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RESUMO 
 

 
 
 
 
 
 

 No processo de elaboração da cachaça, a levedura Saccharomyces cerevisiae sintetiza uma 

ampla variedade de compostos com propriedades organolépticas. Neste estudo, foi analisado em 

uma cepa industrial de S. cerevisiae o nível de RNAm mediante qPCR dos genes envolvidos no 

metabolismo de ésteres e alcoóis superiores (ATF1, ATF2, FAS1, FAS2, ACS2, EEB1, IAH1, 

APT1, PDC1, PDC5, PDC6, ARO10, THI3, ADH3, ADH4, ADH5, SFA1, ADH6, LEU4),  em 

ensaios fermentativos simulando condições industriais (condição de referência) e com o 

suplemento de altas concentrações de nitrogênio na forma de sulfato de amônio ou aminoácidos 

ramificados. Os genes mostraram, em geral, diferenças significativas (α= 5%) nos níveis de 

RNAm relativos quando se comparou à condição de referência no final da fermentação com o 

tempo inicial, não obstante apresentarem um padrão de transcrição similar em condições com 

alto conteúdo de nitrogênio, independentemente da fonte empregada, especialmente quando 

foram agrupados pelos tipos de compostos organolépticos produzidos (ésteres ou alcoóis 

superiores). Os resultados indicarem que a concentração e a fonte de nitrogênio no meio de 

cultura possuem um papel relevante nos níveis de transcrição dos genes associados à produção 

de ésteres e alcoóis superiores e por conseqüência, seriam parâmetros importantes para regular a 

concentração destes compostos durante o processo de elaboração da cachaça artesanal. 

Palavras chaves: leveduras - cachaça - fermentação - compostos organolépticos - transcrição - 
alcoóis superiores - ésteres. 
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RESUME 
 
 

 
 
 
 
 

 In the cachaça elaboration process, a great diversity of organoleptics compounds are 

synthesizes by the yeast Saccharomyces cerevisiae. In this study, we analyze the mRNA levels 

of some genes involves in the higher alcohols and esters metabolism (ATF1, ATF2, FAS1, FAS2, 

ACS2, EEB1, IAH1, APT1, PDC1, PDC5, PDC6, ARO10, THI3, ADH3, ADH4, ADH5, SFA1, 

ADH6, LEU4) from a S. cerevisiae industrial strain, in fermentative assays simulating industrial 

conditions (reference condition), and with the supplement of high nitrogen concentrations such 

as ammonium sulphate or branched amino acids. In general, the comparison between the initial 

and the final point of fermentation had shown a significant difference (α= 5%) in the relative 

mRNA levels. However the transcription profile was similar with high nitrogen concentration, 

independently of the source, especially, when they had been grouped by the organoleptics 

compounds produced (higher alcohol or esters). The results indicate that the concentration and 

source of nitrogen in the culture imply an important role in the transcription levels of genes 

involves in the production of higher alcohol or esters, and hence, would be a important 

parameter in regulate the concentration of these compounds during the cachaça process. 

 

Key word: Yeast- cachaça - fermentation - organolépticos compounds - transcription - higher 

alcohols - esters. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 A cachaça é a bebida destilada mais produzida no Brasil. Esta aguardente é obtida a partir 

da destilação de mosto de cana-de-açúcar fermentado. Durante este processo, a levedura 

Saccharomyces cerevisiae é responsável pela produção de dióxido de carbono e etanol, assim 

como de diversos compostos com propriedades organolépticas, encontrando-se os grupos dos 

alcoóis superiores e dos ésteres entre os mais importantes. Estas substâncias influem 

notoriamente nas propriedades gustativas das bebidas alcoólicas, determinando de maneira 

importante a qualidade do produto final.  

 Vários parâmetros são considerados ao tentar modificar e padronizar as concentrações 

destes metabólitos durante o processo fermentativo. Entre os mais importantes estão o tipo de 

linhagem da levedura, concentração e espécie de compostos nitrogenados assimiláveis, 

temperatura, fonte e concentração de carbono, quantidade de oxigênio dissolvido e a presença 

de ácidos graxos no meio, entre outros.  

 A maior parte da produção de cachaça no Brasil ainda é feita em alambiques que 

continuam utilizando técnicas tradicionais, adicionado à falta de padronização do processo não 

favorece a formação de um mercado estável, como acontece com a cachaça industrial de coluna. 

