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RESUMO

A cachaca é uma bebida genuina do Brasil e tem se destacado cada vez mais no mercado
nacional e internacional. A partir disso, a compreensdo de processos de fermentagao
espontaneos, juntamente com a inovagdo ¢ o desenvolvimento de microrganismos
selecionados possibilitam um futuro promissor para a qualidade da bebida. A fermentacao
espontanea traz consigo sabores caracteristicos € unicos de cada ferroir. Porém, ¢ mais
sujeita a contaminacao microbioldgica, fermentagdes ndo-uniformes e menor capacidade
de producdo. Em contrapartida, a fermentacdo com leveduras selecionadas de cachaca
proporciona a solu¢do para esses desafios. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar ¢ identificar a microbiota presente na fermentacao com levedura espontanea
e inoculada com Saccharomyces cerevisiae CA11, além de avaliar a performance de cada
uma delas. Para isso, foi realizado a fermentacao do mosto com posterior plaqueamento
de leveduras e bactérias totais em meio YEPG e Agar Nutriente. Apds a caracterizagio
morfoldgica das coldnias e isolamento, foi realizada identificagdo em MALDI-ToF.
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada para detectar
carboidratos, etanol e acidos organicos. O mosto fermentado com levedura inoculada
apresentou populacdo de leveduras maior que o mosto fermentado com levedura
espontanea do inicio ao final da fermentacdo. Foram identificadas as leveduras S.
cerevisiae, Candida valida e Schizosaccharomyces pombe no mosto fermentado com
levedura espontanea e S. cerevisiae, Saccharomycodes ludwigii e Zygosaccharomyces sp.
no mosto fermentado com levedura inoculada. Houve presenga de bactérias em ambos
os tratamentos, que foi diminuindo ao decorrer do tempo. Pseudomonas stutzeri
permaneceu ao longo de toda fermentagdo em ambos os tratamentos. A frutose foi o
actcar mais consumido, o fermento espontaneo consumiu mais glicose que o inoculado,
Jé& a sacarose foi mais consumida no mosto com a levedura selecionada. A produgdo de
etanol, em quantidade, foi maior no tratamento com fermentagao espontanea. Somente os
acidos succinico e acético foram detectados nos mostos. Portanto, ¢ possivel concluir que
a fermentacdo com indculo apresentou uma diversidade microbiana mais restrita e
produtividade de2,66 g/L/h. Entretanto, a fermentacao espontanea apresentou maior teor

de 4cido succinico, que ¢ desejavel para a cachaga, e uma produtividade de 3,8 g/L/h.

Palavras-chave: Cachaca; Fermentacdo espontanea; CA11; MALDI-ToF; CLAE.



ABSTRACT

Cachaca is a genuine beverage from Brazil and has become increasingly prominent in the
national and international market. From this, the understanding of spontaneous
fermentation processes, together with the innovation and development of selected
microorganisms enable a promising future for the quality of the beverage. Spontaneous
fermentation brings characteristic and unique flavors of each terroir. However, it is more
subject to microbiological contamination, non-uniform fermentations, and lower
production capacity. On the other hand, fermentation with selected cachaga yeasts
provides the solution to these challenges. Therefore, the aim of this work was to
characterize and identify the microbiota present in fermentation with spontaneous yeast
and inoculated with Saccharomyces cerevisiae CAl1l, in addition to evaluating the
performance of each of them. For this, the fermentation was performed with subsequent
plating of yeast and total bacteria on YEPG and Nutrient Agar medium. After
morphological characterization of the colonies and isolation, identification was
performed using MALDI-ToF. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was
performed to detect carbohydrates, ethanol, and organic acids. The must fermented with
inoculated yeast had a higher yeast population than the must fermented with spontaneous
yeast from the beginning to the end of fermentation. The yeasts S. cerevisiae, Candida
valida and Schizosaccharomyces pombe were identified in the must fermented with
spontaneous yeast and S. cerevisiae, Saccharomycodes ludwigii and Zygosaccharomyces
sp. in must fermented with inoculated yeast. There was a presence of bacteria in both
treatments, which decreased over time. Pseudomonas stutzeri remained throughout the
entire fermentation in both treatments. Fructose was the most consumed sugar, the
spontaneous yeast consumed more glucose than the inoculated yeast, while sucrose was
consumed more in the must with the selected yeast. Ethanol production, in quantity, was
higher in the treatment with spontaneous fermentation. Only succinic and acetic acids
were detected in the musts. Therefore, it is possible to conclude that fermentation with
inoculum presented a more restricted microbial diversity and productivity of 2.66 g/L/h.
However, spontaneous fermentation showed a higher content of succinic acid, which is

desirable for cachacga, and a productivity of 3.80 g/L/h.

Keywords: Cachaca; Spontaneous fermentation; CA11; MALDI-ToF; HPLC.
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1. INTRODUCAO

A cachaca é uma das bebidas mais representativas do Brasil e possui uma longa
historia desde a época da colonizacdo portuguesa. Ao longo dos séculos, a bebida se
tornou ndo apenas tradicdo cultural, como também um produto de importancia econémica
significativa para o pais (DE OLIVEIRA; DE OLIVEIRA; KAMIMURA, 2023).

De acordo com a legislagcéo vigente (PORTARIA MAPA N°539, DE 26 DE
DEZEMBRO DE 2022), o termo “Cachaga” é a designacdo Unica e caracteristica para a
aguardente de cana produzida no Brasil, com teor alcoolico entre trinta e oito e quarenta
e oito por cento em volume, na temperatura de vinte graus Celsius. A bebida € obtida
através da destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-aglcar e possui
caracteristicas sensoriais distintas. Portanto, fica estabelecida a cachaca como bebida
produzida exclusivamente no Brasil, deixando ainda mais claro sua importancia ao povo
brasileiro.

A producéo de cachaga envolve diferentes etapas, dentre elas o plantio da cana, a
moagem, fermentacgéo, destilagdo e armazenamento. Na fermentagdo, 0 mosto da cana-
de-acucar desempenha papel crucial na formacéo de aromas e sabores Unicos da cachaca
(MUTTON et al., 2020; DE OLIVEIRA; DE OLIVEIRA; KAMIMURA, 2023).

A fermentagéo espontanea ocorre com 0s microrganismos presentes naturalmente
no caldo de cana e no ambiente. Esse tipo de fermentacdo é conhecido por conferir a
cachaca a riqueza de sabores e aromas caracteristicos, muitas vezes associados ao terroir
de cada regido produtora. No entanto, essa abordagem também traz desafios, como a
suscetibilidade a contaminacdes e variacdes na qualidade do produto final, em relacéo a
variacbes nos teores de acidos organico e compostos secundarios presentes.
(RATKOVICH et al., 2023). Em contraste, a fermentacdo inoculada com leveduras
selecionadas oferece maior controle, previsibilidade de fermentacdo, mais eficiéncia
(MUTTON et al., 2020).

A levedura Saccharomyces cerevisiae CA11 é robusta, mais adaptada ao processo
de fermentacdo da cachaca, permanece no processo produtivo, possui facil separacéo do
mosto e compete tanto com leveduras ndo selecionadas quanto bactérias contaminantes
(MUTTON et al., 2020; DE OLIVEIRA; DE OLIVEIRA; KAMIMURA, 2023). Além
disso, De Almeida et al. (2019) e Mutton et al. (2020) relacionaram a cachaca fermentada
com CA11l com um produto de maior qualidade e melhores caracteristicas quimicas
(MUTTON, 2020; DE ALMEIDA. 2019).

Como cada regido apresenta caracteristicas ambientais e microbiota proprias, é
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possivel que as leveduras autoctones possam atribuir caracteristicas sensoriais
diferenciadas da localidade (BARBOSA et al., 2018). E mesmo com as dificuldades de
padronizacdo, alguns produtores ainda realizam a fermentacdo esponténea do caldo de
cana para fabricacdo de cachaca sem conhecimento da microbiota presente.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar e identificar a microbiota
presente na fermentacdo espontanea e inoculada com S. cerevisiae CA11, além de avaliar
a performance de cada fermentagéo.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 CACHACA

A cachaca é uma aguardente de cana-de-acucar produzida no Brasil com teor
alcoolico de 38,0 a 48,0% (v/v) a 20 °C, como descrito na Portaria MAPA n° 539, de 26
de dezembro de 2022. A bebida pode ser produzida exclusivamente e em sua totalidade
em alambiques de cobre, podendo utilizar o termo “Cachaca de Alambique”, ou
industrialmente com producdo em larga escala, através de colunas de destilacdo
(BRASIL, 2022).

