que outras, o que pode refletir particularidades ambientais e
tecnologicas locais, como diferencas nas praticas de manejo da cana, condigdes de fermentacao

ou presenca de microbiota residente especifica em cada unidade produtora.

A B

= SL - Propriedade 1
SB - Propriedade 2
SN - Propriedade 3

= ST - Propriedade 4

= H - Propriedade 5

Propriedades
de origem

Figura 1. Panorama geral da distribuicao dos isolados de leveduras. A) Porcentagem de isolados
obtidos das amostras de cana-de-agucar e vinho fermentado. B) Distribui¢ao dos isolados em
relagdo as propriedades de origem de coleta das amostras.
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3.2. Producio de H:S e capacidade fermentativa

Dos 156 isolados iniciais avaliados, 47 foram eliminados por apresentarem produgao de
H-S consideravel (30%) — coloracdo das colonias marrom ou preta; enquanto 109 foram
selecionadas para a etapa seguinte (70%), sendo 53 provenientes do vinho fermentado (49%) e

56 da cana-de-agtcar (69%) (Figura 2A).

Teste de
Sulfeto de
Hidrogénio = Cana
= Vinho

= Aprovados  w Eliminados

= Cana
Teste de

Fermentacao = Vinho

= Aprovados ® Eliminados

Figura 2. A) Resultados do teste qualitativo de producdo de H.S; B) Resultado do teste de
fermentagdo em fontes de carbono relacionadas a producdo de cachaga. Elaborada pelo autor.
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O teste de producdo de sulfeto de hidrogénio (H:S) tem por objetivo selecionar
leveduras com menor potencial de formagdo deste composto durante a fermentacdo, pois a
producao excessiva de H2S esta associada a formagao de odores desagradaveis, descritos como
“ovo podre” ou “enxofre”, comprometendo a qualidade sensorial de bebidas fermentadas e
destiladas (Kinzurik et al., 2020). Durante a destilagdo da cachaga, parte desse composto pode
reagir com o cobre presente nos alambiques, formando sulfetos de cobre insoluveis e, assim,
reduzindo a presenca do defeito olfativo no destilado (Da-Silva et al., 2023). A presenca de H>S
na fermentagdo pode advir da redugdo de compostos sulfurados ou da assimila¢ao inadequada
de nitrogénio pelas leveduras, fenomenos comuns em mostos com desequilibrio nutricional
(Kraft et al., 2023). Portanto, a triagem de leveduras com baixa produgdo de H-S ¢ essencial
para a obten¢ao de fermentacdes mais limpas e destilados de melhor qualidade sensorial.

A composi¢do quimica da cana-de-agucar apresenta ampla variacdo quantitativa,
embora qualitativamente seja semelhante entre diferentes variedades. De modo geral, o teor de
acucares do caldo-de-cana obtido de cana sadia corresponde a cerca de 16% a 24% de sélidos
soluveis totais (SST), valor que depende de fatores genéticos, condi¢cdes edafoclimaticas e
estagio de maturacdo. J4 as concentracdes de glicose e frutose variam entre 0,2% e 1%,
enquanto a sacarose representa a fracado majoritaria dos agucares fermentesciveis (Cardoso,
2020). Conforme apresentado na Figura 2B, dos 109 isolados avaliados, 48 (44%) foram
eliminados e 61 (56%) apresentaram capacidade de fermentar os trés agucares analisados
(glicose, frutose e sacarose) apds 36 horas de cultivo, tanto individualmente quanto em mistura
(Mix de agtcares).

Observou-se ainda uma redugdo expressiva no numero de isolados provenientes da
cana-de-acgtcar, o que reforca a hipotese de que as leveduras predominantes durante a
fermentagdo eram melhor adaptadas as condi¢des ambientais e nutricionais do mosto do que
aquelas associadas & matéria-prima. Essa adaptacdo seletiva pode estar relacionada a pressao
de fatores como disponibilidade de substratos, variacdes de pH e presenca de etanol, que
favorecem o estabelecimento de leveduras mais tolerantes e competitivas (Fleet, 2008). Nesse
contexto, os resultados apresentados a seguir visam aprofundar a compreensdo sobre o
comportamento de diferentes isolados frente a condigdes de estresse fermentativo, permitindo

identificar potenciais candidatos com caracteristicas desejaveis para a produgdo de cachaga.



60

3.3. Avaliacdo qualitativa do isolados frente a diferentes estresses fermentativos e

classificacio de provaveis Saccharomyces e nao-Saccharomyces

A triagem qualitativa por intensidade de gota revelou ampla variabilidade fenotipica
entre os isolados testados, com desempenho superior de varios deles em comparagao ao controle
(NLF CA-11), principalmente em condi¢des de estresse etanolico (Apéndice A; Figura 3A).
Utilizando o critério de pontuacao descrito no item 2.3.3, os resultados de cada isolado nos
diferentes tratamentos de estresse foram comparados a performance da linhagem de referéncia
(NLF CA-11), estabelecendo-se um total maximo de 20 pontos (Apéndice A). A partir desse
critério, observou-se que sete isolados (11%) apresentaram desempenho inferior, com
pontuagdo < 75%, sendo, portanto, eliminados do processo de selecao. Por outro lado, 54
isolados (89%) obtiveram pontuagao superior ao limite minimo estabelecido, seguindo para as
proximas etapas de avaliacao.

Dentre os aprovados, 36 isolados (67%) apresentaram desempenho fisioldgico entre
>75% e 100% na pontuagdo méxima, indicando comportamento semelhante ao da cepa
controle, enquanto 18 isolados (33%) destacaram-se por apresentarem pontuagdes superiores a
100%, demonstrando maior capacidade adaptativa e tolerancia frente as condigdes de estresse
avaliadas (Figura 3B). Esses resultados evidenciam a presenca de linhagens capazes de suportar
variagoes de temperatura, pH e concentragdes crescentes de etanol, caracteristicas essenciais
para o sucesso das fermentagdes alcoolicas conduzidas em caldo de cana, especialmente em
alambiques artesanais, onde o controle das condi¢cdoes ambientais € relativamente limitado
(Basso et al., 2008; Brex¢ et al., 2020).

Observando as pontuagdes apresentadas no Apéndice A, verifica-se que as
concentragcdes de agucares avaliadas, assim como as variagdes de temperatura e pH, nao
representaram condicdes limitantes para o crescimento da maioria dos isolados. Entre os
tratamentos aplicados, o estresse etandlico foi aquele que mais impactou na caracteriza¢ao e no
entendimento do comportamento fisioldgico das mesmas, permitindo distinguir de forma mais
clara os isolados com maior resisténcia celular frente a esse estresse. Esse resultado € coerente
com a natureza toxica do etanol em altas concentragdes, configurando-se, portanto, como um
dos principais fatores seletivos durante processos fermentativos (Stanley et al., 2010). A
resisténcia ao etanol observada em varios isolados pode estar associada a modificagdo da
composicao lipidica da membrana plasmatica e a producao de solutos compativeis, mecanismos
que sdo reconhecidos por estabilizar estruturas celulares e preservar a viabilidade celular

(Auesukaree et al., 2017; Bonatto, 2022). Do ponto de vista tecnoldgico, leveduras mais
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resistentes tendem a manter maior taxa de fermentagdo e menor tempo de parada, assegurando

rendimento alcoolico consistente e perfil quimico estavel (Cardoso et al., 2020).

Controle Etanol 8% (v/v)

m Menor / 1igual CA-11
Maior CA-11

m Aprovadas = Eliminadas

H-P5
si-p4 HH
SN-P3

Propriedades

SB-P2

sL-P1 N

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B Ndo-Sacharomyces Sacharomyces

Figura 3 - Resultados da etapa de screening utilizando ensaio de estresses fermentativos e
classificacdo das leveduras. a) Ensaio qualitativo de estresses utilizando a técnica de intensidade
da gota. Tratamento - exemplo do tratamento de estresse ao etanol (“++” = crescimento igual
ao controle; “+” =reducao do crescimento comparado ao controle e “-” =nenhum crescimento).
b) Porcentagem de aprovados apos a realizagdo dos testes. c¢) Classificagdo dos isolados
selecionados no teste de estresse como provaveis Nao-Saccharomyces e Saccharomyces pelo
teste de lisina.



62

O critério de pontuacdao adotado neste trabalho, baseado na performance relativa ao
controle (LNF CA-11) e com corte minimo de 75%, mostrou-se adequado para reduzir o
numero de candidatos e priorizar os isolados mais promissores. Contudo, destaca-se que cepas
classificadas entre 20 e 75% também podem apresentar caracteristicas sensoriais desejaveis e
merecem avaliacdo adicional em co-inoculagdes, considerando o papel sinérgico que diferentes
espécies podem exercer no consorcio fermentativo (Da Silva et al., 2022).

Adicionalmente, realizou-se a classificagdo presuntiva das leveduras selecionadas em
relagdo a serem Saccharomyces ou ndo-Saccharomyces (Figura 3C), considerando-se que o
género Saccharomyces nao € capaz de se desenvolver utilizando apenas lisina como fonte de
nitrogénio (Kurtzman e Fell, 2011). Do total de 54 leveduras selecionadas, 4 exibiram
crescimento das colonias no meio seletivo, indicando, portanto, que estas possivelmente nao
pertencem ao género Saccharomyces. Em contrapartida, 50 isolados ndo apresentaram
crescimento, indicando a prevaléncia do género Saccharomyces em processos fermentativos de
produgdo de cachaca nas propriedades avaliadas. Observa-se contraste entre a quantidade de
isolados dos grupos em relacdo as propriedades; a propriedade SB (P2), por exemplo, apresenta
somente representantes do género Saccharomyces. Estudos corroboram essa variabilidade,
evidenciando diferencas significativas de tolerancia entre linhagens de Saccharomyces e nao-
Saccharomyces 1soladas de ambientes fermentativos tradicionais (Nova et al., 2009; Ferreira-
D’Silva et al., 2019).

A selecao de leveduras ndo-Saccharomyces que apresentaram bom desempenho nos
testes de estresse ¢ relevante, pois essas espécies podem contribuir para a complexidade
sensorial da bebida por meio da sintese de ésteres, alcoois superiores e outros metabolitos
volateis (Xu et al., 2022). Estratégias de co-inoculacdo entre cepas de S. cerevisiae e nao-
Saccharomyces tém sido amplamente investigadas e podem otimizar tanto o rendimento

fermentativo quanto o perfil aromatico de destilados (L1 et al., 2025).

3.4. Atividade invertasica

Foi avaliada a atividade invertasica relativa extracelular de 54 isolados selecionados,
além da levedura controle (LNF CA-11) (Figura 4). A atividade invertasica entre os isolados
variou de 0,12 = 0,09 x 102 at¢ 1,20 = 0,44 x 102 U (umol de agucar redutor-min’).
Considerando-se que a sacarose € o principal acucar presente em caldo de cana-de-acucar, e

que a enzima invertase catalisa sua hidrolise em frutose e glicose, a dosagem dessa atividade
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enzimatica torna-se importante para avaliar a capacidade fermentativa das leveduras avaliadas
(Siddiga e Ghanima, 2022).

Entretanto, estudos recentes com cepas industriais indicam que a atividade extracelular
de invertase provavelmente ndo limita a fermentacdo de sacarose em muitos processos
industriais, como por exemplo, na producdo de etanol; limitagdes podem advir sobretudo do
transporte de sacarose, da regulacdo glicolitica e de caracteristicas fisiologicas da cepa (Muller
etal., 2023). Ainda assim, a avaliagdo da atividade invertasica se mantém como uma ferramenta
de triagem util para identificar isolados com potencial para hidrélise de sacarose, quando
integrada a outros ensaios fisiologicos.