Dentre os diferentes fatores que influenciam a produção de cachaça artesanal, o uso de 

concentrações específicas de compostos nitrogenados assimiláveis deveria levar à produção de  

bebidas diferençadas em aromas e sabores.  

 Neste contexto científico e industrial, visamos estudar o padrão de transcrição dos 

principais genes de Saccharomyces cerevisiae (ATF1, ATF2, FAS1, FAS2, ACS2, EEB1, IAH1, 

APT1, PDC1, PDC5, PDC6, ARO10, THI3, ADH3, ADH4, ADH5, SFA1, ADH6, LEU4) que 

estão associados à produção de compostos organolépticos em condições similares àquelas 

obtidas durante a elaboração de aguardente de cana artesanal, utilizando uma linhagem de S. 

cerevisiae industrial e caldo de cana natural com diferentes concentrações de sulfato de amônio 

ou com aminoácidos ramificados como fonte de nitrogênio.  

 Desta maneira  pudemos estabelecer como as diferenças na concentração e na fonte de 

nitrogênio influenciam nos níveis dos ésteres e alcoóis superiores no produto final.  

 Cabe mencionar que este trabalho é pioneiro no estudo de transcrição gênica dirigido à 

indústria da cachaça artesanal. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA. 

 

2.1. PROCESSO FERMENTATIVO. 

 

2.1.1. Elaboração da cachaça. 

A cachaça é uma bebida alcoólica produzida a partir da destilação do fermentado de 

mosto de cana-de-açúcar. Esta é a bebida tradicional brasileira, que nos últimos dez anos vem 

ganhando fama e mercado internacional. Existem dois processos de produção diferençados pelo 

volume e equipamentos de produção: cachaça de alambique e de coluna. A cachaça de 

alambique, também conhecida como cachaça artesanal, é aquela produzida em pequena escala 

pelos produtores rurais, a qual é obtida por destilação em alambiques de cobre. Esta possui 

características sensoriais diferençadas daquelas produzidas comercialmente usando colunas 

contínuas de aço inox (Oliveira et al. 2004).  

A fabricação de cachaça artesanal começa com a fermentação do mosto de cana em 

cubas abertas de cobre ou aço, com concentração de açúcar em torno de 14 a 20 ºBx, 

equivalentes a 11 a 16 % (p/v) de sacarose no meio. O inóculo natural, ou pé de cuba, é 

preparado pelo método conhecido como fermento caipira, o qual consiste em realizar uma pasta 

com arroz triturado, farinha de milho, suco de limão (para baixar o pH) e o mosto de cana 

(Gomes et al. 2007). A mistura é incubada por até 24 h. Durante este período há o 

desenvolvimento da microbiota de bactérias e fungos, transcorrendo a fermentação de forma 

espontânea. Posteriormente, são promovidos ciclos sucessivos de adição de um volume de caldo 

de cana, e deixando a mistura repousar por 24 horas. Este processo ocorre até o enchimento das 

dornas, e a partir daí a fermentação prossegue até o consumo total dos açúcares do mosto 

(Araújo Vicente et al. 2006).  

Após o final da fermentação o mosto é posteriormente dividido, a maior parte é enviado 

para o alambique onde junto com as leveduras é aquecido para gerar o vapor formado por etanol 

hidratado e compostos voláteis, os quais são veiculados por serpentinas de cobre para se 

condensarem. O destilado, que alcança valores elevados de etanol, é diluído entre 38-54% de 

etanol (v/v) com água destilada. Este pode ser engarrafado para consumo imediato ou 

envelhecido em barris de carvalho por vários anos.  

2 
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O restante, é deixado na dorna, e será utilizado como inóculo na próxima batelada. Este 

pé-de-cuba pode ser utilizado por ate oito bateladas devido a baixa viabilidade e ao detrimento 

na fisiologia celular. Assimismo, os fermentos pé-de-cuba apresentam uma microbiota bem 

diversa, resultado da sua formação e pela ausência de esterilidade durante o processo, com a 

predominância da Saccharomyces cerevisiae, mas também com a presença de diversas espécies 

de leveduras, bactérias, e fungos filamentosos (Schwan et al. 2001) as quais podem interferir 

nos rendimentos e na qualidade do produto final. Estes fatores fazem que inóculos novos 

tenham que ser preparados mais de uma vez por safra.  