Segundo o Instituto Brasileiro da Cachaca (IBRAC), a origem da cachaca foi no
Brasil por volta dos anos de 1516 a 1532, a caracterizando como o primeiro destilado
conhecido da América Latina. Desde seu inicio, a cachaca se tornou importante para a
sociedade brasileira sendo durante o fim do século XVI e inicio do século XVII, o
segundo produto industrial mais produzido, atrds somente do acucar. Ela ja teve poder de
moeda para a compra de escravos vindos da Africa e ja contribuiu com a reconstrugéo de
Lisboa apds o terremoto de 1756 através do dinheiro recolhido por impostos (SEBRAE,
2019).

O numero estabelecimentos produtores de cachaca registrados em 2021 foi de 936,
e estdo localizados em sua maior parte nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Espirito
Santo. Existe pelo menos uma cachacaria registrada em 10,97% dos municipios
brasileiros ou um estabelecimento registrado para cada 226.452 habitantes, demonstrando
como a bebida é enraizada na sociedade. Sdo quase 5.000 produtos registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), um aumento de 67% de
2019 a 2021, exemplificando o crescimento do segmento no mercado (MAPA, 2021).

A cachaga é exportada para 67 paises em um volume total de 7.221.219 litros, o
que gera uma rende de US$13.178.050, ou seja, um valor médio de US$1,83 US$/L. Os

maiores importadores em volume sdo Paraguai, Alemanha e Estados Unidos. Porém, a
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Arabia Saudita representa a melhor relacdo entre Valor/\VVolume de cachaca, que chega a
US$18,33 por litro (MAPA, 2021). Estes nimeros ilustram concretamente o potencial de
exportacdo desse destilado e como ele é importante para a economia brasileira. A
exportacdo gera renda, receita significativa e promove a cultura brasileira no exterior,

tornando a cachaca cada vez mais viavel economicamente.

2.2 PROCESSAMENTO DA CACHACA

A producdo da cachaca se inicia na etapa de moagem da cana-de-acUcar, onde se
obtém o caldo da cana (popularmente conhecido como “garapa’). Esse caldo passa por
um processo de filtragdo, normalmente utilizado a operacdo unitaria de decantacdo, para
retirar o excesso de matéria em suspensdo, principalmente os bagacilhos, que podem gerar
compostos indesejaveis durante a destilacdo (Figura 1) (GONCALVES et al., 2019).

Em seguida, o caldo segue para os fermentadores para iniciar o processo de
fermentacdo. A fermentacdo alcdolica € realizada por leveduras, principalmente S.
cerevisiae, mas outros géneros também podem ser encontrados, como Candida,
Debaryomyces, Hanseniaspora, Kloekera, Pichia e Zygosaccharomyces (DA SILVA,
2009).

A fermentacdo é vista como um ponto critico na producdo da cachaca porque esta
diretamente relacionada a producdo de componentes formadores do aroma e sabor
caracteristicos a bebida (RATKOVICH et al., 2023). As leveduras utilizadas podem ter
origem espontanea, comumente iniciadas com fuba, mandioca, entre outros, ou com 0 uso
de culturas iniciadoras, como a S. cerevisiae CAll, até a formacdo do pé-de-cuba
(SOUZA et al., 2013).

Continuando o processo, o mosto fermentado do caldo de cana-de-acUcar, é
levado até o alambique, onde ocorrera a destilacdo. Esse processo separa o destilado em
trés partes, comumente chamado de “Cabeca, Coracdo e Cauda”. Esse processo é de
extrema importancia, pois a separacao correta influéncia diretamente na qualidade fisico-
quimica da cachaca, onde somente a parte denominada “Coragdo” deve estar presente
(RATKOVICH et al., 2023).

A destilacdo é essencial na cadeia de producdo da cachaca que, se realizado da
maneira incorreta, pode gerar componentes indesejados na cachaca. O mosto deve ter
toda a matéria organica em suspensao retirada antes de seguir para o alambique, caso
contrério, esses residuos podem se depositar no fundo da panela de cobre, onde 0s

carboidratos sofrerdo decomposicGes dando origem ao furfural, um aldeido que,
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preferencialmente, ndo deve estar presente na cachaca (PEREIRA et al., 2003).

Por fim, depois de destilada, a cachagca segue para armazenamento ou
envelhecimento. O armazenamento em materiais inertes, como o0 ago inoxidavel é
realizado por produtores que ndo desejam ter as caracteristicas sensoriais da cachaca
alteradas, como cor, sabor e compostos volateis (Figura 1) (DE OLIVEIRA, 2022).

Outra maneira de se armazenar cachacga é através do envelhecimento, onde a
bebida é colocada em tonéis de madeira e vai adquirir aspectos sensoriais desses
recipientes, como cor, aroma e sabor. A cachaca pode ser colocada em barris de diferentes
tipos de madeira, sendo o carvalho o mais utilizado, e deixado em tempo indeterminado,
somente cuidando para que os padrdes de identidade e qualidade permanecam dentro do
exigido pela legislacio (ROSA; JUNIOR; FARIA, 2016).

Figura 1: Fluxograma de processamento da cachaca.

l

Moagem

‘_I__L,
Esponténea Inoculada
% Destilagdo <—J

Bagaco

Fonte: Proprio autor.

A cachaga, ao final de todo o processo, deve estar dentro dos Padrbes de
Identidade e Qualidade (PIQ) estabelecidos pela Portaria MAPA n° 539, de 26 de
dezembro de 2022. Esses padrdes garantem que a bebida esta propria para 0 consumo
humano e ndo ird causar danos a saude do consumidor, desde que ndo consumida em

excesso. A Tabela 1 mostra os parametros em que a cachaca deve se adequar para que
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possa ser comercializada e exportada (BRASIL, 2022).

Tabela 1: Parametros que estabelecem o PIQ da cachaca.

Parametro Min Max
Graduacao alcoolica, expressa em %, em v/v, a 20,0 °C 38 48
Acidez volatil, expressa em acetato de etila, em mg/100 mL de i 150
alcool anidro
Esteres totais, expresso em acetato de etila, em mg/100 mL de i 200
alcool anidro
Aldeidos totais, em acetaldeido, em mg/100 mL de alcool anidro - 30
Soma de Furfural e Hidroximetilfurfural, em mg/100 mL de i 5
alcool anidro
Soma dos alcoois isobutilico (2-metil propanol), isoamilicos (2-
metil-1-butanol e 3 metil-1-butanol) e n-propilico (1-propanol), - 360
em mg/100 mL de &cool anidro
Coeficiente de congéneres, em mg/100 mL de alcool anidro 200 650
Compostos fendlicos totais (para cachaca envelhecida) presente
Acucares totais (para cachaca), em g/L (expressos em glicose) - <6,0
Acucares totais (para cachaca adogada), em g/L (expressos em > 6.0 <30

glicose)

Fonte: adaptado de Portaria MAPA n°® 539/2022.

2.3 FERMENTACAO ALCOOLICA

O processo de fermentacdo € realizado por leveduras (e algumas bactérias) para a

obtengcdo de energia. Durante este processo, 0 microrganismo pode converter um

carboidrato, em alcool e gas carbonico (Figura 2). Para a fermentacdo alcodlica, que

ocorre na producdo na producdo de bebidas como a cachaca, o vinho e a cerveja, a

levedura mais utilizada ainda é a S. cerevisiae (MAICAS, 2020).
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Figura 2: Esquema da fermentacéo alcodlica.

Hidrolise (invertase)
»
»

Sacarose

Etanol

Glucose-6-P
Co2

Glucose-6-P

Frutose-6-P

Frutose-1,6-di-P P-Enolpiruvato

\) Glicerameidos.p——/'

Sacchoromyces cerevisiae

Fonte: Adaptado de DE OLIVEIRA; DE OLIVEIRA; KAMIMURA, 2023.

As leveduras sdao microrganismos facultativos, ou seja, podem realizar a
respiracdo ou fermentacdo. Em meio aerobio elas realizam a respiracéo e transformam o
acucar em agua e gas carbonico. Este processo é favoravel para a multiplicacédo celular e
normalmente utilizado no inicio da safra ou em momentos em que esse objetivo €
almejado. JA em meio anaerdbio, acontece a fermentacdo onde, os agUcares irdo ser
convertidos em etanol e gas carbonico, além de alguns outros subprodutos em menor
quantidade como glicerol e acidos organicos (ROSA; JUNIOR; FARIA, 2016).

A fermentacéo alcodlica acontece em trés principais etapas: (a) Fase preliminar -
onde o consumo de agucares é voltado predominantemente para a multiplicacao celular.
Ainda ndo acontece a producéo de etanol, ocorre liberacdo de CO> e uma alteragdo baixa
na temperatura. Essa etapa deve ser um periodo de duragdo curto, somente para que as
leveduras se adaptem ao meio. (b) Fase é a tumultuosa - nela ocorre a fermentacéo
principal, com um grande aumento na producéo de CO. e elevada producéo de alcool. A

temperatura também aumenta significativamente, j& que as reacdes sdo exotérmicas,
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também ocorre 0 aumento dos teores de acidos. Também acontece a formacéo de espuma
e, consequentemente, a diminuicao da densidade do meio. (c) Pés-fermentacéo - também
conhecida como fermentacdo complementar, nesta etapa os agucares que ainda estdo
presentes no meio sdo consumidos, ocorre uma diminui¢cdo na producao de etanol e na
temperatura do mosto, e menores quantidades de CO> sdo produzidas. Em contrapartida,
a acidez do meio se eleva (ROSA; JUNIOR; FARIA, 2016).