Os resultados foram ranqueados tendo como referéncia o isolado VSI14, que apresentou
o maior desempenho (1,20 + 0,44 x 102 U). Dentre os isolados com maiores valores de
atividade, destacam-se VSL5, VSL12, VSN12, CSI15, VSI5, VSI6, VSI8, VSI14, VSIS,
VSI17, VSI18, VSI19, VSI20 ¢ VHII1, no qual n3o foi observada diferenca estatistica
significativa entre eles; sendo assim, foram classificados como de alto potencial fermentativo
(Apéndice C). O controle apresentou atividade invertasica de (0,16 = 0,01 % 1072), situando-se
entre os menores resultados obtidos, de modo que 66,7% dos isolados apresentaram atividade
superior.

Destas 14 leveduras em destaque, somente uma foi isolada da cana-de-actcar e as
demais provenientes de vinho fermentado, sendo de particular destaque a propriedade SI (P4),
que concentrou o maior numero de isolados com bom desempenho. Em contrapartida, a
propriedade SB (P2) ndo teve representantes ao final da etapa de selecdo, conforme evidenciado
na Figura 4. A principio, esses isolados com alto desempenho na atividade de invertase seriam
encaminhados para analise de floculagdo. No entanto, observou-se que alguns isolados que
seriam excluidos nesta etapa apresentavam resultados superiores a cepa controle em relagdo as
caracteristicas de resisténcia ao etanol (ver Apéndice A); por esse motivo, os isolados VSLI11,
VSL14, VSL15, VSL16, VSL19, VSN10, VSN14, VH10, VH12, VH13, VHI15, VH17, VH18

e VH20 foram mantidos para a anélise subsequente.
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Figura 4. Grafico da medida de atividade invertasica (U) expressa em pumol de agucar redutor/minuto. Barra preta correspondendo ao controle
(LNF CA-11), barras em vermelho correspondendo aos isolados obtidos da propriedade SL (P1), barras em amarelo correspondendo aos isolados
obtidos da propriedade SB (P2), barras em verde correspondendo aos isolados obtidos da propriedade SN (P3), barras em azul correspondendo aos
i1solados obtidos da propriedade SI (P4) e barras em roxo correspondendo aos isolados obtidos da propriedade H (P5). Barras seguidas da mesma
letra “a” ndo diferem entre si (nivel de significancia de 5% pelo teste Kruskal-Wallis € Mann-Whitney) e apresentaram os maiores valores de
atividade invertasica (U). Linha pontilhada indicando o limite inferior dos resultados obtidos por VSI14 que apresentou a maior performance de
atividade invertésica extracelular.
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3.5. Taxa de floculagao

A floculagao assume papel crucial na produgao de cachaga, pois o controle do fenotipo
floculante ¢ vantajoso devido a sedimentacdo rapida das células ao final da fermentagao,
favorecendo sua recuperagdo e a obtencdo de um vinho fermentado com menor turbidez
(Alvarez et al., 2014). Além disso, o reaproveitamento de leveduras floculantes pode contribuir
para a redu¢do dos custos operacionais (Amorim et al., 2011; Mehta et al., 2020). Entretanto,
cepas com elevada floculagdo podem comprometer o desempenho fermentativo ao sedimentar
precocemente ou reduzir a atenuacdo dos agucares fermentesciveis (Stewart, 2018). De acordo
com a American Society of Brewing Chemists, as leveduras podem ser classificadas em trés
niveis de floculagdo: valores inferiores a 0,20 indicam cepas nao floculantes; entre 0,20 e 0,85
correspondem a leveduras moderadamente floculantes (interesse industrial); e wvalores
superiores a 0,85 caracterizam leveduras altamente floculantes (Bendiak et al., 1996;
Verstrepen et al., 2003).

Para os testes de floculagdo foram avaliados 28 isolados de leveduras, além da levedura
controle (LNF CA-11). No presente estudo, observou-se que todas as cepas testadas
apresentaram taxas de floculacdo que as enquadram na classe de alta floculacao (Figura 5), o
que exigiu a adaptacao do critério de selecdo, considerando-se a cepa controle (CA-11) como
limite méximo aceitavel. Dessa forma, foram selecionadas apenas as leveduras com valores de
floculagdo entre a taxa de 0,85 e o valor da taxa de floculagdo obtido pela cepa CA-11,
desconsiderando-se o elevado desvio-padrdo observado. Quatro isolados (VSL12, VSLI15,
VSL16 e VH20) foram, portanto, excluidos das etapas subsequentes de avaliagao.

O alto desvio-padrao observado nos testes espectrofotométricos de floculagdo decorre
da heterogeneidade intrinseca do fendmeno, influenciado por variagdes na dispersdo das
células, tamanho e densidade dos flocos, condi¢des fisiologicas e ambientais das leveduras
(Verstrepen et al., 2003; Vidgren e Londesborough, 2011). Esses fatores combinados
comprometem a homogeneidade da suspensdo e aumentam a variabilidade experimental. Por
fim, permanece o desafio técnico e cientifico de se elucidarem completamente os mecanismos
de floculagcdo em leveduras, um processo multifatorial dependente de interagdes genéticas,

fisiologicas e ambientais ainda nao totalmente compreendidas.
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Figura 5. Taxa de Floculagao (TF) dos isolados. Barra preta correspondendo ao controle (LNF
CA-11), barras em vermelho correspondendo aos isolados obtidos da propriedade SL (P1),
barras em verde correspondendo aos isolados obtidos da propriedade SN (P3), barras em azul
correspondendo aos isolados obtidos da propriedade SI (P4) e barras em roxo correspondendo
aos isolados obtidos da propriedade H (P5). Linha continua representando o limite maximo
aceitavel para TF. Linha pontilhada indicando o limite maximo de TF de leveduras de interesse
industrial. “*” resultados que se destacaram dos demais e foram, portanto, eliminados.

3.6. Identificacao das espécies de leveduras e candidatos para fermentacio de caldo de

cana-de-agtcar para producao de cachaca

As 24 leveduras selecionadas nos testes anteriores foram submetidas ao sequenciamento
pela metodologia de Sanger, a partir da amplificagdo da regido correspondente ao dominio

D1/D2 da subunidade 26S do rDNA. A analise das sequéncias revelou que todas as leveduras



67

pertenciam a espécie Saccharomyces cerevisiae, com excec¢ao do isolado CSI15, identificado
como pertencente ao género Meyerozyma sp. (Tabela 2). A analise comparativa por meio do
BLASTn nao permitiu a defini¢ao precisa da espécie, indicando duas possiveis identificagoes:
Meyerozyma caribbica ou Meyerozyma guilliermondii.

Recentemente, Meyerozyma spp. tém despertado interesse ndo apenas pelo seu papel
tecnologico em fermentacdes, mas também pelo potencial probidtico apresentado por algumas
linhagens. Estudos indicam que cepas de M. guilliermondii ¢ M. caribbica exibem
caracteristicas desejdveis presentes em microrganismos probioticos, como tolerancia a
condi¢des gastrointestinais adversas, capacidade de adesdo a células intestinais e atividade
antimicrobiana frente a patdégenos (Goyal, Arora e Kocher, 2025). Além disso, essas espécies
sao capazes de produzir compostos antioxidantes e enzimas com potencial funcional,
reforgando sua aplicagdo em alimentos fermentados e bebidas (Martins et al., 2025). Embora
ainda ndo existam cepas de Meyerozyma sp. oficialmente reconhecidas como probidticas, os
estudos da darea obtidos até o momento demonstram seu potencial como microrganismos
funcionais emergentes. Em paralelo, o género Meyerozyma também tem sido associado
positivamente a processos fermentativos, contribuindo para o aumento da complexidade
sensorial e para a formagao de compostos volateis de interesse, especialmente quando em co-
inoculagdo com S. cerevisiae (Ciani € Comitini, 2011; Duarte, Amorim e Schwan, 2012).

A distingao entre essas espécies € relevante, uma vez que ambas tém sido relatadas como
leveduras ndo-Saccharomyces com potencial biotecnologico. M. caribbica, por exemplo, tem
sido associada a producdo de compostos volateis que contribuem para a complexidade
aromatica de bebidas fermentadas, como vinhos (Ciani e Comitini, 2011; Duarte, Amorim e
Schwan, 2012). Ja M. guilliermondii apresenta habilidade na producao de ésteres e alcoois
superiores, além de contribuir para a reducao de compostos indesejaveis durante a fermentacao
(Borren e Tian, 2020). Dessa forma, a presenca de isolados desse género em processos

fermentativos pode representar um potencial diferencial na qualidade sensorial da bebida.



Tabela 2. Identificacdo das espécies de leveduras envolvidas na triagem fenotipica.
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Propriedade Codigo Género Espécie

Controle CA-11 Saccharomyces S. cerevisiae
VSL5 Saccharomyces S. cerevisiae
VSL11 Saccharomyces S. cerevisiae
SL-P1 VSL14 Saccharomyces S. cerevisiae
VSL19 Saccharomyces S. cerevisiae
VSNI10 Saccharomyces S. cerevisiae
SN - P3 VSNI2 Saccharomyces S. cerevisiae
VSN14 Saccharomyces S. cerevisiae

CSI15 Meyerozyma N/ID
VSIS Saccharomyces S. cerevisiae
VSI6 Saccharomyces S. cerevisiae
VSIS Saccharomyces S. cerevisiae
SI- P4 VSI14 Saccharomyces S. cerevisiae
VSIIS Saccharomyces S. cerevisiae
VSI17 Saccharomyces S. cerevisiae
VSII8 Saccharomyces S. cerevisiae
VSII9 Saccharomyces S. cerevisiae
VSI20 Saccharomyces S. cerevisiae
VHI10 Saccharomyces S. cerevisiae
VHI11 Saccharomyces S. cerevisiae
H-P5 VHI12 Saccharomyces S. cerevisiae
VHI13 Saccharomyces S. cerevisiae
VHI15 Saccharomyces S. cerevisiae
VHI17 Saccharomyces S. cerevisiae
VHI18 Saccharomyces S. cerevisiae

Legenda: SL = propriedade 1; SN = propriedade 3; SI = propriedade 4 ¢ H = propriedade 5.
N/ID - Nao identificado.
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A predominancia de S. cerevisiae nas fermentagdes para produg¢do de cachaga ¢
amplamente reconhecida, sendo esta espécie considerada a principal responsavel pela eficiéncia
fermentativa e pela elevada tolerancia a condigdes estressantes, como altas concentragdes de
etanol e variacoes de temperatura (Badotti et al., 2009). Entretanto, leveduras nao-
Saccharomyces também desempenham papel importante nas fermentagdes de cachaga. Essas
espécies podem atuar em sinergia com S. cerevisiae, promovendo aumento na complexidade
sensorial e melhor equilibrio entre os compostos volateis formados (Portugal et al., 2017). De
acordo com Duarte, Amorim e Schwan, (2012) a co-cultura de S. cerevisiae com Meyerozyma
caribbica na fermentagdo melhorou a eficiéncia do processo fermentativo, bem como impactou
positivamente no perfil sensorial da bebida.