 

2.1.2. As leveduras da produção da cachaça.  

Como foi mencionado anteriormente, nas fermentações espontâneas, existe uma 

sucessão de espécies e de linhagens de leveduras de diferentes espécies, entre as que se 

destacam Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Pichia guilliermondii, 

Kloeckera japonica e Zygosaccharomyces fermentati (Morais et al. 1997). Pataro e 

colaboradores (2000) determinaram populações de leveduras em diferentes períodos de 

fermentação da cachaça em três alambiques no estado de Minas Gerais. As leveduras 

Saccharomyces servazzi, S. unipsorus, Pichia anamala e Torulaspora delbrueckii foram 

exclusivamente isoladas de fermentações iniciais; Candida glabrata, C. colliculosa e C. krusei 

foram isoladas nas fermentações medianas; já no final das fermentações apenas as espécies 

Schizosaccharomyces pombe e S. cerevisiae foram encontradas nas dornas. Já Oliveira (2001) 

mostrou a presença de leveduras apiculadas (Kloeckera japonica) e de várias espécies de 

Cândida sp, Kluyveromyces sp e Picchia sp. Recentemente, Vila Nova (2008) mostrou a 

sucessão das espécies Cândida sake, Cândida milleri, Pichia caribbica e S. cerevisiae em um 

alambique do Estado de Pernambuco. 

A ampla variedade de espécies de leveduras freqüentes nas fermentações espontâneas, 

resulta na formação de um vasto conjunto de compostos que contribuem no aroma e sabor das 

bebidas, determinando diretamente as propriedades do produto final, tanto  positiva como 

desfavoravelmente; neste último caso, pela produção de substâncias não desejáveis tais como 

compostos sulfurados, aldeídos e ácidos orgânicos (Boulton and Quain 2001).  

Com isso, está cada vez mais popular, principalmente nas grandes destilarias de cachaça, 

o uso de fermentos comerciais preparados a partir de linhagens industriais de Saccharomyces 

3 
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cerevisiae. O fermento mais utilizado são as preparações de S. cerevisiae usadas para 

panificação (Fleischmann®, Itaquara®, Mauri®, comunicação pessoal). A utilização de 

leveduras comercias, mesmo que não tenham sido desenvolvidas específicamente para produção 

de cachaça, economiza tempo e tende a uniformizar o processo fermentativo, inclusive a própria 

qualidade do produto final, qualidade desejável para as grandes destilarias de cachaça.  

 As leveduras comerciais são produzidas a partir do isolamentos de leveduras 

selvagens obtidas no ambiente ou na indústria, selecionadas como tais por apresentarem ótima 

capacidade fermentativa, dominância e estabilidade no processo industrial, entre alguns dos 

critérios mais desejáveis.  Estes derivam de propriedades metabólicas diferentes das presentes 

nas cepas laboratoriais, devido a características genéticas distintas. Por exemplo, as cepas de 

laboratório apresentam altas freqüências de esporulação e são em sua maioria haplóides (n) ou 

diplóides (2n), entretanto as leveduras industriais são poliplóides, freqüentemente triplóides (3n) 

o tetraplóides (4n), possuem baixa freqüência de esporulação e pouca viabilidade dos esporos 

(Johnston 1990, Hammond 1996). Neste sentido, de 50 cepas de espécies de S. cerevisiae 

empregadas na elaboração de bebidas alcoólicas, seis destas são diplóides, três são triplóides, 15 

tetraplóides, oito pentaplóides, sete hexaplóides e as demais ainda não foram identificadas 

(Johnston and Oberman 1979). Da mesma maneira, as leveduras para fazer pão exibem 

diploidias, triploidias, tetraploidias, poliploidias ou aneuploidias (Johnstom and Oberman 1979). 

 Outra característica das cepas industriais é a redundância gênica no número de cópias.  Por 

exemplo, a cepa de laboratório S288C possui uma cópia do gene MAL envolvido na assimilação 

de maltose, entretanto nas cepas da indústria cervejeira se encontram tipicamente 10 ou mais 

conjuntos deste gene, produzindo um aumento substancial na taxa de fermentação da maltose 

(Hammond 1996).  