Além de etanol e gés carbdnico, alguns componentes conhecidos como compostos
secundarios sdo gerados em menor quantidade durante a fermentacéo. Eles se originam a
partir de vias metabdlicas diferentes. Os aromas e sabores dos destilados em geral sdo

provenientes destes compostos, em especial os ésteres e aldeidos (PEREIRA et al., 2003)

2.3.1 Fermentacdo do caldo de cana
2.3.1.1 Fermentacdo espontanea

A fermentacdo espontanea do caldo de cana-de-acUcar € uma préatica adotada,
majoritariamente, por pequenos produtores. Os microrganismos utilizados na
fermentacdo estdo naturalmente presentes na planta, agua e ambiente. E comum utilizar
0 “pé de cuba” para sua elaboracdo, e normalmente € utilizado uma fonte de amido, como
milho, arroz, mandioca, entre outros, adicionado ao caldo de cana diluido. Esse processo
recebe o0 nome de “fermento caipira” e € uma pratica mais suscetivel a contaminagao, por
ndo haver um controle da microbiota presente.

A microbiota presente nesse tipo de fermentacdo é muito diversa, normalmente
encontrando-se em grande volume a S. cerevisiae, mas também outros microrganismos
como Rhodotorula glutinis, Pichia caribbica, Pichia guilliermondii e
Zygosaccharomyces fermentati. Um dos beneficios da utilizacdo de leveduras selvagens
é uma performance enziméatica maximizada, ja que a S. cerevisiae sozinha normalmente
ndo produz quantidades significantes de proteases extracelulares, lipases e enzimas
proteoliticas (PORTUGAL et al., 2016).

O uso de leveduras com linhagem selvagem pode ser interessante para maximizar
a qualidade da bebida, a presenca de leveduras ndo-Saccharomyces no meio pode
aumentar as concentracdes dos componentes secundarios da bebida. Uma variedade
maior de leveduras (Pichia silvicola, Pichia andmala e Dekkera bruxellensis) pode trazer
caracteristicas sensoriais Unicas que melhoram o aramo e sabor da bebida, fazendo com
que exista uma aceitagdo maior dos consumidores (DIAS, 2010).

Por fim, o fermento espontdneo é, na sua mais simples definicdo, o
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aproveitamento das leveduras presentes no caldo de cana-de-agucar. Leveduras essas que
séo levadas a condigdes propicias para que ocorra sua multiplicagdo, formando o “pé-de-

cuba”, e a partir disso realizar a fermentacdo também conhecida como natural (DIAS,

2010).

2.3.1.2 Fermentac&o utilizando culturas iniciadoras

O uso de leveduras selecionadas como iniciadoras do processo de fermentagéo
para a producdo de cachaca é um dos pilares da pesquisa para aumento da qualidade. Com
a selecdo de leveduras é possivel melhorar a produtividade da fermentacéo, a diminuigéo
dos casos de contaminagédo e uma melhor homogeneidade do produto (SOARES; SILVA;
SCHWAN, 2011).

Em uma fermentacdo com leveduras selecionadas realizada da maneira correta,
com a dilui¢do do caldo de cana e pasteurizacdo do meio, a diversidade microbiana é
muito pequena, fazendo com que haja maior disponibilidade de micronutrientes para as
leveduras, consequentemente, a eficiéncia e a produtividade do processo fermentativo
serdo maiores. A cachaca produzida terd teores menores de acidez e de formacdo de
componentes indesejaveis para a bebida, além de maior teor de etanol (GONCALVES et
al., 2019).

A utilizaco de cepas selecionadas de S. cerevisiae na fermentagdo alcodlica para
producdo de cachaca tem a capacidade de maximizar a produtividade e melhorar a
qualidade da bebida, especialmente em relacdo aos teores de acidez presentes na bebida.
Cepas selecionadas sdo mais competitivas, dominam o ambiente, dificultam a
proliferacdo de bactérias e otimizam o tempo de processo ao eliminar o periodo necessario
para formacao do “pé de cuba” (PATARO et al., 2002).

A principal levedura comercializada para a producéo de cachaca € a CA11 por ser
selecionada a partir de leveduras selvagens de cachaca e pela sua eficiéncia. Porém
existem outras marcas e leveduras disponiveis no mercado e que possuem origens
distintas, e em alguns casos, produtores utilizam até mesmo fermento de panificacdo
(GONGCALVES et al., 2021).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIA-PRIMA E PROCESSAMENTO DA CACHACA
O caldo de cana foi obtido a partir da cana saudavel (variedade CO-421) e moida

no mesmo dia que a fermentagéo foi realizada. Para a produgdo da cachaga a partir da
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fermentacdo espontanea, foi utilizado o processamento padrdo do alambique (Fazenda
Boa Vista, Coronel Xavier Chaves, Minas Gerais, Brasil).

O “pé de cuba” foi elaborado a partir de 20 Kg de farelo de milho (fub&) no fundo
do cocho de fermentacdo. Em seguida, foram adicionados 20 L de agua potavel, fornecida
pela COPASA — Companhia de Saneamento de Minas Gerais, aquecidos a 35 °C.
Esperou-se cerca de 10 dias, e foi adicionado 10 litros de caldo a 5 °Brix e 35 °C, seguindo
assim por mais trés dias, abaixando a dilui¢do do caldo, aumentando o volume colocado
no cocho e mantendo o aquecimento da mistura. Até que se estabeleca o “pé de cuba” e
o fermento espontaneo esteja pronto para uso. Quando a quantidade minima de biomassa
é alcangada (em volume de 150 L), o caldo ndo passa mais por diluicdo sendo colocado
direto no cocho, neste experimento foi de 20 °Brix, em temperatura ambiente, com
volume final de 600 L.

Para a fermentacdo utilizando levedura inoculada (S. cerevisiae CA11), também
foram utilizados 600 L, porém com diluicdo do teor de acUcar até 14 °Brix. O
processamento seguiu o protocolo do fabricante em quatro etapas: as leveduras foram
hidratadas com 1:10 em agua; ativadas com adicéo de caldo diluido a 8 °Brix e aeracao
do sistema; propagacéo das leveduras com adi¢cdo de um volume maior de caldo diluido
a 10 °Brix e aquecido; fermentacdo com caldo diluido a 16 °Brix.

Durante o processo fermentativo foram retiradas amostras no inicio (tempo 0 h-
TO), meio de fermentacdo (12 horas- T12) e ao final da fermentacdo (24 h- T24), quando
0 °Brix estava zerado. As amostras foram retiradas na terceira batelada de fermentacéo,

em tubos tipo Falcon estéreis de 50 mL em triplicata.

3.2 METODO DE ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

As amostras coletadas foram imediatamente congeladas e levadas para o
laboratério das Fermentacfes, Departamento de Biologia, Universidade Federal de
Lavras - UFLA.

Para crescimento e isolamento de leveduras foi utilizado o meio de cultura YEPG
com pH 3,5 [(g/L: extrato de levedura 10 (HiMedia), glicose 20 (Dinamica), peptona 20
(HiMedia) e agar 20 (HiMedia)]. Para crescimento e isolamento de bactérias foi utilizado
0 meio de cultura Agar Nutriente com 0,4% de nistatina [Prati Donaduzzi], sendo
utilizado 28 gramas para cada litro de agua destilada.

A técnica de diluicdo seriada foi realizada com diluigdes de 10 a 10° UFC/mL e

plagueadas em triplicata. As placas de petri foram incubadas a 28 °C para leveduras e 37

17



°C para bactérias por 48 h. Apos o crescimento dos microrganismos, foi realizada a
contagem e identificacdo dos morfotipos crescidos nas placas. As caracteristicas
morfoldgicas avaliadas foram: forma, tamanho, superficie, borda, perfil e cor (Material
Suplementar — Tabela 1). Por fim, os morfotipos diferentes foram isolados por estria

composta para posterior identificacéo.

3.3 IDENTIFICA(;AO DOS MICRORGANISMOS POR MALDI-ToF

Para a identificacdo dos microrganismos, os isolados foram cultivados durante 18
h em placas de YEPG (para leveduras) e Agar Nutriente (para bactérias). A extracdo de
proteinas foi de acordo com o protocolo estabelecido pela Bruker, utilizando &cido
férmico e acetonitrila (Bruker Daltonics: Bremen, Germany). Um microlitro de extracao
foi colocado em cada spot da placa (triplicata), apds a secagem foi coberto com um
microlitro da solugdo matriz alfa-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) previamente
preparada em uma concentracdo final de 10 miligramas de CHCA/mL de solucdo
organica [etanol:acetonitrila:acido trifluoracético (10%) 1:1:1]. As placas foram secas em
temperatura ambiente e analisadas por MALDI-TOF MS (UltrafleXtreme MALDI-ToF
MS—Bruker Daltonics; Bremen, Germany).