Durante as analises fenotipicas realizadas, observou-se que isolados pertencentes a
mesma espécie apresentaram diferencas quanto ao comportamento fisioldgico. Essa variacao
intrinseca pode ser explicada pela elevada diversidade genética existente entre linhagens de
uma mesma espécie, resultante de mutagdes pontuais, rearranjos cromossomicos e diferentes
condigdes ambientais as quais as leveduras foram expostas (Liti et al., 2009). Tais diferengas
podem influenciar diretamente a expressdo génica e, consequentemente, as caracteristicas
metabolicas observadas nos ensaios. Apesar da regido D1/D2 do 26S rDNA ser amplamente
utilizada para a identificagdo taxondmica de leveduras (Lachance et al. 2003), essa abordagem
possui limita¢des na distingao de linhagens muito proximas ou de variantes intraespécie. Nesse
sentido, metodologias mais abrangentes, como o sequenciamento completo do genoma (Whole
Genome Sequencing - WGS) ou o sequenciamento de regides multilocus (MLST), tém se
mostrado mais eficientes para revelar variacdes genéticas sutis, permitindo compreender de
forma mais aprofundada a diversidade intraespecifica e suas implicagdes fisiologicas (Peter et
al., 2018).

A selecdo das leveduras consideradas promissoras para a producdo de cachaca foi
realizada com base no desempenho da atividade invertésica relativa extracelular (Apéndice C;
Figura 4) dos isolados que permaneceram apds o teste de floculagdo. Dessa forma, foram
selecionados dois isolados provenientes de cada uma das quatro propriedades restantes
avaliadas, totalizando oito cepas de S. cerevisiae, além da levedura ndo-Saccharomyces CSI15,
identificada como Meyerozyma sp. A inclusao desta levedura na selegdo se deve ao seu
potencial biotecnoldgico e a possibilidade de contribuir para a complexidade aromatica da
bebida, conforme relatado em estudos recentes. Assim, as leveduras apresentadas na Tabela 3
foram consideradas as candidatas mais promissoras para a condugao dos ensaios fermentativos

em caldo de cana para producao de cachaga.
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Tabela 3. Leveduras promissoras para fermentacao de caldo de cana para producao de cachaga.

Propriedade Leveduras
SL - P1 VSL5/VSL19
SN - P3 VSN12 / VSN14
SI - P4 CSI15/VSI14/VSI9
H-P5 VH11/VHI2

Legenda: SL = propriedade 1; SN = propriedade 3; SI = propriedade 4 e H = propriedade 5.

4. CONCLUSAO

A triagem e caracterizagdo fenotipica das leveduras isoladas de unidades produtoras de
cachaca em Salinas-MG permitiram identificar um conjunto de cepas com potencial
biotecnoldgico relevante para uso em fermentagdes alcodlicas. Observou-se que a maioria dos
1solados pertenciam a espécie S. cerevisiae, confirmando sua predominancia e importancia na
eficiéncia fermentativa e estabilidade do processo. Contudo, a identificagdo de uma levedura
ndo-Saccharomyces do género Meyerozyma destaca a diversidade microbiana presente e aponta
para possiveis contribui¢des sensoriais diferenciadas na bebida.

Os ensaios de resisténcia a estresses, aliados a avaliacao da atividade invertasica e da
floculagdo, revelaram isolados com desempenho superior ao da cepa comercial (controle),
demonstrando adaptabilidade as condigdes tipicas da producdo de cachaga. Dessa forma, as
cepas selecionadas se configuram como candidatas promissoras para uso em fermentagdes
controladas, abrindo perspectivas para o desenvolvimento de inoculantes a partir de leveduras

nativas e a valorizagao microbiologica de cachagas regionais.
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Resumo

A fermentag¢do do caldo de cana em muitos alambiques brasileiros para produgdo de
cachaca ¢ conduzida por microbiota nativa da matéria-prima e do ambiente, o que pode resultar
em baixa reprodutividade fermentativa, elevada variabilidade sensorial e maior suscetibilidade
a contaminacado. O presente estudo avaliou o desempenho fermentativo de diferentes leveduras
na producdo de cachaga, em escala de bancada e piloto. O mosto de caldo de cana apresentou
pH inicial de 5,20, com redugdo para valores entre 3,64 ¢ 4,47 ao final de 24 horas de
fermentagdo. As analises por HPLC apontam maior hidrélise de sacarose e maior
disponibilidade de glicose (3,4 — 4,6%) e frutose (3,9 — 5,9%) para as cepas CSI15, VSI14,
VSI19 e VHI12, refletindo maior eficiéncia fermentativa inicial. A producao de etanol apds 24
horas variou de aproximadamente 1,2% (CA-11 e CSI15) a 3,0% (VHI12 e VSI19). As
populagdes finais de leveduras situaram-se entre 7,4 ¢ 12,7 Log UFC/mL, sendo VH12 o
fermentado com maior densidade celular e maior liberagdo de CO.. Em escala piloto, as
cachagas apresentaram teores alcodlicos entre 41,8 e 43,2% (v/v), atendendo a legislagao

brasileira. A maioria dos pardmetros fisico-quimicos permaneceu dentro dos limites
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estabelecidos pela Instrug¢do Normativa MAPA n° 539/2022; contudo, a cachaga CA-11
apresentou teor elevado de alcoois superiores totais (403,6 = 0,8 mg/100 mL de etanol anidro),
acima do limite legal, além de presenca de particulas em suspensao (PPS). O grupo focal
evidenciou perfis distintos entre as cachagas, com VH12 sendo a mais preferida e CSI15
destacando-se pelo perfil aromatico. Os resultados confirmam que a levedura utilizada exerce
influéncia decisiva sobre o desempenho fermentativo, a composi¢ao quimica e o perfil sensorial

da cachaca.

Palavras-chave: In6culo; Performance fermentativa; Fermentacdo alcodlica; Compostos
quimicos; Sensorial.

1. INTRODUCAO

A cachaga ¢ uma das bebidas destiladas mais representativas do Brasil, sendo
considerada um produto de relevancia econdmica, social e cultural (Ratkovich et al., 2023;
IBRAC, 2024). Muitos alambiques brasileiros conduzem a fermenta¢do do caldo de cana por
meio de microbiota nativa presente na matéria-prima ¢ no ambiente de producdo, gerando
bebidas com perfis sensoriais singulares e que preservam técnicas tradicionais centenarias
(Soares, Silva e Schwan, 2011; Da-Silva et al., 2023).

Apesar do valor cultural e historico do uso da fermentagdo espontanea, essa abordagem
pode resultar em baixa repetibilidade fermentativa entre os ciclos, maior variabilidade sensorial
e maior suscetibilidade a contaminagdo por microrganismos indesejados, comprometendo o
rendimento alcodlico e a qualidade da cachaga (Ribeiro, 2016). Dessa forma, a selecao e
aplicacdo de cepas autoctones, previamente caracterizadas e adaptadas as condigdes ambientais
das destilarias, tem sido apontada como estratégia tecnoldgica promissora para conciliar
padronizacao industrial com autenticidade sensorial regional (Silveira et al., 2021; Ratkovich
etal., 2023).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ amplamente reconhecida como o principal
agente fermentativo na producdo de cachaga devido a sua elevada robustez metabolica,
eficiéncia na conversao de agucares em etanol e resisténcia a condi¢des de estresse tipicas do
processo, como variagdes de temperatura e elevados teores alcoolicos (Alcarde, Monteiro e
Belluco, 2012). Entretanto, leveduras ndo-Saccharomyces também sdo frequentemente

associadas a fermentacdes espontaneas e podem contribuir de modo relevante para a formacao
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de compostos volateis, como ésteres, alcoois superiores e aldeidos, os quais desempenham
papel essencial no desenvolvimento do on-flavour do produto (Varela, 2016).

Nesse contexto, a avaliacdo da performance fermentativa de leveduras isoladas de
unidades produtoras e a composicao quimica dos destilados gerados pelas mesmas contribuem
para avangos tecnologicos capazes de fortalecer o setor de producgdo da cachaga de alambique,
promover aumento de produtividade e valorizar a biodiversidade microbiana brasileira (Da-
Silva et al., 2023; Ratkovich et al., 2023). Diante disso, este capitulo foi conduzido com o
objetivo de utilizar leveduras isoladas da regido de Salinas-MG, reconhecida pela tradi¢do na
produgdo de cachaga de alambique, avaliando seu potencial tecnologico em escala piloto,

composi¢ao quimica do destilado e atributos sensoriais associados a qualidade final do produto.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Leveduras

Os nove isolados de leveduras avaliados neste estudo estdo depositados na Colecdo de
Culturas do Laboratério de Microbiologia de Produtos Fermentados da Universidade Federal
de Vigosa (FERMICRO/UFV). Esses isolados foram previamente obtidos a partir de cana-de-
acucar e de caldo de cana fermentado (vinho) utilizado na produgdo de cachaga, provenientes
de quatro diferentes unidades produtoras da regido de Salinas—MG. O estudo anterior foi
iniciado com o isolamento de 156 leveduras, as quais foram posteriormente submetidas a etapas
de caracterizagdo fisiologica e identificagdo, resultando na selecao dos nove isolados utilizados
neste trabalho (Tabela 1). As culturas foram mantidas a - 80 °C em tubos criogénicos contendo
30% (v/v) de glicerol estéril e 70% (v/v) de caldo YPD (2% m/v de glicose, 2% m/v de peptona,
1% m/v de extrato de levedura e 2% m/v de agar) cultivado. A cepa Saccharomyces cerevisiae
(LNF CA-11), cultura comercial amplamente utilizada no pais para producao de cachaca, foi

utilizada como controle experimental.
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Tabela 1. Identificacdo das espécies de leveduras.

Propriedade  Codigo Identificaciao Origem
Controle CA-11 S. cerevisiae Comercial
VSL5 S. cerevisiae Vinho
SL-P1
VSL19 S. cerevisiae Vinho
VSNI12 S. cerevisiae Vinho
SN - P3
VSN14 S. cerevisiae Vinho
CSI15 Meyerozyma sp. Cana-de-agucar
SI - P4 VSI14 S. cerevisiae Vinho
VSI19 S. cerevisiae Vinho
VHI11 S. cerevisiae Vinho
H-P5
VHI12 S. cerevisiae Vinho

Legenda: SL = propriedade 1; SN = propriedade 3; SI = propriedade 4 e H = propriedade 5.

2.2. Performance fermentativa em escala de bancada

Inicialmente, foi realizado screening em bancada com todas as leveduras, com o
objetivo de avaliar seu desempenho em condi¢des controladas. Esse ensaio permitiu comparar
parametros essenciais, como consumo de agucares, producdo de etanol e comportamento
fermentativo no caldo de cana. Com base nesses resultados, foi selecionada a levedura
Meyerozyma sp. e apenas uma cepa de S. cerevisiae que apresentou melhor performance

fermentativa para a etapa de producao de cachaca em escala piloto.

2.2.1. Elaboracao do fermento

Os isolados foram utilizados como indculo para fermentacdo do mosto de cana-de-
agucar em escala laboratorial, conforme Gongalves et al. (2019). Inicialmente, cada isolado foi
padronizado (10% células/mL) e reativado em 5 mL de caldo YPD, seguido de incubagio a 28
°C overnight sob agitacdo. Posteriormente, as culturas foram centrifugadas (10.000 rpm /10
min.) e o pellet utilizado para inoculagao em 10 mL de mosto estéril (5 °Brix), com incubagao

a 30 °C sob agitagdo durante 24 horas. Em seguida, uma série de quatro etapas de ativagdes
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com diferentes volumes de mosto e teores crescentes de solidos soluveis totais (SST) foram
realizadas a fim de se produzir quantidade suficiente de fermento para a fermentagdo
propriamente dita. Da etapa 1 até a 4, foram utilizados: 10 mL de mosto (5 °Brix); 20 mL de
mosto (7 °Brix); 40 mL de mosto (9 °Brix) e 80 mL de mosto (11 °Brix), respectivamente. Apos
os respectivos periodos de incubagdo, o volume de cada frasco foi transferido assepticamente
para o frasco da etapa seguinte, até que se obtivesse volume final de 160 mL de fermento. O

mesmo procedimento foi realizado para a levedura controle (LNF CA-11).