Além disso, alguns genes, como o gene Lg-ATF1 que codifica para uma enzima com 

atividade álcool acetil transferase foi descoberto em leveduras de cerveja porem não foi 

encontrado no genoma da levedura de referência S288C.  Parece que estas características 

poderiam ser requeridas para enfrentar condições ambientais naturais como as presentes no 

processo de fabricação de bebidas alcoólicas (Goffeau et al. 1996). Todas estas observações em 

conjunto denotam a grande complexidade genética presente nas linhagens industriais. 
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2.2. SUBSTÂNCIAS ORGANOLEPTICAS. 

 

2.2.1. Conceitos gerais.  

Durante o processo de fermentação, as leveduras produzem um amplo espectro de 

substâncias que apesar de serem formadas somente em pequenas quantidades afetam 

diretamente os complexos sabores e aromas das bebidas alcoólicas. Estas podem ser divididas 

nos seguintes grupos principais: moléculas contendo enxofre, ácidos orgânicos, compostos 

carbonílicos, alcoóis superiores, e ésteres voláteis (Nykänen and Suomalainen 1983, Nykänen 

1986, Hammond 1993, Lambrechts and Pretorius 2000, Pisarnitskii 2001). Destes, os alcoóis 

superiores e os ésteres voláteis representam o maior grupo e mais importante já que são 

responsáveis pelo sabor e aroma florais e frutados altamente desejados nas bebidas alcoólicas 

(Vestrepen et al. 2003a). 

 

2.2.2. Alcoóis superiores. 

No processo fermentativo são elaborados alcoóis com cadeias carbônicas de diferentes 

tamanhos. O produto majoritário obtido é o etanol, mas também são produzidos alcoóis 

alifáticos de cadeia média também conhecidos alcoóis superiores, como i isopropanol (2-

propanol), o álcool isoamílico (3-metil, 1-butanol), o álcool amílico (1-pentanol), o feniletanol 

(2-feniletanol), o 2-metil-butanol (álcool amílico activo) e o álcool isobutílico (2-metil 

propanol). A contribuição destes alcoóis no aroma e sabor se dá pela intensificação no sabor 

alcoólico da bebida e por conferir um caráter cálido na mesma (Bulton e Quain 2001). Ainda, o 

2-feniletanol, que tem aroma floral e de rosas, é considerado um caráter importante (Meilgaard 

2001).  

Os alcoóis superiores podem ser produzidos a partir do metabolismo dos carboidratos 

através do piruvato, ou a partir da via catabólica derivada do metabolismo da assimilação dos 

aminoácidos ramificados na via de Erlich (Figura 1). Esta última é a mais utilizada pelas 

leveduras para obter nitrogênio a partir dos aminoácidos ramificados, os quais são 

metabolizados unicamente quando o nitrogênio está em concentrações limitantes. Assim, 

quando o amônio é usado como fonte de nitrogênio, os alcoóis superiores são formados a partir 

do esqueleto carbônico proveniente do anabolismo dos aminoácidos de cadeia ramificada 

(Derrick e Large 1993). Dependendo do tipo de aminoácido ramificado catabolizado, podem ser 
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obtidos três dos principais alcoóis 

superiores com importância 

organolépticas: a partir de L-leucina 

se produz álcool isoamílico (3-metil-

1-butanol); de L-isoleucina se obtém  

álcool amílico ativo (2-metil-1-

butanol); e a partir de L-valina se 

produz o isobutanol (2-Metil-1-

propanol). Estes compostos não 

podem ser utilizados como fonte de 

carbono auxiliar e são excretados pela 

célula.  

 

2.2.2.1. Piruvato descarboxilase. 

 As enzimas-chave nesta via catabólica são as  piruvato descarboxilase tiamina difosfato 

dependente (PDCs) (Figura 1). Existem três genes estruturais para esta enzima no genoma de S. 

cerevisiae PDC1 (YLR044C), PDC5 (YLR134W) e PDC6 (YGR087C). O produto do gene 

PDC1 proporciona cerca de 85% da atividade piruvato descarboxilase em condições normais de 

fermentação (Flikweert et al. 1996), os restantes 15% provêem de PDC5 (Köning 1998). O gene 

PDC1 codifica uma enzima que possui afinidade tanto para o piruvato como para os 2-oxo 

ácidos derivados do catabolismo dos aminoácidos de cadeia ramificada (Ter Schure et al. 1998).  