Os isolados identificados com score acima de 2,0, foram crescidos em 500 pL de
seus respectivos meios de cultura liquido (YEPG e Agar Nutriente) por 48 h a 28 °C e 37
°C, respectivamente. Apds o crescimento, foram adicionados 500 pL de glicerol 40%

para preservacéo e congelamento.

3.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Carboidratos, etanol e acidos organicos foram avaliados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) no inicio, meio e tempo final de fermentacéo (0, 12 e
24 h). Trés mililitros de cada amostra foram centrifugados a 12745 RCF a 4 °C por 10
min. Para analise de &cidos organicos, 0 pH do sobrenadante sera ajustado para 2,11
usando uma solucgéo de acido perclérico (16 mM) e centrifugado novamente nas mesmas
condicBes. O segundo sobrenadante serd filtrado através de uma membrana de acetato de
celulose de 0,22 um e armazenado a -18 °C até analise.

Anélises de carboidratos e etanol foram realizadas em um sistema de
cromatografia liquida Shimadzu (Shimadzu Corp., Japdo) equipado com um sistema de
deteccdo dupla que consiste em um detector UV-vis (SPD 10Ai) e um detector de indice

de refragdo (RID-10Ai). Uma coluna de exclusdo idnica Shimadzu Shim-pack SCR-101H
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(7,9 mm x 30 cm) foi ajustada para uma temperatura operacional de 30 °C. Acido
perclérico (100 mM) foi usado como eluente a uma taxa de fluxo de 0,6 mL/min. As
curvas de calibragdo foram construidas com diferentes concentragdes de compostos
padréo.

Para acidos organicos, a solucdo resultante foi injetada na coluna cromatografica
(Shimpack SCR-101H - 7,9 mm x 30 cm). A analise foi realizada a 50 °C, usando uma
fase movel com ultrapura &gua e cido perclérico (pH 2,1) a uma taxa de fluxo de 0,6
mL/min. Os é&cidos (citrico, succinico, malico, latico, acético foram detectados por
absorcdo de UV (210 nm). Curvas de calibracdo foram construidos com padrbes para
quantificar os compostos quimicos (0,25 — 8 g/L). Os éacidos maélico, citrico e acético
foram adquiridos da Merck (Alemanha), o acido latico foi adquirido da Acros Organic

(Bélgica) e succinico da Sigma Aldrich (Alemanha).

3.5 Célculo de produtividade
A produtividade da fermentacdo é calculada em relacdo ao etanol produzido e
tempo de fermentacdo, segundo a equacao abaixo:
Q = (Pf-Pi)lt (Equacéo 1)
Onde:
Pf = concentracéo final de etanol [g/L]
Pi = concentracéo inicial de etanol [g/L]
t = tempo total de fermentacéo [h]

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da anélise dos resultados obtidos pelo plaqueamento e contagem dos
microrganismos (Figura 3), é possivel perceber diferencas populacdo da microbiota dos
tratamentos utilizando cultura iniciadora (TC) e espontanea (TE).

No inicio da fermentacio foi possivel perceber que para TC (4,85 x 10° UFC/mL)
a populacéo de levedura foi maior se comparado ao tratamento TE (7,95 x 10° UFC/mL).
No fim da fermentacdo, é possivel observar que a populacéo de leveduras diminuiu em
ambos os tratamentos. Entretanto, a levedura inoculada CA11 demonstra ser mais robusta
que a levedura espontéanea, pois a contagem de levedura permanece alta, diferentemente
da outra que esta em declinio (TC: 1,15 x 10*e TE: 2,17 x 10* UFC/mL).
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Figura 3: Populacdo total de leveduras e bactérias encontradas durante a fermentagéo

dos mostos com CA11 e espontaneo.
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Fonte: proprio autor.

A diminuicéo na viabilidade de leveduras durante a fermentacdo pode acontecer
devido a elevacao do teor de etanol presente no mosto, que inibe a atividade do fermento
até a morte celular (BARCELQOS, 2021). As leveduras selecionadas, como a CAll,
possuem maior performance durante toda a fermentacdo, maior resisténcia a maiores
concentragOes de etanol e tendem a dominar o processo fermentativo. Devido a esses
parametros, essa cepa € destacada como uma das melhores para a producdo de cachaca,
pois a populacdo de leveduras permanece estabilizada durante todo o processo,
independente das variages de componentes no meio (DUARTE; AMORIM; SCHWAN,;
2013).

Foi possivel notar diferenca entre a populacdo de leveduras ao final da
fermentagdo. TC (1,15 x 10* UFC/mL) apresentou uma populacdo final de leveduras
maior que TE (2,17 x 10! UFC/mL). Segundo Dias (2010), a quantidade de leveduras
selvagens tende a diminuir a medida que os ciclos fermentativos progridem. 1sso acontece
devido ao fato de o fermento espontaneo possuir participacdo significativamente maior
de leveduras ndo-Saccharomyces no meio, sugerindo que no fermento inoculado ha uma
participagdo maior de S. cerevisiae. Portanto, a quantidade de leveduras néo-
Saccharomyces tendem a diminuir ao decorrer do processo, de forma a acontecer uma

adaptacéo e selecéo natural de leveduras, permanecendo as mais resistentes, na maior
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parte do caso, a S. cerevisiae (DIAS, 2010).

Outro resultado importante obtido a partir da anélise de populagdo microbiolégica
foi a elevada presenca de bactérias em ambos os mostos, principalmente no inicio da
fermentac&o (em torno de 10° UFC/mL). Esse fato pode ser explicado pela utilizagdo do
caldo de cana-de-acgucar in natura, ou seja, 0 a cana € moida no engenho e o caldo extraido
segue para a filtragem e logo em seguida é despejado nos cochos de fermentacao, sem
passar por nenhum tipo de tratamento térmico para inibicdo ou inativacdo dos
microrganismos naturalmente presentes.

A presenca de alta populacdo de bactérias pode indicar atencdo as Boas Praticas
de Fabricagdo, além de se tornar um problema para a fermentacdo de cachaca, uma vez
que prejudicam o processo, competindo por nutrientes e formando outros compostos
diferentes do etanol (DA SILVA; LOPES, 2022).

No caso do fermento espontdneo, a pratica de nao-esterilizacdo do meio é
importante porque grande parte das leveduras que surgem no meio estdo presentes na
cana-de-agucar e chegam até o cocho de fermentacdo junto com o caldo, porém, como
demonstrado neste trabalho, junto com as leveduras vem uma quantidade consideravel de
bactérias. Desta forma, o fermento deve ser robusto e competitivo o bastante para se
sobressair e dominar o ambiente (GONCALVES et al., 2021).

Ao decorrer do tempo, a quantidade de bactérias presentes no mosto é reduzida, o
que pode ser explicado por varios fatores, como o dominio do processo pelas leveduras,
aumento no teor de etanol presente no mosto, j& que as bactérias sdo ainda mais
suscetiveis que as leveduras, e diminui¢do do pH do mosto (COSTA, 2017). Em ambos
os tratamentos houve uma diminuicdo da populacdo bacteriana, com maior decréscimo
em TC (3,50 x 10® UFC/mL) do que em TE (1,40 x 10* UFC/mL). Esse resultado pode
ter sido influenciado pela melhor dominancia da CA11l no cocho de fermentacdo e
populacgéo inicial mais alta.

Apos a etapa de plagueamento e contagem foi realizado a caracterizagdo dos
morfotipos crescidos nas placas. Foram isolados 164 microrganismos, sendo 88 bactérias
e 76 leveduras (Material suplementar — Tabela 1), demonstrando uma ampla diversidade
microbioldgica no mosto, possivelmente devido a pratica ndo-pasteurizacdo do caldo de
cana-de-agucar mencionada anteriormente.

Os gréficos presentes na Figura 4 apresentam leveduras e bactérias identificadas
(com score acima de 2 para identificagdo de espécie e acima de 1,7 para identificacdo de

género) em cada periodo da fermentacéo.
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Figura 4: Identificacdo dos microrganismos isolados durante a fermentacéo do mosto.

09 o
© O ©

Fermentacdo com CA11l: A= inicio de fermentacdo, B= 12 horas de fermentacdo, C= 24 h de
fermentagdo; Fermentagdo Espontinea: D= inicio de fermentacdo, E= 12 horas de fermentagdo,
F= 24 h de fermentacdo. m Leveduras: m Saccharomyces/ S. cerevisiae, m Candida valida, =
Saccharomycodes ludwigii, = Zygosaccharomyces, = Scchizosaccharomyces pombe.

m Bactérias: m S. aureus, m Pseudomonas/ P. stutzeri, m Microbacterium, m Bacillus/B.
megaterium, -~ B. cereus, = Pseudoxanthomonas, Arthrobacter gandavensis, Acinetobacter
radioresistens.