2.2.2. Fermentacio em escala de bancada e analises fisico-quimicas e microbiolégica

A fermentacao do mosto foi realizada em recipientes de vidro de 500 mL com tampas
tipo airlock embutido, sendo conduzida a 30 °C por 24 horas, sem agitagdo. Para isso,
adicionaram-se 15% (v/v) do fermento em 300 mL de caldo de cana-de-agucar estéril com teor
de solidos soluveis (TSS) corrigido para 15 °Brix. Este procedimento foi realizado para cada
um dos isolados, bem como para a levedura controle (LNF CA-11), em triplicata. Com o intuito
de acompanhar o processo fermentativo, as seguintes analises foram realizadas no tempo O h e
a cada 6 horas de fermentacdo: medida de pH, com potencidmetro previamente calibrado
(Adolfo Lutz, 2008) e TSS (°Brix) com refratometro digital (Dorneman, 2016). Aliquotas de 10
uL correspondentes as diluigdes decimais seriadas foram plaqueadas, em triplicata, utilizando-
se a técnica de drop-plate em 4dgar YPD a 28 °C (Salvo et al., 2022). Ap6s 24 horas, as colonias
foram contadas e os resultados foram expressos em Log UFC/mL.

Além disso, aliquotas de 1,5 mL foram coletadas ao final do processo fermentativo para
determinagdo das concentragdes de agucares residuais (sacarose, glicose e frutose) e de etanol
em Cromatografo LC-20A (Prominence Shimadzu, Japao) equipado com detector de indice
refrativo RID-20A e coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, 9 pm, Munich, Germany), em
triplicata (Suman et al., 2011; Oriez et al., 2018). Para a corrida, utilizou-se solu¢do de 5 mM
de acido sulfurico (Millipore, Germany), com fluxo 0,7 mL/min e temperatura de 45 °C. A
concentragdo dos componentes quimicos foi determinada utilizando-se a corrida de modo
isocratico e curvas-padrdo, previamente elaboradas.

Todos os experimentos descritos foram realizados em triplicata. Inicialmente, os dados
foram submetidos a analise de normalidade para verificagao da distribuicao dos residuos. Como
os dados ndo atenderam aos pressupostos de normalidade, optou-se pela utilizacdo de testes
estatisticos ndo-paramétricos. Assim, foi aplicada a andlise de Kruskal-Wallis para verificar

diferencas significativas entre os tratamentos, seguida do teste de Mann—Whitney para
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comparagdes em pares, a fim de identificar quais tratamentos diferiram entre si, considerando

nivel de significancia de 5%. Todas as analises foram realizadas utilizando o software R.

2.3. Produc¢io da cachaca em escala piloto

Colonias puras das leveduras selecionadas foram reativadas em 10 mL de caldo YPD e
incubadas sob agitacao a 30 °C por 24 h. Em seguida, o cultivo foi sucessivamente transferido
para diferentes volumes e concentragdes crescentes de caldo de cana estéril, de modo a
promover o aumento gradual da biomassa em condi¢des similares as aplicadas ao processo
fermentativo da cachaga. A primeira transferéncia foi realizada para 100 mL de caldo de cana
ajustado a 5 °Brix, seguido de nova incubacao nas mesmas condigdes. Posteriormente, o cultivo
foi transferido para 240 mL de caldo de cana a 7 °Brix e, por fim, para 350 mL de caldo de cana
a 11 °Brix, mantendo-se a temperatura de 30 °C e agitagdo continua durante todas as etapas. A
produgdo das cachacgas foi realizada nas instalagdes do Instituto Federal do Norte de Minas
Gerais, campus Salinas (IFNMG), em planta piloto destinada a producdo de cachaca de
alambique (Figura 1B), conforme fluxograma a seguir (Figura 1A).

Inicialmente, a cana-de-agucar foi avaliada quanto ao grau de maturagao, selecionando-
se colmos em estagio de maturacdo completa. Apos essa avaliacdo, a cana foi cortada,
despontada, transportada ao local de processamento e processada em periodo inferior a 24 horas
apos a colheita, a fim de evitar perdas de qualidade e alteragdes microbiologicas do caldo. Em
seguida, realizou-se a lavagem da cana-de-agucar para remocdo de impurezas e fragdes
deterioradas. Posteriormente, procedeu-se a moagem dos colmos para extracao do caldo, o qual
foi filtrado em malha com abertura de 20 um para remocgao de particulas s6lidas. O caldo de
cana obtido foi utilizado como substrato para propaga¢do dos indculos em maior escala. Para
cada pré-indculo, preparou-se um mosto nutritivo contendo 500 mL de caldo de cana ajustado
para 1,5 °Brix. Em seguida, 700 mL de pré-indculo contendo a biomassa de leveduras foram
incorporados ao mosto, realizando-se homogeneizacdo por 10 minutos com auxilio de
compressor de ar e pedras porosas, seguida de repouso por 40 min, sem aeragao.

O indculo ativo foi transferido para dornas de propagacdo com volume util de 50 L,
iniciando-se a alimenta¢do com mosto cru na concentragao de 5 °Brix, sob aecragdo continua e
temperatura entre 28 e 30 °C. Sempre que o teor de acucares decaia para cerca de 2 °Brix, 3 L
de mosto a 6 °Brix eram adicionados, de modo a se assegurar as condigdes adequadas para o
crescimento celular. Esse procedimento foi repetido até que o volume util da dorna fosse

completado (50 L), o que ocorreu ao final de aproximadamente quatro dias. Apds a completa



82

atenuacdo dos acucares (0 °Brix), a aeracao foi interrompida e o sobrenadante foi removido,

preservando-se apenas o “pé-de-cuba”.
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Figura 1. Producdo de cachaca de alambique em escala piloto. A) Fluxograma simples de
produgdo. B) Operacdes da producao de cachaca: (1) - Recepcao da cana; (2) - Corte e lavagem
da cana; (3) - Moagem da cana; (4) - Elaboragdo do fermento “pé-de-cuba” com aeragao e (5)
- Fermentacao do mosto sem aera¢do. Fotografia a direita - Planta piloto de producao de cachaga

de alambique do IFNMG campus Salinas (MQG).
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Na etapa de fermentagdo, o “pé-de-cuba” remanescente recebeu sucessivas
alimenta¢des com mosto entre 10 e 15 °Brix, sem aeragdo e mantendo-se a temperatura entre
28 e 30 °C. Quando o teor de agucares atingia 3 °Brix, novas adi¢des eram realizadas de forma
crescente: seis alimentagdes de 8 L cada, utilizando mosto cru com concentragdes progressivas
de agucares. Foram realizadas uma adi¢ao de mosto ajustado para 10 °Brix, seguidas por duas
adigdes de mosto a 12 °Brix e, nas etapas finais, duas adi¢cdes de mosto ajustado para 15 °Brix.
Por fim, foram adicionados 10 L de mosto a 15 °Brix, obtendo-se um volume total de 50 L de
vinho fermentado. Apds a nova queda dos aglcares a 0 °Brix, o vinho passou por
“espelhamento” para sedimentacdo da biomassa (remog¢do da levedura em suspensdo),
garantindo maior limpidez da fracdo destinada a destilagcdo, enquanto o “pé-de-cuba” foi
mantido para conducao de ciclos fermentativos subsequentes. Ao todo, foram conduzidos 15
ciclos fermentativos consecutivos, com reaproveitamento do “pé-de-cuba”.

A destilagdo foi realizada em alambique de cobre durante aproximadamente 150 min.,
com temperatura de aquecimento da panela a 92 °C e 60 °C na coluna de destilagao (fluxo
lento), resultando em temperatura de saida do destilado de cerca de 28 °C. A fra¢do inicial do
destilado, denominada “cabeca”, equivalente a cerca de 5% do volume total, e a fragdo final
“cauda” foram descartadas, coletando-se exclusivamente a fracdo intermediaria, denominada
“corac¢do”. A cachaga obtida em cada ciclo foi acumulada para posterior padronizagdo do teor
alcodlico a 40 °GL mediante adicdo de agua destilada. As cachacas obtidas foram
acondicionadas em garrafas de vidro &mbar e armazenadas em ambiente arejado. Por fim, as
cachacas passaram pelo processo de descanso e amaciamento dos seus componentes quimicos

durante trés meses.

2.4. Analise fisico-quimica das cachacas

As amostras de cachaga produzidas neste estudo foram enviadas ao Centro de
Referéncia em Cachaca da Universidade Federal de Vigosa (UFV) Florestal para realizacao das
analises fisico-quimicas de acordo com os métodos oficiais estabelecidos pela legislacao

brasileira (Portaria n® 539/2022), conforme as metodologias apresentadas na Tabela 2.



Tabela 2. Metodologias utilizadas para analise fisico-quimicas de cachacas.

Parametros Unidade de medida Metodologia*
Aparéncia e cor - Visual
Teor alcoolico % v/va20°C Densimetro
Acidez volatil (acido acético) mg/100 mL etanol Titulagao
Esteres totais (acetato de etila) mg/100 mL etanol CG-FID
Aldeidos totais (acetaldeido) mg/100 mL etanol CG-FID
Alcool metilico mg/100 mL etanol CG-FID
Alcool sec-butilico mg/100 mL etanol CG-FID
Alcool n-butilico mg/100 mL etanol CG-FID
Alcool isobutilico mg/100 mL etanol CG-FID
Alcool isoamilico mg/100 mL etanol CG-FID
Alcool n-propilico mg/100 mL etanol CG-FID
Alcoois Superiores Totais mg/100 mL etanol -
Furfural e Hidroximetilfurfural mg/100 mL etanol HPLC
Coeficiente de Congéneres mg/100 mL etanol -
Lactato de Etila mg/100 mL etanol CG-FID
Carbamato de Etila ng/L CG-MS
Teor de Cobre mg/L FAAS

84

* Metodologias utilizadas pela equipe técnica do Centro de Referéncia em Cachaga da
Universidade Federal de Vigosa campus Florestal. GC - FID (Cromatografia gasosa com
detector de ionizagdo por chama); HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector UV); GC - MS (Cromatografia gasosa acoplado com Espectrometria de Massas); AAS
(Espectrometria de Absor¢cao Atomica com Chama).

2.5. Grupo de foco (Foccus group)

Os padroes de percepgao dos atributos sensoriais das cachacas produzidas foram obtidos

por meio de um grupo focal composto por seis participantes maiores de 18 anos, relatando

gostar moderadamente a muitissimo de cachaga, com frequéncia de consumo semanal a mensal.
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A participagdo foi voluntaria, sendo adotado como critério de inclusdo possuir o habito de
consumir cachaga, independentemente de experiéncia prévia em analise sensorial. O projeto foi
submetido e aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa no processo sob o n°
57221222.1.0000.5153, e todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) antes do inicio das atividades (Anexo I). A sessdo foi conduzida conforme
a técnica de grupo focal descrita por Ginon et al., (2014) e Costa et al., (2024), com adaptagdes.
Foram avaliadas duas amostras de cachaga, apresentadas individualmente ¢ em ordem
sequencial mondadica e codificadas com trés digitos aleatorios. Cada cachaca foi servida em
copo plastico transparente, contendo 5 mL do produto. Entre as degustagdes, os participantes
receberam biscoitos agua e sal e adgua para limpeza do paladar, além de p6 de café para
neutralizacao de possiveis residuos aromaticos.