PDC6 pareceria só contribuir na atividade piruvato descarboxilase durante crescimento em fonte 

de carbono não fermentáveis como etanol (Hohman 1991).  

Ao mesmo tempo, dois outros genes, ARO10 e THI3, apresentam similaridade de 

seqüência com as PDCs, o que os levou a serem classificados no mesmo grupo. O gene ARO10 

(YDR380W) é expresso quando as células de levedura são cultivadas na presença dos 

aminoácidos aromáticos fenilalanina ou tirosina, revelando que esta enzima atua principalmente 

na descarboxilação de fenilpiruvato ou indolpiruvato (Vuralhan et al. 2003). Entretanto, esta 

enzima também possui afinidade para os 2-oxo ácidos derivados dos aminoácidos ramificados 

(Vuralhan et al. 2005). Em culturas com baixa disponibilidade de nitrogênio amoniacal, e na 

presença de aminoácidos ramificados ou aromáticos, observa-se uma queda na atividade Pdc1p 
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Figura 1. Catabolismo de leucina, vía de Erlich (modificado de 
Vuralhan et al. 2003). 
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e a indução da atividade Aro10p. O gene THI3/KID1 (YDL080C) seria o responsável pela 

descarboxilação de alfa-ceto isocaproato no catabolismo de leucina (Dickinson e Dawes 1992). 

 

2.2.2.2. álcool desidrogenase.  

Outro passo importante na via de Erlich na formação de alcoóis superiores é a redução 

dos α-cetoaldeídos (Figura 1), reação catalisada pelas  enzimas álcool desidrogenase, o que 

resulta no álcool superior correspondente. No genoma de S. cerevisiae existem oito genes que 

codificam para álcool desidrogenases: ADH1 (YOL086C), ADH2 (YMR303C), ADH3 

(YMR083W), ADH4 (YGL256W), ADH5 (YBR145W), SFA1 (YDL168W), ADH6 

(YMR318C) e ADH7 (YCR105W). As enzimas Adh1p, Adh3p, Adh4p e Adh5p são 

responsáveis pela produção de etanol a partir do acetaldeído; já Adh2p catalisa a reação 

reversível de oxidação de etanol a acetaldeído. Os genes ADH6 e ADH7 são genes não 

essenciais membros da família da cinnamil álcool desidrogenase que estariam envolvidas na 

síntese de alcoóis superiores (Larroy et al. 2002).  O gene SFA1 é membro do grupo das álcool 

desidrogenases de clase II, enzimas que atuam sobre uma ampla variedade de substratos que 

incluem fenilacetaldeído, o precursor do feniletanol (Dickinson 1993).  

 

2.2.3. Ésteres. 

 Os ésteres estão formados intracelularmente a partir da condensação entre dois substratos, 

geralmente um álcool e uma molécula contendo um grupo carboxílico. Todavia, existe uma 

ampla diversidade de substratos dependendo do tipo de moléculas empregadas na sua formação. 

Dois grupos apresentam grande influencia nas características organolépticas das bebidas 

fermentadas: os ésteres de acetato e os ésteres de ácido graxo. 

 

2.2.3.1. Ésteres de acetato.  

 O principal contribuinte ao aroma frutal e doce nas bebidas alcoólicas é o acetato de 

isoamila (aroma tipo banana), apresentando também suma importância o acetato de etila (aroma 

tipo solvente) e acetato de feniletila (aromas florais com notas de mel) (Yoshikawa  et al. 1999).  

 

2.2.3.1.1. Álcool acetil transferase.  

7 
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 As enzimas envolvidas na 

síntese de ésteres de acetato são 

denominadas álcool acetil 

transferases (AATases) (Figura 2). 

Estas enzimas catalisam a trans-

esterificação de um álcool com a acetil coenzima A (acetil-CoA). As enzimas AATases 

apresentam grupos sulfidrila no sítio ativo que reagem com acetil-CoA, ou acil-CoA, com alta 

afinidade (Km ~ 0,19 mM) e com vários alcoóis com diferentes afinidades (Km >10 mM) 

(Fukuda et. al. 1998). A taxa de produção de ésteres è influenciada principalmente pela presença 

dos precursores (Yoshioka e Hashimoto 1981, Thurston et al. 1982, Calderbank and Hammond 

1993), assim como pelo controle da atividade acetil transferase. Durante a fermentação alcoólica 

a taxa de produção de ésteres de acetatos segue um padrão correspondente à atividade de 

AATases (Malcorps et al. 1991).  