Para nivel de espécie foi considerado apenas identificacdes com score igual ou maior que
2,0, e nivel de género, score igual ou acima de 1,7. Demais identificacGes estdo no
Material complementar (Tabela 2).

Fonte: proprio autor.

A microbiota identificada foi diferente durante a fermentacdo em ambos 0s
tratamentos (Figura 4). Em TC, foi identificado no inicio da fermentacéo as leveduras S.
cerevisiae  (predominantemente), Saccharomycodes ludwigii e 0 género
Zygosaccharomyces. Pseudmonas stutzeri, Microbacterium e Pseudoxanthomonas foram
as bactérias identificadas. Com 12 horas de fermentacdo, apenas bactérias foram
identificadas pelo equipamento, se destacando Bacillus cereus, Bacillus megaterium,
Staphylococcus aureus e Arthrobacter gandavensis. No final da fermentacéo, o género
Saccharomyces foi o Unico identificado para leveduras e Acinetobacter radioresistens e
Pseudomonas para bactéria (Figura 4).

A presenca de S. ludwigii pode estar relacionada com a contaminacao do caldo de
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cana, ja que foi identificada no inicio da fermentacéo. Essa levedura € muito utilizada na
producdo de cerveja sem ou com baixos teores de alcool devido a sua incapacidade de
fermentar a maltose. Para a cachaca, ela pode ser interessante devido a sua capacidade de
produzir compostos aromaticos que agregam sabor a bebida (PUERARI et al, 2016).
Esteves et al. (2019) estudaram uma cepa de S. ludwigii para fermentacdo de vinho. Os
autores concluiram que vinhos cuja fermentacédo foi governada por S. ludwigii UTAD17
apresentaram baixos niveis de compostos aromaticos secundarios e eram quimicamente
distintos daqueles fermentados por S. cerevisiae (ESTEVES et al., 2019).

A diversidade de bactéria identificada foi diminuindo ao longo da fermentacéo,
restando apenas uma espécie identificada. Entretanto, é possivel lembrar que alguns
isolados ndo foram identificados.

No fermento espontaneo as seguintes leveduras foram identificadas no inicio da
fermentacdo predominantemente Candida valida e em menor quantidade, o género
Saccharomyces. P. stutzeri, S. aureus, Microbacterium e Pseudoxanthomonas foram as
bactérias identificadas. As mesmas espécies e géneros identificados em TC, exceto para
S. aureus. Esse resultado pode indicar que essas bactérias sdo contaminantes do solo,
cana, agua ou ambiente de producdo. De acordo com Nova (2009), leveduras do género
Candida s&o frequentemente encontradas em fermento espontaneo e tem a capacidade de
se multiplicar no meio dependendo das condi¢es do processo e da reinsercdo de
microrganismos através do caldo de cana.

As espécies de Candida podem ter dois nomes que se correlacionam com o estado
de crescimento do fungo: um nome anamorfo associado ao crescimento e replicagéo
assexuada (apenas mitose) do fungo e um nome teleomorfo associado ao crescimento e
replicacdo sexual (PEREIRA, 2022). A C. valida também é conhecida como Pichia
membranifaciens em telemorfo, ela pode se desenvolver em alimentos de pH baixo por
ser resistente a concentra¢fes maiores de acido acético (FIRAT, 2020), explicando sua
resisténcia no mosto da cachaca.

O género Saccharomyces e espécie Schizossaccharomyces pombe foram
identificadas com 12 horas de fermentagdo. Oliveira et al. (2005), obtiveram resultados
ruins com a fermentacdo utilizando S. pombe isolada, j& ge ela produziu baixos teores de
alcoois superiores e de compostos volateis, de forma que o aroma final da bebida foi
afetado. Porém, ela demonstra ter uma eficiéncia muito grande na producéo de etanol, o
que aumenta o rendimento da fermentacdo (OLIVEIRA et al., 2005) em relacdo a

producdo de alcool. Nesse tempo de fermentacdo, apenas B. megaterium foi identificada
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para TE.

Ao final da fermentacdo, apenas C. valida, B. cereus e Pseudomonas foram
identificados em TE. Um dos pontos principais que podem ser analisados na Figura 4 foi
a persisténcia de bactérias ao longo da fermentacao, o que demonstra que algumas delas
tem mais tolerancia ao aumento da concentracao de etanol e diminuicdo do pH no mosto.
A bactéria que mais persistiu em ambos os tratamentos (TC e TE) foi a Pseudomonas
stutzeri que normalmente, tem sua origem a partir da 4gua ou do solo.

Uma hipotese para explicar a sua presenca em ambos 0s mostos pode ser a ma
higienizacdo da cana-de-agucar antes de ser moida no engenho, que pode conter
resquicios de solo, explicando assim o aparecimento desta espécie de bactéria. Outra
hiportese para a contaminacdo € através da agua que, apesar de ser fornecida pela
COPASA e passar por andlise de qualidade periodicamente, pode ter a presenca de
bactérias resistentes como a Pseudomonas. Essa bactéria tem uma grande diversidade
fisiologica e bioquimica, de modo que a permite crescer em locais extremos, como a agua
do mar, ela também consegue crescer anaerobicamente (LALUCAT et al., 2006).

Através da analise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foi
possivel avaliar a concentracdo de carboidratos, etanol e acidos organicos durante a
fermentacdo do mosto. Dessa maneira, observando a Tabela 2 foi possivel comparar a
performance de fermentacao dos fermentos utilizados e analisar quais componentes foram

mais produzidos/consumidos por cada tratamento ao longo do tempo de fermentacéo.

Tabela 2: Consumo de carboidratos durante a fermentacéo espontéanea e
utilizando CA11.

Concentracéo (g/L)

Tratamento  Carboidrato TO T24 % de consumo
Sacarose 6457 + 1,70 1535 + 1,86 76,23
TC Glicose 2688 =+ 168 6,94 =+ 0,09 74,20
Frutose 2820 + 1,16 0,90 =+ 0,06 96,82
Sacarose 50,04 =+ 396 25,15 * 0,64 49,74
TE Glicose 61,44 =+ 214 457 =+ 453 92,56
Frutose 58,58 =+ 102 055 = 0,00 99,06

24



TC: Mosto fermentado com levedura CA11; TE: Fermentacdo espontidnea do mosto. TO: Inicio

de fermentacao; T24: Fim de fermentacao.
Fonte: proprio autor.

E possivel observar que hé diferenca entre a concentragio inicial dos componentes
entre os dois tratamentos (TC e TE). Isso pode acontecer devido a complexidade da
amostra e quantidade do mosto a ser fermentado (600 litros).

A frutose foi o carboidrato mais consumido durante a fermentacdo para os dois
tratamentos seguido da glicose e sacarose. Glicose e frutose sdo monossacarideos e
facilmente consumidos pela maioria dos microrganismos (ROSA; JUNIOR; FARIA;
2016).

A glicose foi um pouco mais consumidaem TE (92,56%) do que em TC (74,20%),
entretanto, em TC (74,23%), a sacarose foi muito mais consumida se comparada com TE
(49,74%). O mosto fermentado com levedura espontanea tinha maior concentracéo inicial
de monossacarideos, desta forma, ndo foi necessario utilizar alta concentracdo de
sacarose, como em TC.

O consumo desses carboidratos gera a producéo de etanol e gas carbénico (ROSA,;
JUNIOR; FARIA; 2016). Na Tabela 3, pode-se observar as concentracdes de etanol no
inicio e ao final da fermentagdo. A concentracdo de etanol no inicio da fermentacdo pode
ser explicada pelo volume de mosto que sobra junto com o ‘pé de cuba’ no fundo da

dorna, visto que as amostras foram retiradas na terceira batelada de cada cocho.

Tabela 3: Producéo de etanol durante a fermentacao espontanea e utilizando

CA1l.
Concentracéo (g/L) Quantidade
produzida
Tratamento T0 T24 (g/L) % de producéo
TC 17,09 + 1,03 80,90 £ 0,77 63,81 373,39
TE 28,00 = 0,04 119,45 + 0,39 91,45 326,62
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TC: Mosto fermentado com S. cerevisiae CA11; TE: Mosto com fermentacdo espontanea. TO:

Inicio de fermentacgdo; T24: Fim de fermentacao.
Fonte: proprio autor.