Um moderador treinado conduziu a discussdo de maneira imparcial, estimulando a
participagdo de todos sem interferir nas respostas individuais. Durante a avaliacdo, os
consumidores foram incentivados a descrever espontaneamente atributos relacionados ao
aroma, sabor e sensagdo na boca, bem como aspectos ligados a qualidade percebida, preferéncia
e contexto de consumo da bebida. O didlogo seguiu um roteiro estruturado previamente definido
(Apéndice D). Toda a sessdo foi registrada em audio para posterior transcricao e analise das
informacdes. Os dados obtidos foram analisados qualitativamente por meio de software
IRaMuTeQ, empregando-se andlise de contetido para identificacdo de categorias tematicas e

padrdes de percepcao entre os participantes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Performance fermentativa em escala de bancada

O caldo de cana utilizado no experimento apresentou pH inicial de 5,2, valor compativel
com o reportado pela literatura para caldos recém-extraidos, que geralmente variam entre 5,0 e
6,0, dependendo da variedade, maturagdo, condi¢cdes de colheita e armazenamento, bem como
da presenca de microrganismos (Prati e Camargo, 2008). Logo apds a adi¢do do fermento
(mosto com inoculagdo - 0 h), observou-se uma brusca redu¢do do pH, efeito associado a
presenca de produtos metabolicos previamente acumulados, como &cidos organicos e
compostos intermediarios resultantes das sucessivas propagagdes para formagao do indculo
propriamente dito (Figura 2A). Esse comportamento indica que o fermento apresenta elevada

atividade metabolica, com pH variando de 4,33 = 0,31 a 3,36 + 0,14, refletindo a presenca de
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leveduras ativas e adaptadas ao ambiente fermentativo (Figura 2B). Essa condi¢do ¢ desejavel,
uma vez que o meio acido do fermento atua como barreira natural contra microrganismos
contaminantes, garantindo maior estabilidade microbioldgica durante o inicio da fermentacao
principal (Ladino-Garzon, Barrios-Rodriguez € Amorocho-Cruz, 2024).

Nas primeiras horas de fermentacdo (6 h), ocorreu elevacdo do pH, seguida de uma
queda gradual até o final do processo. Estudos demonstram que o pH de mostos fermentativos
ndo ¢ estatico, mas varia de forma dependente da composi¢do quimica inicial, da fonte de
nitrogénio assimilavel e da produg¢do de acidos organicos pelas leveduras. A capacidade tampao
da matriz do mosto pode atenuar eventuais variagdes, mas a dindmica de consumo dos agucares
continua a influenciar o pH ao longo da fermentagio (De-Barros e Ribeiro-Filho, 2025). A
medida que o crescimento celular prossegue e o metabolismo fermentativo se intensifica, ha
producao de novos acidos provenientes do catabolismo de agticares e aminoacidos, o que leva
novamente a reducao gradual do pH (Amorim et al., 2011). Por fim, a medida que a fermentagao
avanga, ha acimulo de 4cidos organicos, etanol e CO, resultando em queda progressiva do pH
até valores proximos de 3,5, conforme descrito por Miiller et al., (2023) e Felix, Ogbebor e

Vincent (2014).
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Figura 2. Resultados do pH. A) Performance dos isolados em relacdo ao pH ao longo das 24 h de fermentacdo. B) pH do fermento oriundo de
diferentes leveduras. C) pH do vinho ao final do processo de fermentagdo. Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (nivel de
significancia de 5% pelo teste Kruskal-Wallis € Mann-Whitney).
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A importancia do acompanhamento do pH durante o processo fermentativo esta
relacionada ao controle microbioldgico (Cardoso, 2020). Valores de pH do vinho acima de 4,5
favorecem a proliferacdo de bactérias indesejaveis, especialmente espécies de Lactobacillus e
Acetobacter, que competem com as leveduras por nutrientes e produzem acidos indesejaveis,
prejudicando o rendimento e a qualidade do destilado (Reis et al., 2018; Pirrone et al., 2025).
Por outro lado, valores inferiores a 3,5 podem reduzir a atividade enzimatica das leveduras,
levando a fermentagdo incompleta (Monteiro et al., 2018). No vinho fermentado por 24 h,
observou-se diferenca estatistica para cada um dos mostos fermentados (com excecdo de CA-
11 e CSI15; VSN14 e VH11), bem como variacdo de pH entre 4,47 + 0,01 ¢ 3,64 + 0,02,
demonstrando uma faixa esperada e de interesse ao final do processo fermentativo. Nao foi
observada correlacao direta entre o pH inicial dos fermentos e o pH final dos vinhos ap6s 24
horas de fermentagao, indicando que a dinamica do pH no meio fermentativo ¢ influenciada por
diversos fatores metabolicos e microbianos que ocorrem durante o processo de fermentagao.

No que se refere aos SST, todas as amostras apresentaram valores iniciais proximos de
15,5 °Brix, evidenciando a homogeneidade do mosto utilizado. Observou-se uma reducdo
progressiva dos valores de °Brix ao longo do tempo em todos os tratamentos, com valores finais
variando entre 8,5 e 12,5 °Brix (Figura 3A), o que era esperado tendo vista que as leveduras
metabolizam os aglcares fermentesciveis do substrato (Amorim et al., 2011). VSI14 e VH12
destacaram-se pela maior eficiéncia na reducdo dos SST durante as 24 horas avaliadas,
enquanto CA-11 apresentou cinética mais lenta de consumo de agtlicares. Entretanto, os valores
finais observados sugerem que as fermentagdes ndo foram concluidas dentro do periodo
analisado. De acordo com Cardoso (2020), ao final de uma fermentacao alcoolica completa, os
valores de °Brix devem se aproximar de zero, refletindo o esgotamento dos aglicares
disponiveis. Ainda assim, a queda significativa observada em 24 horas ja indica que algumas
leveduras apresentaram maior vigor fermentativo inicial, caracteristica desejavel para processos
industriais de produgdo de cachaga, indicando uma rapida adaptagdo ao meio e maior eficiéncia
na conversao de agticares em etanol (Basso, Basso e Rocha, 2011).

Além do acompanhamento do SST ao longo da fermentacao, foi realizada quantificagao
dos agtlicares residuais presentes nos vinhos ap6s 24 horas de fermentacdo por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (Figura 3B). O mosto sem inoculacao apresentou 16% de
sacarose, 0,5% de glicose e 0,4% de frutose. As amostras CA-11, VSLS5, VSL19, VSN12,
VNS14 e VHI11 apresentaram maior porcentagem de sacarose residual (variando de 9,6 a
12,4%), e, consequentemente, pouca hidrdlise em glicose (variando de 0,7 a 1,8%) e frutose

(variando de 0,5 a 1,3%) nas 24 horas avaliadas. Esse comportamento sugere menor capacidade
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inicial de adaptacdo metabolica, baixa eficiéncia da enzima invertase ou baixa expressao dos
genes relacionados a enzima, cuja agdo ¢ essencial para disponibilizar monossacarideos para a
glicolise e posterior producao de etanol (Reis et al., 2018). Por outro lado, CSI15, VSI14, VSI19
e VHI12 apresentaram quantidades consideraveis de glicose (variando de 3.4 a 4,6%) e frutose
(variando de 3,9 a 5,9%); esse perfil ¢ condizente com leveduras mais adaptadas ao meio, que
demonstram maior velocidade fermentativa inicial e maior capacidade de metabolizar acticares
simples, o que tende a resultar em maior produtividade alcoolica (Maicas, 2020).

A anélise dos teores de etanol (%) produzidos em 24 horas corroborou a relagdo entre o
consumo de agucares e a conversdo alcoodlica (Figura 3C). Os cultivos com as linhagens VSI19
e VH12, que apresentaram maiores proporcdes de glicose e frutose residuais no meio, também
foram os que resultaram nos maiores teores de etanol, alcancando valores proximos a 3%. Esses
resultados indicam que essas leveduras apresentam maior eficiéncia fermentativa inicial,
confirmando seu potencial biotecnologico para uso como culturas iniciadoras em processos de
produgdo de cachaga. Em contrapartida, CSI15 ¢ CA-11 apresentaram os menores valores de
etanol produzidos (aproximadamente 1,2%). A levedura Meyerozyma sp. apresenta menor
eficiéncia na conversao de agucares em ctanol; entretanto, diversos trabalhos destacam a
participacgao de diferentes leveduras nao-Saccharomyces na modulacdo do aroma e do sabor da

bebida (Padilla, Gil e Manzanares, 2016; Ciani, Canonico e Comitini, 2022).
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Figura 3. A) Performance dos isolados em relagdo ao SST ao longo das 24 h de fermentagdo. B) Porcentagem de sacarose, glicose e frutose presente
no vinho ap6s 24 h de fermentag@o. C) Resultados da produgdo de etanol (%) apds 24 h de fermentacdo. Linhas e barras seguidas da mesma letra
ndo diferem entre si (nivel de significancia de 5% pelo teste Kruskal-Wallis € Mann-Whitney).
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Em relagdo a densidade populacional, os dados obtidos indicam que as populagdes de
leveduras ao final da fermentacdo variaram entre 7,4 + 0,3 ¢ 12,7 £ 0,1 Log UFC/mL, sendo
CA-11 o tratamento que apresentou os menores valores; ja VH12 apresentou as maiores
densidades celulares, aproximando-se do valor atipico de 13 Log UFC/mL (Figura 4A). Valores
dessa ordem de grandeza sdo incomuns em fermentagdes alcoolicas em batelada; a maioria dos
estudos envolvendo fermentagdes alcodlicas por leveduras, em escala laboratorial ou semi-
industrial, reporta concentragoes celulares geralmente entre 6 ¢ 8 Log UFC/mL, podendo atingir
valores mais elevados (9 a 10 Log UFC/mL) apenas sob condi¢des especificas, como reciclo
celular, elevada carga de indculo ou processos industriais otimizados (Basso, Basso ¢ Rocha,
2011). O que poderia explicar em parte este fendmeno ¢ a ocorréncia de floculacdo e formacao
de agregados celulares que podem afetar tanto a dindmica do processo quanto a avaliacdo
quantitativa da biomassa. A floculagdo, fendmeno bem caracterizado para S. cerevisiae, resulta
da adesdo célula-a-célula mediada por proteinas e glicoproteinas codificadas por genes do tipo
FLO e ¢ modulada por variaveis do meio e pelas condi¢gdes de cultivo (Rossouw et al., 2015;
De et al., 2025). Esse comportamento leva a formacao de agregados que podem sedimentar ou
flutuar e, dependendo do protocolo de amostragem e pré-tratamento, superestimar ou
subestimar as contagens aparentes.

Além de VHI12 ter apresentado as maiores populacdes, foi responsavel pela mais alta
formacdo de espuma registrada entre as fermentagdes avaliadas, o que indica um vigor
fermentativo elevado (Figura 4B). As demais fermentagdes por diferentes leveduras avaliadas
exibiram perfis de formacdo de espuma menos intensos: VSN14, VSI14, VSI19 e VHI1
classificaram-se como de formagdao moderada; VSL19 ¢ VSNI12 como de formacgao leve;
enquanto CA-11 (controle), VSL5 e CSI15 apresentaram baixa formagdao de espuma. Essas
diferencas refletem variacdes intrinsecas no vigor fermentativo, na capacidade de atenuagdo
dos agticares e possivelmente no comportamento de agregacao celular e resisténcia ao estresse,
fatores que impactam diretamente no rendimento etanodlico e na eficiéncia do processo

(Westman et al., 2014; Divate et al., 2016).
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Figura 4. Comportamento fermentativo das leveduras. A) Populacdes de leveduras ao longo de
24 h de fermentagao (Log UFC/mL). Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (nivel
de significancia de 5% pelo teste Kruskal-Wallis e Mann-Whitney). B) Formagao de espuma
durante o processo de fermentagdo: (I) - Baixa produ¢do de espuma; (II) - Leve producao de
espuma; (III) - Moderada producao de espuma e (IV) - Alta produgdo de espuma.