 A purificação das enzimas que sintetizam ésteres de acetato levou à identificação de três 

AATases diferentes.  A enzima AATase I é codificada pelo gene ATF1 (YOR377W) apresenta 

alta homologia com  Lg-ATF1,  gene encontrado na levedura Sacharomyces bayanus 

(Yoshimoto et al. 1998, Kurtzman and Fell 1998, Barnett et al. 2000,  Dufour et al. 2002). A 

enzima AATase II é codificada pelo gene ATF2 (YGR177C). A ação em conjunto das enzimas 

Atf1p e Atf2p é responsável pela produção total dos ésteres de acetato, embora Atf1p seja 

responsável pela maior parte (Verstrepen et al. 2003a).  

 Em relação à regulação da atividade AATase, sabe-se que o gene ATF1 é fortemente 

reprimido em condições aeróbicas e pela presença de ácidos graxos instaurados no meio de 

cultura (como o ácido linoléico), com conseqüente diminuição na produção de ésteres de acetato 

(Äyräpää e Lindström 1973, Äyräpää e Lindström1977, Fujii et al. 1997). A expressão do gene 

ATF1 é induzida pela adição de glicose a culturas anaeróbias de células de leveduras, a partir de 

uma cascata regulatória que depende da ação da proteína quinase A e da disponibilidade de 

AMP cíclico (Versterpen et al. 2003 b). Por outro lado, esta expressão é afetada negativamente 

pela escassez de nitrogênio e pelos fenômenos de choque térmico e de estresse etanólico 

(Versterpen et al. 2003 b).  

 A super-expressão do gene ATF1 em células de levedura proporcionou o aumento de mais 

de dez vezes na produção de acetato de etila, acetato de isoamila e acetato de feniletila, com um 

8 

Figura 2.  Reação de trans-esterificação. 
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pequeno, mas significativo aumento na produção dos ésteres de ácidos graxos (Lilly et al. 

2000). Atualmente, acredita-se que a função fisiológica destas AATs esteja relacionada com a 

reutilização da coenzima A liberada tanto de acetil-CoA na esterificação de álcool e acetato, 

como dos resíduos de acil-Coenzima A (acil-CoA), na transesterificação de álcool e ácidos 

graxos.  

Experimentos com a linhagem de S. cerevisiae mutante aft1∆ mostraram atividades de 

acetil isoamila transferase e acetil etanol transferase mais baixas do que nas linhagens tipo 

selvagem. Isto resultou no decréscimo de 80 % na produção de acetato de isoamila e de 30 % na 

produção de acetato de etila, em comparação com as leveduras selvagens (Fujii et al. 1996). 

Estes experimentos mostraram a produção de alguns ésteres de acetato, indicando a existência 

de outras atividades éster sintase no proteoma de S. cerevisiae (Verstrepen et al. 2003a). Estas 

atividades enzimáticas podem ser os produtos dos genes EHT1 e EEB1, os quais poderiam estar 

envolvidos também na síntese de ésteres de ácidos graxos de cadeias curtas e médias. Estes 

genes ainda não estão bem caracterizados. O gene EHT1 (YBR177C) codifica uma enzima com 

atividade de serina hidrolase. O gene EEB1 (YPL095C) codifica uma enzima que apresenta 

atividade de acil-CoA:etanol aciltransferase, e utiliza preferencialmente ácidos graxos de 

cadeias curtas como substrato.  

 

2.2.3.1.2. Esterases.  

 Outro fator importante que influencia na concentração de ésteres é a degradação produzida 

pela atividade esterásica, a qual é representada no genoma de S. cerevisiae pela enzima acetato 

de isoamila esterase, uma carboxilesterase do tipo serina codificada pelo gene IAH1. Desta 

forma, o balanço das atividades AATase/esterase determinaria a presença dos ésteres durante o 

processo fermentativo (Fukuda et al. 1998).  

 

2.2.4. Ésteres de ácidos graxos.  