Apesar de a levedura inoculada ter tido uma porcentagem de aumento em relacéo
ao inicio maior, TC (373,39%) e TE (326,62%) ela produziu, em quantidade, menos
etanol que o outro tratamento (63,81 g/L). A levedura espontanea, portanto, conseguiu
produzir mais etanol durante a fermentacdo (91,45 g/L). O fermento inoculado é
selecionado visando o aumento da produtividade, porém as condi¢des climéticas na
fazendo onde ocorreu o experimento podem ter influenciado na sua performance, ja que
o0 experimento foi realizado durante o inverno (agosto/2023), e a levedura espontanea ja
¢ ambientada ao local. Temperaturas baixas diminuem o metabolismo das leveduras e
fazem com que a reagéo ocorra de maneira mais lenta.

Também foi avaliada a producéo de acidos organicos durante a fermentacdo. Os
acidos analisados foram o citrico, tartarico, malico, succinico, latico e acético, porém

somente 0s acidos acético e succinico foram detectados no mosto (Tabela 4).

Tabela 4: Deteccdo de acidos organicos durante a fermentacdo espontanea e utilizando

CA1ll.
Concentracéo (g/L) Quantidade % de
Tratamento  Acido Inicial Final produzida (g/L) producéo
Succinico 2,07 % 0,24 4,77 + 0,57 2,70 130,83
Te Acético 2,68 + 154 3,78 = 0,78 1,10 50,95
Succinico 0,94 + 0,05 4,89 * 0,76 3,95 421,31
e Acético 3,64 =+ 0,95 575 £ 0,61 2,11 57,92

TC: Tratamento com levedura CA11; TE: Tratamento com levedura espontanea.
Fonte: proprio autor.

Como esperado, o fermento espontaneo apresentou quantidades maiores de acido
acético no mosto (5,75 g/L). Esse acido é produzido majoritariamente por bactérias
acéticas e sua presenca € indesejada na producgdo de cachaga (MACHADO et al., 2021).
Isso pode ser explicado pela maior contagem de bactérias neste tratamento, pelo fato de
ndo ser inoculado e o processo de multiplicacdo celular ser mais demorado no inicio, a

competicdo entre 0s microrganismos é maior.
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Outro ponto muito interessante € a producdo do acido succinico, que tem sua
presenca desejada em bebidas alcoolicas, ja que ele tem a capacidade de reagir com outras
moléculas e formar ésteres (FEJZULLAHU et al., 2021). A levedura esponténea produziu
uma quantidade muito maior deste acido, chegando a um aumento de 421,31% em relagéo
a quantidade inicial, enquanto a levedura inoculada promoveu um aumento de somente
130,83%. Uma das explicacOes para essa diferencga é justamente a selecdo de leveduras.
Ao realizar essa selecdo visando uma produtividade melhor, acontece a diminuicdo da
producdo de componentes que ndo estdo na via principal de conversdo das reacfes que
ocorrem durante a fermentacao, que é o caso do acido succinico.

Por fim, produtividade da fermentacdo € um importante parametro para avaliar a
velocidade da fermentacdo e tomar decisdes sobre como otimizar o processo. Por
exemplo, aumentar a temperatura ou adicionar nutrientes pode aumentar a velocidade da
fermentacdo e, portanto, aumentar a produtividade. Os valores encontrados para esse
parametro foram 2,66 g/L/h para o fermento inoculado com S. cerevisiae CA1l e 3,8
g/L/h para o fermento espontaneo.

5. CONCLUSAO

Houve diferenca entre a diversidade microbiana encontrada em cada tratamento e
tempo de fermentacdo, de forma que no fermento espontaneo foi encontrado maior
diversidade de microrganismos e maior populacdo de bactérias. Além disso, as
populacdes de levedura permaneceram mais estaveis no fermento inoculado e diminuiram
consideravelmente ao decorrer do processo no fermento espontaneo. A populacdo de
bactérias diminuiu ao longo do tempo em ambas as fermentacdes.

Em relacédo a performance de fermentacéo, também houve diferenca entre os dois
tratamentos. No fermento inoculado com S. cerevisiae CA11 a producéo de acido acético
foi menor, como esperado, evidenciando que houve uma menor contaminagao no mosto.
Ja no fermento esponténeo, a producéo de etanol e acido succinico foram mais elevadas,
demonstrando boa performance de fermentacdo. A maior produtividade do fermento
espontaneo (TE: 3,8 g/L/h e TC: 2,66 g/L/h) pode ser explicada devido a adaptagéo da

microbiota ao local em que o experimento foi realizado.
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Material Suplementar

Tabela 1 — Caracterizagao morfoldgica dos isolados de mostos de cachaga por fermentagao espontanea e CA11.

Amostra Colonia Repetigédo

Caracteristicas morfoldgicas:

Forma Tamanho Superficie Borda Perfil Cor
1 . .- Estria . Lisae
Y_I;Z_FO>G 1 5 Circular Média Concéntrica Lisa convexa Creme
CAll 2 L Circular Pequena ESAma. Lisa Lisa e Branca
2 Concéntrica convexa
1 . .- Estria . Lisae
Y_I;Z_FO>G 1 5 Circular Média Concantrica Lisa Convexa Creme
CAll 2 . Circular Pequena ESAma. Lisa Lisae Creme
2 Concéntrica convexa
1 L Circular Grande/Média ESAma. Lisa Lisa e Creme
2 Concéntrica convexa
YEPG 1 Estria Lisae
T0 2 Circular Média A Lisa Creme
2 Concéntrica convexa
CAll . .
1 . Estria . Lisae
3 Circular Pequena o Lisa Creme
2 Concéntrica convexa
1 . .- Estria . Lisae
Y_IIE_EG 1 5 Circular Média Concéntrica Lisa convexa Creme
CAll 2 L Circular Pequena ES}“a. Lisa Circular Creme
2 Concéntrica
1 . - Estria . :
YEPG 1 5 Circular Média Concantrica Lisa Circular  Branca/Creme
T0 1 . .- Estria . . Bege/Marrom
CALL 2 5 Circular Médio/Pequeno Concantrica Lisa Circular claro
3 1 Circular Pequena Lisa Circular Creme



Estria

2 Concéntrica
1 Lisa,
Circular Grande Es}rla_ Lisa Convexa e Creme
2 Concéntrica com cume
central
1 i Creme com
YEPG Circular Pequena ESAma. Lisa Circular ~ vermelho no
T12 2 Concéntrica .
meio
CAll .
1 Estria Cinza
Circular Média - Lisa Circular transparente
2 Concéntrica .
com brilho
L Circular Pequena ESAma. Lisa Circular ~ Branco palido
2 Concéntrica
L Circular Média ESAma. Lisa Circular Branco
2 Concéntrica
1 . « «

YEPG 5 Circular Grande Algoddo  Fllamentosa  Algodéo Branco
T12 1 Estria Cinza quase
CAll Circular Média . Lisa Circular  transparente e

2 Concéntrica .
com brilho
; Irregular Médio/Pequeno Granulosa Arredondada Granulosa Branco palido
YEPG 1 . .
T12 Circular Meédia/Pequena ESAma. Lisa Lisae Creme
2 Concéntrica convexa
CAll
YEPG ' Estria Coh\llseia e
T12 Circular Grande AL Lisa Creme
CALL 2 Concéntrica com cume

central



L Circular Pequena ES}r'a. Lisa Lisae Creme
2 Concéntrica convexa
YEPG 1 Estria Lisa e
T12 Circular Pequena - Lisa Creme
2 Concéntrica convexa
CAll
1 Lisa,
Circular Grande ESAtr'a. Lisa Convexa e Creme
2 Concéntrica com cume
YEPG
central
T24 1 Estria
CA11 5 Circular Média Concéntrica Lisa Circular Creme
L Circular Pequena ESAma. Lisa Circular Creme
2 Concéntrica
1 Lisa,
] Estria . Convexa e
Y_II_52P4G 2 Circular Grande Concéntrica Lisa com cume Creme
central
CAll 1 Estria
Circular Média N Lisa Circular Creme
2 Concéntrica
1 . Estria . ]
Y_II_52P4G 5 Circular Pequena Concantrica Lisa Circular Creme
CAll L Circular Muito Pequena ESAma. Lisa Circular Creme
2 Concéntrica
1 . - Estria . )
Y_II_52P4G 5 Circular Média Concéntrica Lisa Circular  Branca Creme
CAll L Circular Pequena ES}r'a. Lisa Circular  Branca Creme
2 Concéntrica
YEPG 1 Circular Média Es}rla_ Lisa Lisae Branca Creme
T24 2 Concéntrica convexa
CAll 1 Circular Pequena Lisa Branca Creme