A correlag@o observada entre atenuacao dos acucares, producdo de etanol, populacdes
finais de leveduras e produgdo de CO: justificou a priorizacao de cepas para escala piloto. Sendo
assim, a VHI2 (S. cerevisiae) foi selecionada por combinar esses resultados; ja CSI15
(Meyerozyma sp.) foi mantida por apresentar caracteristicas complementares que podem
contribuir para perfis sensoriais da bebida; e o controle CA-11 (LNF CA-11) foi incluido como

referéncia para comparagdo com padrdes comerciais.



93

3.2. Producgio da cachaca em escala piloto

Durante a propagacao das leveduras avaliadas, observaram-se comportamentos
tecnologicos distintos que merecem destaque (Figura 5). As leveduras CSI15 e CA-11 exibiram
a formacdo de bolhas de gds mais dispersas e de maior didmetro no meio de propagacao,
enquanto VH12 apresentou uma massa de leveduras concentrada na regido superficial, similar
a um deposito de células (“borra”). Esse tipo de fenomeno pode estar associado a floculagao ou
agregacao celular da levedura, o que afeta a suspensdo celular e a oxigena¢do do meio de
propagacao, fatores que influenciam o desempenho fermentativo (Parapouli et al., 2020).

Na fase de fermentagdo (sem aeragdo), as trés cepas apresentaram diferengas visuais na
formagdo de bolhas de CO-, o que sugere varia¢des em taxa de fermentacdo, liberagcdo de gas e
formac¢do de massa de células no tanque fermentador. A levedura CSI15 apresentou formagao
de bolhas menores, VH12 manifestou alta formacao de COx, inclusive com aparéncia de massa
de pao, e CA-11 exibiu bolhas maiores e irregulares. Em termos sensoriais, todas as trés
fermentagdes apresentaram aromas agraddveis, mas diferenciados entre si. VH12, por exemplo,
se destacou pelo aroma de fruta madura (como banana). Esse resultado € coerente com a
literatura que demonstra que leveduras distintas produzem diferentes composi¢des de
compostos volateis que conferem aroma e sabor caracteristicos a cachaca. Nova et al., (2009)
apontaram que o perfil aromatico da cachaga depende fortemente da levedura utilizada, das
condi¢cdes de fermentacdo e da microbiota presente no mosto (Nova et al., 2009).

Outro aspecto tecnologico relevante ¢ a velocidade de decantacdo da biomassa ao final
da fermentacao, visando o espelhamento do mosto (remog¢ao da levedura em suspensado), antes
da destilacdo. A decantacdo influencia diretamente na qualidade do fermentado a ser destilado,
reduzindo solidos suspensos e biomassa residual, que podem gerar defeitos ou alterar o
rendimento e composi¢do da destilacdo (Cardoso, 2020). Em todas as fermentagdes foi
observado tempo minimo de 24 h para que ocorresse o espelhamento, sendo que VHI12 nao
chegou a espelhar completamente no tempo observado. Esse atraso de espelhamento pode estar
relacionado a forte floculagdo superficial e baixa sedimentacdo da biomassa, o que pode
comprometer o processo subsequente. Estudos com fermentagdo de cachaga ja apontam para a
importancia da reciclagem celular e clarificacdo entre ciclos para manter o desempenho e a

composi¢ao volatil equilibrada (Stewart, 2018; Farias, Alcarde e Filho, 2020).
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Figura 5. Comportamento das leveduras nos estagios de propagacao (1, 4 e 7), fermentacao (2,
5 e 8) e espelhamento antes da destilacdo (3, 6 e 9). Cinza - Levedura CSI15; Amarelo -
Levedura VHI12 e verde - Levedura CA-11 (controle).

Finalmente, no processo de destilagdo, embora as primeiras destilagdes “lambicadas”
tenham apresentado rendimento menor de destilado “coragdo” (fragdo de interesse da cachacga)
—com o avango dos ciclos de fermentagado e adaptacao do fermento ao processo — o rendimento
aumentou nos ciclos subsequentes. Esse fendomeno pode ser explicado pela adaptacao
fisiologica da levedura, além de possivel melhoria no controle e operagao nos ciclos iniciados.
A literatura de destilagdo de bebidas alcoolicas e de cachaga em particular destaca que a
consisténcia da levedura em relagdo ao vigor fermentativo e a adaptacdo entre os ciclos sao
fatores criticos para se otimizar o rendimento e a qualidade (Farias, Alcarde e Filho, 2020;

Pereira, Acevedo e Alcarde, 2024).
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3.3. Analise quimica das cachacas

A avaliagdo dos parametros fisico-quimicos das cachacas CA-11, CSI15 e VHI12, a luz
dos limites estabelecidos pela Instru¢ao Normativa MAPA n° 539/2022 (Tabela 3), evidencia
que, de modo geral, as amostras encontram-se em conformidade com a legislagdo brasileira
vigente, com excecao do parametro de dlcoois superiores para CA-11.

A aparéncia e a cor sao atributos sensoriais relevantes na avaliagdo da qualidade da
cachaca, pois refletem diretamente as condi¢des de processamento e a estabilidade fisico-
quimica do produto. Embora a Portaria MAPA n° 539/2022 nao apresente um critério explicito
para aparéncia e coloragdo, esses atributos estdo implicitamente associados ao padrdo de
identidade da cachaca, especialmente no caso de bebidas ndo envelhecidas, que devem
apresentar aspecto limpido e incolor. Nesse contexto, as amostras CSI15 e VH12 apresentaram
transparéncia e auséncia de particulas em suspensao, indicando adequado controle das etapas
de destilagdo e repouso (descanso). Em contraste, a presenca de particulas em suspensao
observada na cachaga CA-11, ainda que sem alteracdo de cor, indica menor estabilidade da
bebida final, possivelmente relacionada a precipitagdo de 4cidos graxos, ésteres de cadeia longa
ou complexos metalicos, conforme descrito na literatura (Ro6zanski, Pielech-Przybylska e
Balcerek, 2020).

O teor alcodlico das trés bebidas situou-se entre 41,8 e 43,2% (v/v a 20 °C), atendendo
plenamente a faixa legal de 38 a 48% (v/v). Da mesma forma, os valores de acidez volatil,
aldeidos totais, ésteres totais, alcool metilico, furfural e hidroximetilfurfural, carbamato de etila
e teor de cobre permaneceram abaixo dos limites maximos permitidos, indicando adequado
controle das etapas de fermentacao, destilacdo e contato com materiais metalicos. No entanto,
a cachaca CA-11 apresentou o maior teor de alcoois superiores totais (403,6 = 0,8 mg/100 mL
de etanol anidro), ultrapassando o limite maximo de 360 mg/100 mL estabelecido pela
normativa, enquanto CSI15 e VHI2 permaneceram em conformidade. Os alcoois superiores,
também conhecidos como alcoois fusel, sdo formados predominantemente durante a
fermentagdo alcoodlica a partir do metabolismo de aminoécidos pelas leveduras, especialmente
S. cerevisiae, e, em concentragdes elevadas, podem resultar em aroma excessivamente intenso
e sensacdo gustativa mais aspera (Rodrigues Junior et al., 2025). Estudos clinicos e
experimentais demonstram que bebidas alcodlicas com maior teor de congéneres, incluindo os
alcoois superiores, estdo associadas a sintomas de ressaca mais intensos quando comparadas a
bebidas com baixo conteudo desses compostos, mesmo quando a ingestdo de etanol ¢

equivalente (Rohsenow e Hoewland, 2010; Verster et al., 2018). Como consequéncia, ha
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intensificacdo de processos inflamatérios e de estresse oxidativo, associados aos sintomas
classicos da ressaca, incluindo ndusea, fadiga e mal-estar geral (Van de Loo et al., 2020). Nesse
contexto, o teor elevado de alcoois superiores observado na cachaga CA-11 pode representar
ndo apenas um impacto negativo do ponto de vista regulatorio e sensorial, mas também um
potencial fator agravante dos efeitos fisioldgicos associados ao consumo da bebida.

Considerando-se que as trés cachagas foram produzidas a partir dos mesmos parametros
operacionais, as diferencas observadas para a CA-11, tanto em relagdo a instabilidade visual
quanto ao teor elevado de alcoois superiores, sdao atribuidas principalmente as caracteristicas
metabolicas da levedura utilizada como inéculo inicial. A literatura indica que diferentes cepas
de leveduras apresentam comportamentos metabolicos distintos (Moura et al., 2020). Apesar
do excesso de alcoois superiores, o coeficiente de congéneres da CA-11 (479,1 mg/100 mL)
permaneceu dentro da faixa permitida pela legislacdo (200 - 650 mg/100 mL), indicando que,
de forma global, a bebida mantém a identidade compativel com a cachaga, embora o teor
elevado desse grupo de compostos represente um fator critico do ponto de vista tecnologico e
regulatorio.

Durante a caracterizagao fisico-quimica dos destilados, observou-se que a amostra de
cachaca identificada como CA-11 apresentou concentracao de alcoois superiores totais acima
do limite méximo estabelecido pela legislacdo brasileira para cachaga. Em razdo dessa nao
conformidade, a amostra foi excluida da etapa subsequente de avaliagdo sensorial. Dessa forma,
a cachaca CA-11 ndo foi incluida na analise sensorial conduzida por meio de grupo focal,
garantindo que apenas amostras em conformidade com os padrdes legais fossem submetidas a

avaliagdo dos participantes.
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Tabela 3. Parametros fisico-quimicos das cachagas produzidas em comparagdo com as
referéncias (minimos e maximos) estabelecidas pela Instru¢ao Normativa MAPA n° 539/2022.