Estria Lisa e
2 .
Concéntrica convexa
1 . Estria . Lisa e
Y_II_52P4G 5 Circular Grande Concantrica Lisa convexa Creme
CAll 1 Circular Média ESAtr'a. Lisa Lisa e Creme
2 Concéntrica convexa
1 Circular Grande EsAtrla_ Lisa Lisa e Creme
2 Concéntrica convexa
1 Estria Lisa e Creme com
Circular Média a Lisa vermelho no
YEPG 2 Concéntrica convexa .
meio
TO ESP ) .
1 . Estria . Lisae
Circular Pequena Ay Lisa Branco
2 Concéntrica convexa
. Irregular Média ESAma. Lobulada Lisae Branco
2 Concéntrica convexa
1 . Estria . )
YEPG 5 Circular Grande Concéntrica Lisa Circular  Amarronzado
TOESP 1 Circular Média ESAma. Lisa Circular Branco
2 Concéntrica
; Circular Média Granulosa Lisa Granulosa Branca
YEPG 1 . . Estria . )
TO ESP 5 Circular Média Concéntrica Lisa Circular Creme
L Circular Pequena ESAtr'a. Lisa Circular Quase
2 Concéntrica transparente
1 . . .
YEPG 5 Circular Média Granulosa Lisa Granulosa Branca
TOESP ; Circular Média Estria Lisa Circular Creme

Concéntrica



Estria

L Circular Pequena . Lisa Circular Creme

2 Concéntrica

; Circular Média Granulosa Lisa Granulosa Branca
YEPG 1 . .- Estria . .
TO ESP 5 Circular Média Concantrica Lisa Circular Creme

L Circular Pequena ESAma. Lisa Circular Creme

2 Concéntrica

L Circular Grande Filamentosa Lisa Algodao Marrom no

2 centro

1 . .
YEPG 5 Circular Pequena Granulosa Lisa Granulosa Branca
TOESP L Circular Pequena ESAma. Lisa Circular Creme

2 Concéntrica

L Circular Muito Pequena ESAma. Lisa Circular Creme

2 Concéntrica transparente

; Irregular Grande Algodao Lisa Algodéo Branco

1 Preto,

2 Circular Grande Algodao Lisa Algodéo amarelo e

branco

YEPG L Circular Grande Granulosa Lisa Achatada Branco

2
TO ESP .

1 Lisa,

Circular Média ES}r'a. Lisa Convexa e Amarronzado
2 Concéntrica com cume
central
L Circular Pequena Granulosa Lisa Granulosa Branco

N



L Circular Pequena ES}r'a. Lisa Lisae Creme
2 Concéntrica convexa
1 Lisa,
YEPG . Estria . Convexa e
T12 Circular Grande . Lisa Creme
ESP 2 Concéntrica com cume
central
1 Lisa,
. Estria . Convexa e
Y_II_ElPZG 9 Circular Grande Concéntrica Lisa com cume Creme
ESp . central
5 Irregular Grande Algoddo  Semborda  Algodao Branco
1 Lisa,
. Estria . Convexa e
Y_II_ElPZG 5 Circular Grande Concantrica Lisa com cume Creme
ESP central
1 . - Estria . Lisae
Circular Média . Lisa Creme
2 Concéntrica convexa
YEPG 1 Estria Lisae
T12 Circular Média/Grande . Lisa Creme
2 Concéntrica convexa
ESP
1 Circular Média Granulosa Lisa Granulosa Branca
YEPG 2
1 . - Estria .
FINAL Circular Média . Lisa 0 Creme
ESP.(2) 2 Concéntrica
' 1 . Estria . Creme
Circular Pequena . Lisa 0
2 Concéntrica transparente
Y_II_52P4G ; Circular Média Granulosa Lisa Granulosa Branca
ESP 1 Circular Média Lisa 0 Creme



Estria

2 Concéntrica
L Circular Pequena ES}r'a. Lisa 0 Creme
2 Concéntrica transparente
YEPG 1 Estria Lisa e
T24 Circular Média N Lisa Creme
2 Concéntrica convexa
ESP
YEPG ' Estria Coh\llseia e
T24 Circular Grande o Lisa Creme
2 Concéntrica com cume
ESP
central
L Circular Grande Algodao Lisa Algodao Branco
2
YEPG .
1 Lisa,
T24 Estria Convexa e
ESP Circular Grande . Lisa Creme
2 Concéntrica com cume
central
1 . - Estria . Lisa e .
AN. TO 5 Circular Média Concéntrica Lisa COnVexa Branco pélido
CALL . Circular Pequena ESAma. Lisa Lisae Branco palido
2 Concéntrica convexa
1 Estria Lisa e Branco,
Circular Média A Lisa palido e com
2 Concéntrica convexa .
brilho
AN.TO L Circular Pequena ES}“a. Lisa Lisae Branco pélido
2 Concéntrica convexa
CAll .
1 Lisa, .
] . Estria . Convexa e Cinza
Circular Média/Grande . Lisa amaronzado
2 Concéntrica com cume claro

central



1 Lisa, .
. . Estria . Convexa e Cinza
Circular Média/Grande A Lisa amaronzado
2 Concéntrica com cume
claro
central
; Circular Média Granulosa Lisa Granulosa  Muito branca
L Circular Mpedia ESAtr'a. Lisa Lisa e Verde claro
2 Concéntrica convexa
L Circular Média ESAma. Lisa Lisa e Amarelo claro
2 Concéntrica convexa
1 . - Estria . Lisae Amarelo
AN.TO 2 Circular Media Concéntrica Lisa convexa alaranjado
CALL L Circular Média ESAma. Lisa Lisa e Branco pélido
2 Concéntrica convexa
L Circular Pequena ESAma. Lisa Lisa e Branco pélido
2 Concéntrica convexa
L Circular Média ES}“a. Lisa Lisae Esverdeada
2 Concéntrica convexa
1 . - Estria . Lisae Amarelo
AN.TO 2 Circular Média Concéntrica Lisa convexa alaranjado
CALL L Circular Média ESAma. Lisa Lisae Branco palido
2 Concéntrica convexa
L Circular Pequena ESAma. Lisa Lisa e Branco pélido
2 Concéntrica convexa
L Circular Média ES}r'a. Lisa Lisa e Branco pélido
2 Concéntrica convexa
AN. TO 1 Estria Lisae
CAll Circular Pequena o Lisa Branco pélido
2 Concéntrica convexa
1 Circular Grande Lisa



2 Estria Lisa e Creme
Concéntrica crateriforme acinzentado
4 1 Circular Média ES}r'a. Lisa Lisae Ar_narelo
2 Concéntrica convexa brilhante
1 1 Irregular Média/Grande ESAtr'a. Lisa 0 Amar_elo
2 Concéntrica alaranjado
1 . - Estria )
AN.TO 2 5 Circular Média Concéntrica Lisa 0 Amarelo claro
CALL 3 1 Circular Média ESAtr'a. Lisa 0 Branco pélido
2 Concéntrica
1 . Estria . .
4 5 Circular Pequena Concéntrica Lisa 0 Branco pélido
1 1 Circular Média ESAma. Lisa Lisae Amarelo
2 Concéntrica convexa
1 . - Estria . Lisa e Amarelo
AN.TO 2 2 Circular - Média/Grande Concéntrica Lisa convexa alaranjado
CAll 3 1 Circular Meédia EsAtrla_ Lisa Lisae Branco
2 Concéntrica convexa
4 1 Circular Pequena ESAma. Lisa Lisa e Branco pélido
2 Concéntrica convexa
1 . - Estria . Lisae -
AN.TO 1 5 Circular Média Concéntrica Lisa convexa Branco pélido
CALL 2 1 Circular Pequena EsAtrla_ Lisa Lisa e Branco pélido
2 Concéntrica convexa
1 1 Circular Média ES}r'a. Lisa Lisa e Amarela
2 Concéntrica convexa
AN. T0 1 Estria Lisa e Branca palida
CAll 2 Circular Grande A Lisa P
2 Concéntrica convexa e transparente
3 1 Circular Média Lisa Branca



Estria Lisae
2 o
Concéntrica convexa
L Circular Pequena ES}r'a. Lisa Lisae Branco pélido
2 Concéntrica convexa
1 Circular Média ESILI’Ia. Lisa Lisae Branca palida
2 Concéntrica convexa e transparente
L Circular Média ESAma. Lisa Lisae Esverdeada
2 Concéntrica convexa
1 . - Estria . Lisae
AN. TO 5 Circular Média Concantrica Lisa convexa Rosa claro
CALL L Circular Média ESAma. Lisa Lisae Branco palido
2 Concéntrica convexa
L Circular Pequena ESAma. Lisa Lisa e Branco pélido
2 Concéntrica convexa
AN. ' Estria Coh\llseia e
T12 Circular Grande P Lisa Branco pélido
2 Concéntrica com cume
CAll
central
A.N. 1 . . .
T12 Circular Média ESAtr'a. Lisa Lisa e Branca pa_lllda
2 Concéntrica convexa e com brilho
CAll
; Irregular Grande/Média  Granulosa Cronada Achatada Branco palido
! Estria Lisae Branco,
AN. 2 Circular Grande Concantrica Lisa CONnVexa palido e com
T12 brilho
CALL L Irregular Grande Granulosa Filamentosa Achatada e Branco pélido
2 pragueada
; Circular Grande Estria Lisa Lisae Branco pélido