Cachaca Referéncia
Parametros
CA-11 CSI15 VH12 Minimo Maximo
N PPS APS APS
Aparéncia e cor
Transparente  Transparente Transparente - -
Teor Alcoodlico
(% v/va20°C) 43,2+ 0,0 41,8+ 0,0 42,0+ 0,0 38,0 48,0
Acidez Volatil 57,9+0,2 51,1 +0,1 86,7+ 0,4 - 150
Esteres totais* 8,4+0,0 7,8+0,6 9,6 +0,1 - 200
Aldeidos totais* 9,2+0,0 11,9+0,2 10,9 £0,2 - 30
Alcool metilico* 3,1+£0,0 42 +0,1 43+0,0 - 20
Alcool sec-butilico™® 0,9+0,0 <LQ <LQ - 10
Alcool n-butilico* 0,8+0,0 0,8 +0,0 0,8+0,0 - 3
Alcool isobutilico* 73.9+0,3 52,0+1,5 47,7+0,1 - -
Alcool isoamilico* 281,1+0.4 1739+2.4 180,3+0,3 - -
Alcool n-propilico* 48,6 £ 0,1 40,1 +£1,0 48,4 £ 0,1 - -
Alcoois Superiores
Totais* 403,6 £ 0,8 266,0+49  276,4+0,5 - 360
Furfural e
Hidroximetilfurfural* <LQ <LQ <LQ - 5
Coef. Congéneres™ 479,1 336.8 383,6,9 200,0 650,0
Lactato de Etila* 1,8 £0,1 1,6 £0,0 1,0+0,9 - -
Carbamato de Etila
(ng/L) <LQ <LQ <LQ - 210
Teor de Cobre
(mg/L) 0,2 0,5 0,5 - 5

Legenda: LQ: Limite de Quantificacdo; APS: Auséncia de particulas em suspensdo; PPS:
Presenca de particulas em suspensdo; *mg/100 mL de etanol: miligrama por 100 mililitros de
alcool anidro (etanol). A portaria MAPA n° 539/2022 determina que os teores de acidez volatil
(acido acético), aldeido totais (acetaldeido), ésteres totais (acetato de etila), alcoois superiores
totais e furfural devem ser somados para se obter o coeficiente de congéneres.
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3.4. Analise de grupo focal

A etapa inicial do grupo focal evidenciou que a cachacga possui forte valor afetivo para
os participantes, sendo associada a contextos de celebracdo, festas e a estabelecimentos
familiares (Figura 6A). Esses resultados corroboram com estudos que apontam a cachaca nao
apenas como produto alcoodlico, mas como um marcador identitdrio e cultural brasileiro,
fortemente ligado a convivéncia, tradigdes regionais ¢ memoria afetiva (Almeida e Dias, 2018).
No geral, todas as cachacas avaliadas foram mencionadas como agraddveis de serem
consumidas, porém cada uma delas apresentaram particularidades que evidenciam pontos
positivos e negativos em relagdo ao aroma, sabor e sensa¢ao na boca.

A cachaga CSI15 foi destaque em relacdo aos aromas, que foram definidos como
agradaveis de alcool e com fortes notas amadeiradas, apesar da cachaca ndo ser envelhecida em
barris de madeira (Figura 6B). Esse comportamento ¢ consistente com a literatura, que
demonstra que leveduras nao-Saccharomyces sdo reconhecidas por sua elevada capacidade de
producao de ésteres e compostos aromaticos de impacto positivo, tais como acetato de isoamila,
fendis leves e alcoois superiores em concentragdes moderadas, contribuindo para aromas
frutados, florais e adocicados (Jolly, Varela e Pretorius, 2014; Padilla, Gil e Manzanares, 2016).
Esses achados dao imsights em relacdo ao potencial tecnologico das leveduras nao-
Saccharomyces como ferramentas para a modulacdo e diferenciacdo sensorial de cachagas,
sobretudo quando o objetivo ¢ a valorizagdo do aroma e a redugdo da agressividade alcodlica.
Esses resultados preliminares sugerem que os atributos sensoriais auxiliaram na discriminac¢ao
entre as amostras, refletindo diferengas no perfil de fermentacdo das cachagas. Ao ingerir,
relatou-se predominio de percepgao de forte ardéncia na boca e reduzido aquecimento toracico,
sugerindo-se uma maior concentracdo de compostos irritantes, como aldeidos, que sdo
responsaveis pela sensacdo de pungéncia e queimacgao (Bortoletto, Correa e Alcarde, 2016;
Cardoso, 2020). O sabor foi descrito como neutro com persisténcia, sendo frequentemente
associado a um perfil facil de beber (“bebida tranquila”). A “quebra de expectativa” e
“impressao linear” sugerem desequilibrio entre aroma, sabor e sensagao tatil, atributos que sao
interessantes estarem em equilibrio na construgdo da qualidade sensorial de destilados.

A cachaca VH12 apresentou um perfil sensorial caracterizado por forte aquecimento na
garganta / peito (Figura 6C). Os 4cidos organicos presentes na cachaga reduzem o pH da bebida
e podem atuar como agentes irritantes da mucosa da garganta, intensificando a sensacdo de
aquecimento e ardor. Esses compostos também potencializam o efeito do etanol, tornando a

queimagdo mais intensa e persistente (Bortoletto, Correa e Alcarde, 2016). Aromaticamente e
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no sabor, destacou-se pelas notas adocicadas, de caldo-de-cana. A coexisténcia de descritores
como “bebida suave” e “bebida forte” indica elevada complexidade sensorial, com impacto tatil
elevado. A cachaga VH12 também apresentou forte polarizagao de preferéncia, sendo indicada

como “preferida”. Isso evidencia que seu perfil sensorial intenso pode ser atrativo para

consumidores que buscam cachagas mais encorpadas e expressivas.

A
afetivo
m {Ila
assoclacao
casa
B GG amacelrsdo
St _
‘ quebes
forte alcodlico
wpaciatv \
aroma
agradavel
Anear 9:
-
4
-#muo g muio
o O sxpectativa
S a O r quebra
impressdo N
neutro E 'c peito sabor, N
fone alcodlico | \
agradavel = . boca l'
b bersmlef‘l_e 5 ;gadewadolx-
o sensagao i”e:’! A
aquecimento 4 persistente
|
ardéncsa .I- !
." Il'
boca | petio
|
Sensegao BQ'chlmnl_q



100

o

aroma

UICMEan
1
sorn UG

agradavel

ot agradavel E cana

forte .
bebid peito

adocicado O sabor

prefendo

boca adocicado
suave

aquecimento

s
samor |

prafanio

Figura 6. Graficos de similitude e nuvem de palavras dos atributos sensoriais das cachacas. A)
Nuvem de palavras do papel social da cachaga; B) Atributos sensoriais da cachaga CSI15; e C)
Atributos sensoriais da cachaca VH12.

4., CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram que as leveduras avaliadas apresentaram
comportamentos fermentativos, tecnoldgicos e sensoriais distintos, influenciando diretamente
no desempenho do processo e a qualidade final das cachacas produzidas. Em escala de bancada,
observou-se que a dinamica do pH, o consumo de agucares, a produ¢do de etanol, a densidade
celular e a liberacdo de CO: variaram significativamente entre os isolados, evidenciando
diferencas intrinsecas no vigor fermentativo e na adaptagcdo metabolica ao mosto de caldo de
cana. A levedura VHI12 destacou-se por maior eficiéncia fermentativa inicial e potencial
biotecnoldgico, enquanto a levedura CA-11 apresentou cinética mais lenta, menor densidade
celular e menor producgdo de etanol em 24 horas. Em escala piloto, as diferencas observadas no
comportamento de propagacdo, floculacdo, liberacdo de CO: e decantagdo celular refor¢aram a

influéncia da levedura na conducdo do processo fermentativo. A andlise fisico-quimica das
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cachagas evidenciou conformidade geral com a Instru¢ao Normativa MAPA n°® 539/2022, com
exce¢do do teor de dlcoois superiores da cachaca CA-11, que ultrapassou o limite estabelecido,
além de apresentar menor estabilidade visual em decorréncia de particulas em suspensao. Ainda
assim, o coeficiente de congéneres permaneceu dentro da faixa legal. A avalia¢ao sensorial por
grupo focal permitiu discriminar os perfis das bebidas, indicando que as diferencas quimicas e
fermentativas se refletiram nos atributos sensoriais, sobretudo em aroma, sabor ¢ sensa¢ao na
boca. A cachaga CSI15 apresentou perfil aromatico diferenciado, com potencial de aplicagao
tecnologica. De forma geral, os resultados evidenciam que a selegdo criteriosa de leveduras ¢
um fator determinante para a modula¢ao do desempenho fermentativo, da composi¢ao quimica
e do perfil sensorial da cachaga, refor¢ando o potencial do uso de cepas alternativas, incluindo
leveduras nado-Saccharomyces, como estratégia para a diversificacdo e inovacdo no setor

produtivo da cachaga.
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APENDICE A — QUADRO DE PONTUACAO DOS ISOLADOS EM RELACAO A PERFORMANCE DE LNF CA-11 FRENTE A

DIFERENTES ESTRESSES FERMENTATIVOS
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95
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>100
>100
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2
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1

2

1
1

1
1

1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1

1
1
1
1

1
1
1

VHS
VH6
VH7
VHS
VH9
VH10

VHI11

VH12

VH13

VH14

VH15

VH16

VH17

VH18

VH20

*Sao 20 diferentes tratamentos, considerando os ensaios de estresse osmotico, temperatura, pH e etanol, desta forma, considerou-se a pontuagdo

de 20 pontos para a levedura CA-11 (referéncia) = 100%.
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APENDICE B — CURVA-PADRAO DE GLICOSE PARA ANALISE DOS RESULTADOS
DE ATIVIDADE INVERTASICA RELATIVA EXTRACELULAR

Absorbancia versus Glicose (umol)

Py ]
1.5 y =3,2215x- 0,0338
° R =0,9856
5 ®
g °
:.5—“: ° g ® Absorbancia
8
é 0.5 o ® Linear (Absorbancia)
o W
0.00 0,10 020 030 040 050 060

-0.5 .
Glicose (umol)



110

APENDICE C — RESULTADOS GERAIS DA ATIVIDADE INVERTASICA RELATIVA
EXTRACELULAR DOS ISOLADOS AVALIADOS

Propriedades Isolados Meédia + Desvio-Padrao (U)
Controle CA-11 0,0017 +0,0001 *
CSL 15 0,0028 + 0,0006
VSL5 0,0075+0,0013 a
VSL6 0,0045 +0,0010
VSLS 0,0019 + 0,0002 *
VSLO9.1 0,0025 + 0,0004
VSL9.2 0,0025 + 0,0005
SL - P1 VSLI11 0,0037 £0,0011
VSLI12 0,0076 £ 0,0019 a
VSL14 0,0028 + 0,0002
VSL15 0,0025 + 0,0002
VSL16 0,0023 +0,0008 *
VSLI19 0,0038 +0,0021 *
VSB6 0,0035 + 0,0009
VSB6.2 0,0020 + 0,0002 *
VSB7.2 0,0022 + 0,0001
SB - P2 VSBI3 0,0024 + 0,0009 *
VSB14 0,0028 +0,0014 *
VSB19 0,0012 + 0,0009 *
VSB20 0,0013 +0,0007 *
VSB21 0,0033 +0,0010
VSNI10 0,0034 + 0,0003
VSNI2 a 0,0061 +0,0016
SN - P3 VSN14 0,0048 + 0,0008
VSNI16 0,0020 + 0,0010 *
VSN17 0,0031 + 0,0003
CSI15 0,0063 +0,0007 a
VSIS 0,0073 + 0,0020 a
VSI6 0,0071 £0,0012 a

VSI7 0,0050 £+ 0,0009
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SI - P4 VSI8 0,0084 + 0,0014 a
VSIl4 0,0120 + 0,0044 a
VSI15 0,0075 % 0,0003 a
VSIl7 0,0078 + 0,0022 a
VSI18 0,0093 + 0,0026 a
VSI19 0,0107 + 0,0018 a
VSI20 0,0082 % 0,0003 a

VHI 0,0021 = 0,0007 *
VH2 0,0028 + 0,0007
VH3 0,0027 + 0,0016 *
VHS 0,0035 + 0,0008
VH6 0,0044 % 0,0004
VH7 0,0023 = 0,0004 *
VHS 0,0042 + 0,0003

H-P5 VH9 0,0046 + 0,0008
VH10 0,0013 = 0,0002 *
VHI1 0,0062 + 0,0008 a
VHI2 0,0043 + 0,0011
VHI3 0,0026 = 0,0013 *
VH14 0,0021 = 0,0004 *
VH15 0,0014 = 0,0007 *
VH16 0,0026 + 0,0007
VH17 0,0024 + 0,0009 *
VHI8 0,0031 % 0,0010
VH20 0,0026 = 0,0014 *