Concéntrica

crateriforme




1 . Estria . Lisa e Branca palida
Circular Grande N Lisa ’
2 Concéntrica convexa e com brilho
1 Circular Média ESILI’Ia. Lisa Lisae Rosa
AN 2 Concéntrica convexa amarelado
- 1 Lisa,
T24 Estria Convexa e
CAll Circular Grande . Lisa Branco pélido
2 Concéntrica com cume
central
1 Circular Pequena ESAma. Lisa Lisa e Branco pélido
2 Concéntrica convexa
AN, 1 Circular Média ESAma. Lisa Lisa e Creme
124 2 Concéntrica convexa
CAll L Circular Média ESAma. Lisa Lisae Transparente
2 Concéntrica convexa e branco
L Circular Pequena ESAma. Lisa Lisa e Branco pélido
2 Concéntrica convexa
1 Circular Média ES}“a. Lisa Lisae Branca
2 Concéntrica convexa
AN.TO 1 . Estria . Lisa e .
ESP 5 Circular Grande Concantrica Lisa crateriforme Branco pélido
1 Lisa,
Circular Média EsAtrla_ Lisa Convexa e Quase
2 Concéntrica comcume transparente
central
L Gircular  Média Estria. Lisa Lisae Amarelo
AN.TO 2 Concéntrica convexa alaranjado
ESP 1 Circular Média ESAtr'a. Lisa Lisa e Esverdeada
2 Concéntrica convexa
1 Circular Média/Pequena Lisa Branco pélido




Estria Lisae
2 o
Concéntrica convexa
1 . .- Estria . Lisae -
AN. TO 5 Circular Média Concéntrica Lisa convexa Branco pélido
ESP L Circular Média ES}r'a. Lisa Lisa e Amarela
2 Concéntrica convexa
L Circular Média ESAma. Lisa Achatada Branco pélido
2 Concéntrica
1 . Estria . Lisae .
AN.TO 5 Circular Pequena Concéntrica Lisa convexa Branco pélido
ESP L Irregular Muito Grande ESAma. Ondulada  Achatada Branco palido
2 Concéntrica
L Circular Meédia/Grande ESAma. Ondulada L'S.a € Branco pélido
2 Concéntrica crateriforme
L Circular Pequena ESAma. Lisa Lisa e Branca
2 Concéntrica convexa
AN.TO L Circular Média ESAma. Lisa Lisa e Amarelo claro
ESP 2 Concéntrica convexa
L Circular Média ESAma. Lisa Lisa e Branco
2 Concéntrica convexa
L Circular Média/Grande ESAma. Lisa Lisa e Amar_elo
2 Concéntrica convexa alaranjado
1 . .- Estria . Lisae Amarelo
AN.TO 2 Circular Media Concéntrica Lisa convexa palido
ESP 1 . - Estria . Lisae Amarelo
Circular Média o Lisa
2 Concéntrica convexa dourado
L Circular Pequena Es}rla_ Lisa Lisae Branco
2 Concéntrica convexa
1 Circular Meédia/Grande Lisa Branco pélido



2 Estria Lisae
AN.TO Concéntrica convexa
ESP L Circular Pequena ES}r'a. Lisa Lisae Branco pélido
2 Concéntrica convexa
L Irregular Grande ESAtr'a. Ondulada  Achatada An]a}relo
2 Concéntrica palido
AN. ' Estria Coh\llseia e
T12 Circular Grande . Lisa Branco pélido
2 Concéntrica com cume
ESP
central
L Circular Pequena ESAma. Lisa Lisa e Branco pélido
2 Concéntrica convexa
L Circular Média ESAma. Lisa Achatada Branco palido
2 Concéntrica
1 . Estria . Lisae -
q_z Ij, 5 Circular Pequena Concéntrica Lisa convexa Branco pélido
ESP L Irregular Muito Grande ES}“a. Ondulada  Achatada Branco palido
2 Concéntrica
L Circular Meédia/Grande ES}“a. Ondulada L'S.a € Branco pélido
2 Concéntrica crateriforme

TO = inicio de fermentacdo; T12 = 12 h de fermentacao; T24 = final de fermentacao (24 h).



Tabela 2- Identificagdo e score dos isolados por MALDI-ToF.

Tratamento ID Levedura Score ID Bactéria Score
TO TC 1 Sacchoromyces cerevisiae 2.003 45 Pseudomonas stutzeri

2 Sacchoromyces cerevisiae 1.921 46 Pseudomonas stutzeri 2.101
3 Sacchoromyces cerevisiae 1.91 47 Pseudoxantomonas sp. 1.867
4 Sacchoromyces cerevisiae 1.92 48 Pseudomonas stutzeri 1.797
5 Sacchoromyces cerevisiae 1.997 50 Microbacterium testaceum 1.87
6 Sacchoromyces cerevisiae 1.971 51 NI -
7 Sacchoromyces cerevisiae 60 Pseudoxantomonas sp. 1.752
8 Sacchoromyces cerevisiae 1.989 61 NI -
10 Sacchoromyces cerevisiae 1.971 62 Pseudomonas stutzeri 2.024
11 Sacchoromyces cerevisiae 1.866 63 Pseudomonas stutzeri 1.749
12 Sacchoromyces cerevisiae 1.949 64 NI -
13 Zygosacchoromyces bailii 1.962 65 Pseudomonas stutzeri 1.722
18 Sacchoromyces cerevisiae 1.828 66 NI -
19 Sacchoromyces cerevisiae 1.829 68 Microbacterium testaceum 1.759
21 Sacchoromyces cerevisiae 1.946 69 NI -
22 Sacchoromyces cerevisiae 1.996 70 Bacillus sp. 1.79
23 Sacchoromyces cerevisiae 1.927 71 NI -
24 Sacchoromyces cerevisiae 1.844 73 Pseudomonas stutzeri 1.99
25 Sacchoromyces cerevisiae 2.044 76 NI -
26 Sacchoromyces cerevisiae 1.878 79 Microbacterium testaceum 1.741
27 Sacchoromyces cerevisiae 1.859 83 Pseudomonas stutzeri 2.125
28 Sacchoromyces cerevisiae 1.959 84 Bacillus sp.
29 Sacchoromyces cerevisiae 1.745 87 NI -
30 Sacchoromyces cerevisiae 1.952 91 NI -
31 Sacchoromyces cerevisiae 1.901 93 Pseudomonas stutzeri 2.023
32 Sacchoromycodes ludwigii 2.055 102* Pseudoxantomonas sp. 1.95
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Sacchoromyces cerevisiae
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Sacchoromyces cerevisiae
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NI
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110
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57
94
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Pseudomonas stutzeri
Bacillus megaterium
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas stutzeri
NI
Pseudomonas stutzeri
NI
NI
Pseudomonas stutzeri
Bacillus cereus
Bacillus simplex
Staphylococcus aureus
Arthtobacter gandavensis
Bacillus megaterium
Pseudomonas stutzeri
Microbacterium testaceum

Acinetobacter radioresistens

2.071
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1.925
2.156
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2.095
1.912
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136
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Sacchoromyces cerevisiae
Sacchoromyces cerevisiae
Sacchoromyces cerevisiae
NI
NI
NI
Candida valida
Candida valida
Candida valida
Candida valida
Candida valida
Torulaspora delbrueckii
Sacchoromyces cerevisiae
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Candida valida
Candida valida
Candida valida
NI
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NI
Sacchoromyces cervisiae
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Schizosacchoromyces
pombe
Sacchoromyces cervisiae
Sacchoromyces cervisiae
Sacchoromyces cervisiae
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1.528
1.563

2.042
1.849
1.87
1.866
2.029
1.727
1.723
2.082
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1.728
1.779
2.066

1.43
1.619
1.59
1.746
1.743
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55
56
59
67
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NI
Pseudomonas stutzeri
Pseudoxantomonas sp.
Pseudomonas stutzeri

NI
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas stutzeri

NI
Staphylococcus aureus
Pseudoxantomonas sp.

Microbacterium testaceum

NI

Bacillus sp.
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NI
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NI
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1.871
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1.837
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1.925
1.725

1.835
1.733
1.734
1.865
1.822

1.743
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T24 TE 142 Sacchoromyces cervisiae 1.62 49 Pseudomonas stutzeri

143 Candida valida 2.004 52 Pseudomonas stutzeri 1.97
144 Sacchoromyces cervisiae 1.494 81 Bacillus cereus 2.047
145 Sacchoromyces cervisiae 1.582 82 Pseudomonas stutzeri 1.897

NI =nao identificado. TO = inicio de fermentacao; T12 = 12 h de fermentagdo; T24 = final de fermentacao (24 h). Score: acima de 2,0 = identificagdo

em nivel de espécie; 1,7-1,99= identificacao em nivel de género; abaixo de 1,7 = nao identificado/sugerido.