Legenda: Medida de atividade invertasica (U) expressa em pmol de ac¢tcar redutor/minuto. “*”
Correspondem a resultados que ndo diferiram estatisticamente do controle (LNF CA-11) e “a”
Maiores valores de atividade invertasica que nao diferem entre si (nivel de significancia de 5%
pelo teste Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)
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APENDICE D — ROTEIRO UTILIZADO PARA CONDUCAO DO GRUPO FOCAL DE

CACHACA
Regras Gerais

1. Falar um de cada vez;

2. Opinides divergentes sdo bem-vindas;

3. Nada ¢ técnico demais ou simples demais;

4. Foco no que cada um percebe;

Introducio ao tema

1. “Quando vocés pensam em uma cachaga que marcou a vida de vocés (boa ou ruim),
que cena, cheiro ou historia vem a mente?”;

2. “Se esta mesa fosse uma viagem pelo universo da cachaca, qual seria o papel de
vocés nela? Exploradores? Criticos? Curiosos?”;

Explicacdo da dinimica

1. Cada amostra sera avaliada uma de cada vez;

2. Os participantes podem cheirar, olhar, provar e conversar entre si;

3. A moderagdo fard perguntas criativas, ndo técnicas;

Avaliaciao das amostras (Estruturada para cada amostra)

e Primeiro contato — Impressoes iniciais:

1. “Ao levantar o copo pela primeira vez, o que chamou sua atencao? Nada muito
técnico - apenas o que veio a cabega.”;

2. “Se esta cachaca fosse um personagem, como ela chegaria na festa? Discreta,
exuberante, intensa, misteriosa?”’;

3. “Qual foi a primeira palavra, cor ou imagem que surgiu quando vocé sentiu o
aroma?”.

e Exploracio do aroma (sem mencionar ‘aroma’ diretamente):

1. “Fechem os olhos por um momento - que lugares ou memorias aparecem quando
vocés aproximam o copo do nariz?”;

2. “Conte em uma frase o que veio a sua mente quando vocé aproximou o copo do nariz
e que elementos da bebida fizeram vocé lembrar disso.”;

3. “Setivéssemos que organizar esta cachaca em uma prateleira de sensagdes, qual seria
a secao? Frutas? Quimico? Campo? Algo industrial? Outra?”;

4. “O que vocés percebem que muda entre a primeira e a segunda inspira¢ao?”’;

5. “O que na segunda inspiragdo fez vocé€ perceber algo diferente?”.

e Exploracao do sabor:

1. “Depois do gole, o que aconteceu primeiro na boca? O que apareceu em seguida?”’;

2. “O que na bebida provocou essa mudanca?”’;

3. “Imaginem que a cachaga estd contando uma historia. O inicio € como? E o meio? E
o fim?”;
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“O que te leva a perceber esse ‘meio’ ou esse ‘fim’ dessa forma?”;
“Que elementos vocés percebem que continuam na boca mesmo apos alguns
segundos?”.
Sensacao bucal / corpo:
“Descreva, em uma frase completa, como essa bebida se comporta na boca € com que
tipo de sensacao vocé a compararia?”’;
b
“Ela passeia devagar, permanece, corre rapido, ¢ afiada, macia, cremosa... como
vocés descreveriam?”’;
“Quais elementos da sensacdo contribuiram para essa percepcao?”’;
“Se a textura dela fosse um material (seda, lixa, algodao, agua, 6leo...), qual seria?”
b 9 g b g 9 b q
“Quais percepgoes te levaram a essa descrigao?”’.
Algum ponto destoante (defeitos sem induzir):
“Ha algo que chamou a atencdo de vocés de forma inesperada ou destoante?”’;
“Se pudéssemos ajustar um unico aspecto desta bebida, qual seria? E por qué?”’;
“O que na bebida fez vocé ter essa impressao?”.
Encerrando cada amostra:
“Se essa amostra tivesse uma personalidade, como vocés a descreveriam em uma
frase?”

Comparacio entre as amostras

“Se vocés tivessem que montar um ranking emocional - ndo técnico - qual delas
ficaria em primeiro lugar e qual em Ultimo? E o que motivou isso?”;

“Qual das cachagas se comporta como ‘a mais facil de beber’? E qual ¢ a mais
desafiadora? Por qué?”;

“Qual cachaga vocés acham que agradaria mais o publico geral? E qual ¢ mais ‘para
iniciados’?”’;

“Qual delas tem a personalidade mais marcante? E qual ¢ mais timida?”;

Conclusao

“Se vocés fossem recomendar uma dessas cachacas a um amigo, como contariam a
experiéncia para ele?”;

“Com base em tudo que conversamos, como vocés definiriam a identidade dessa linha
de cachacgas?”’;

“Que tipo de consumidor vocés imaginam que mais apreciaria cada uma delas?”.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr.(a) esta sendo convidado(a) como voluntéario(a) a participar da pesquisa “Producdo de
cachaca de alambique de qualidade no semidrido de Minas Gerais”, realizada sob
responsabilidade do professor Jos¢ Guilherme Prado Martin. Nesta pesquisa pretendemos
avaliar a qualidade de 2 amostras de cachaca produzidas a partir de leveduras isoladas no
semiarido de Minas Gerais. Esta andlise sensorial permitira identificar as principais
caracteristicas sensoriais ¢ a aceitagao global de cada cachaca produzida através da fermentagao
com essas leveduras. A pesquisa contribuird para a caracterizagdo de novas cachagas,
contribuindo para o desenvolvimento do setor de bebidas mineiro.

Para esta pesquisa adotaremos o seguinte procedimento: os participantes provarao 5 mL de cada
amostra de cachaca (previamente testadas quanto a presenca de componentes toxicos a partir
de andlise cromatografica por HPLC e CG-MS) e sera realizada uma analise denominada Grupo
Focal, na qual os participantes deverdo provar as amostras e através de uma conversa entre os
participantes, indicar aspectos que caracterizam as amostras, levando-se em consideragdo a
percepcao sensorial das amostras provadas. Haverd gravacgdes e sua participacdo sera de apenas
1 dia. O tempo total para realizagdo do teste ¢ estimado em 60 minutos. Os riscos envolvidos
na pesquisa estao relacionados principalmente a participantes que apresentem qualquer indicio
e/ou histdrico de dependéncia alcodlica ou intolerancia ao alcool. Dessa forma, caso o Sr.(a)
voluntario apresente algum nivel de intolerancia ou alergia aos componentes do produto,
solicitamos que nao participe desta pesquisa, para evitar quaisquer riscos € transtornos a sua
saude. Individuos propensos a dependéncia ao alcool ndo devem participar do estudo. Em caso
de necessidade, os pesquisadores se comprometem a prestar assisténcia médica por eventuais
problemas decorrentes do consumo das amostras de cachaga.

Para participar deste estudo o Sr.(a) ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. No entanto, a participagdo se da de forma voluntaria, sendo que os pesquisadores
nao se responsabilizam por eventuais gastos do participante, como deslocamento e alimentagao.
Apesar disso, diante de eventuais danos, identificados e comprovados, decorrentes da pesquisa,
o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizacdo. O Sr.(a) tem garantida plena liberdade de
recusar-se a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem
necessidade de comunicado prévio.

A sua participag@o ¢ voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que o Sr.(a) € atendido(a) pelo pesquisador. Os resultados da pesquisa
estardo a sua disposi¢ao quando finalizada. O(A) Sr.(a) ndo serd identificado(a) em nenhuma
publicacdo que possa resultar. Seu nome ou o material que indique sua participacao ndo serao
liberados sem a sua permissao.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de Microbiologia de Produtos
Fermentados (FERMICRO/UFV), localizado no Edificio Chotaro Shimoya (ECS/UFV), sala
326, e a outra sera fornecida ao Sr.(a). Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo
arquivados com o pesquisador responsavel por periodo permanente ap6s o término da pesquisa.
Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdoes profissionais de sigilo e
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confidencialidade, atendendo a legislagdo brasileira, em especial, a Resolucao 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude, e utilizardo as informagdes somente para fins académicos e
cientificos.

Eu, , contato , fui
informado(a) dos objetivos da pesquisa “Producao de cachaca de alambique de qualidade no
semiarido de Minas Gerais” de maneira clara e detalhada, e esclareci minhas duvidas. Sei que
a qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e modificar minha decisdao de

participar se assim o desejar. Declaro que concordo em participar. Recebi uma via original deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer
minhas davidas.

Nome do Pesquisador Responsével: Jos¢ Guilherme Prado Martin

Enderecgo: Edificio Chotaro Shimoya, 326, Universidade Federal de Vigosa, Av. PH Rolfs, s/n
Campus Universitario, Vigosa/MG.

Telefone: (31) 3612-5070

Email: guilherme.martin@ufv.br

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, vocé podera
consultar:

CEP/UFV — Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Universidade Federal de Vigosa

Edificio Arthur Bernardes, piso inferior

Av. PH Rolfs, s/n — Campus Universitario

Cep: 36570-900 Vigosa/MG

Telefone: (31)3612-2316

Email: cep@ufv.br

www.cep.ufv.br

Vicosa, de de 2025.

Assinatura do Participante

Assinatura do Pesquisador
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CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados desta tese demonstram que a levedura utilizada na fermentacao exerce
papel determinante na eficiéncia do processo, na composi¢ao quimica e no perfil sensorial da
cachaga, configurando-se como um fator central para a qualidade e diferenciagdo da bebida. A
abordagem integrada, envolvendo revisao da literatura, prospeccao de leveduras autdctones e
validacao experimental em escala de bancada e piloto, permitiu uma compreensao abrangente
dos impactos fisioldgicos, metabolicos e tecnoldgicos associados a selecdo de linhagens
fermentativas.

A prospeccao e caracterizacdo das leveduras isoladas de unidades produtoras da regidao
de Salinas (MQG) confirmaram a predominancia de Saccharomyces cerevisiae, a0 mesmo tempo
em que incluindo a identificacdo de uma levedura ndo-Saccharomyces do género Meyerozyma.
Os ensaios de tolerancia a estresses fermentativos, atividade invertasica e floculagdo
possibilitaram a sele¢ao de cepas adaptadas as condigdes tipicas da producao de cachaga e com
desempenho superior ao controle, indicando elevado potencial biotecnolégico.

A validagdo em escala de bancada e piloto demonstrou que as leveduras apresentam
comportamentos fermentativos e tecnologicos distintos, influenciando a cinética do processo, a
composicdo fisico-quimica e os atributos sensoriais das cachagas. As andlises indicaram
conformidade geral com a legislacdo vigente e evidenciaram diferencas sensoriais relevantes
entre as bebidas, reforcando o impacto direto da levedura na qualidade final do produto.

Como perspectivas futuras, destaca-se a necessidade de ensaios voltados a avaliagcdo da
estabilidade genética e tecnoldgica das leveduras promissoras ao longo de sucessivos ciclos
fermentativos, visando sua aplicacdo como culturas iniciadoras padronizadas e seu potencial de
producdo e comercializacdo. Adicionalmente, estudos envolvendo co-culturas entre leveduras
Saccharomyces e ndo-Saccharomyces devem ser conduzidos para aprofundar o entendimento
das interagdes microbianas e seu efeito sobre a cinética fermentativa e a complexidade sensorial
da cachaca. De forma geral, esta tese evidencia que a selecdo criteriosa de leveduras autoctones,
associada a avaliacdo de sua estabilidade e ao uso estratégico de culturas mistas, constitui uma
abordagem promissora para a melhoria do processo fermentativo, a diversificagdo sensorial e a

valorizacao de cachagas regionais.
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