 Outros compostos com importantes propriedades organolépticas produzidas pelas 

leveduras são ésteres de ácidos graxos de cadeia média (C6-C10), produzidos pela condensação 

do acil-CoA e de um álcool (geralmente etanol). Dentre os mais importantes se encontram o 

caproato de etila (hexanoato de etila ) (Yoshikawa  et al. 1999), e  caprilato de etila (octanoato 

de etila), os quais apresentam aroma de maçã e mamão, respectivamente (Meilgaard 2001). Com 
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relação aos níveis de ésteres de ácidos graxo em células de leveduras, dados prévios mostram 

que tanto a síntese como o acúmulo são dependentes da presença dos precursores (etanol e ácido 

graxo) assim como pelo controle da enzimas AATases (Verstrepen et al. 2003a).  

 

2.2.4.1. Ácidos graxos sintase.  

 A formação de ácidos graxos de cadeia média depende da atividade enzimática dos genes 

FAS1 (YKL182W) e FAS2 (YPL231W) que codificam as enzimas ácidos graxos sintase, do 

gene ACC1 (YNR016C) que codifica a acetil-CoA carboxilase  e do gene ACS2 (YLR153C) 

que codifica uma acetil-CoA sintetase. A expressão do gene FAS1 é reprimida pela adição de 

inositol ao meio de cultura, o que resulta na diminuição da produção de caproato de etila pelas 

células de levedura (Furukawa et al. 2003). Com respeito ao FAS2, Aritomi et al (2004) 

mostraram que algumas mutações pontuais resulto em um incremento na atividade enzimática 

do produto gênico gerando um aumento na produção de caproato de etila. 

 

2.2.5. Anabolismo de leucina. 

2.2.5.1. α-isopropil malato sintase.  

 Um fator importante na formação do éster acetato de isoamila é a presença do precursor 

do álcool isoamílico, o qual pode ser sintetizado a partir de α-ceto isocaproato, um intermediário 

na biossíntese de leucina (Figura 3). Nesta via, a enzima α-isopropil malato sintase, codificada 

pelo gene LEU4 (YNL104C) promove a conversão de α-ceto isovalerato em α-isopropil malato. 

Esta enzima é inibida por retro-alimentação quando os níveis de L-leucina são altos (Casalone et 

al. 1997). Neste caso, ocorre um decréscimo na síntese de álcool isoamílo (Ashida et al. 1987, 

Cavaliere et al. 1999). Recentemente, foi demonstrado que uma mutação no gene LEU4 

eliminou a regulação por retro-alimentação da leucina  ocasionando a hiper-produção de álcool 

isoamílico (Oba et al. 2005). 

 

 

2.2.6. A complexidade de fatores envolvidos na produção de compostos organolépticos.  

Sobre a regulação dos genes envolvidos na formação de ésteres e alcoóis superiores no 

contexto industrial, existem numerosos estudos relacionando estes aspectos no processo de 

produção de vinho, cerveja e saquê. Por exemplo, durante a produção de cerveja  a produção dos 
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ésteres depende diretamente tanto 

da regulação dos genes envolvidos 

(Dufour et al. 2002, Dufour et al. 

2003, Verstrepen et al. 2001, 

Verstrepen et al. 2003b) (figura 4), 

como das linhagens de leveduras 

utilizadas (Nykänen and Nykänen 

1977, Peddie et al. 1996) e de 

parâmetros fermentativos como 

temperatura (Engan et al. 1977, 

Sablayrolles and Ball 1995) e 

pressão osmótica (Renger et al. 

1992, Landaud et al. 2001).  

Além disso, têm um grande 

impacto na taxa de produção destes 

compostos a concentração e a 

espécie de nitrogênio assimilável 

presentes no mosto (Hammond et 

al. 1993, Calderbank et al. 1994, 

Sablayrolles and Ball 1995, Araújo Vicente et al. 2006), as fontes de carbono utilizadas 

(Pfisterer et al. 1975, White et al. 1979, Younis and Stewart 1998, Younis and Stewart 2000), a 

concentração de oxigênio dissolvido (Anderson and Kirsop 1975a, Anderson and Kirsop 1975b, 

Avhenainen and Mäkinen 1989, Sablayrolles and Ball 1995) e a presença de ácidos graxos no 

meio (Thurston et al. 1981, Thurston et al. 1982) .  

Assim, a qualidade do produto final é influenciada por complexa combinação de diversos 

mecanismos genéticos, como níveis de expressão dos genes, e metabólicos, que são ativados por 

condições específicas do cultivo (figura 4). Neste sentido, existem várias técnicas capazes de 

quantificar os níveis de RNAm em diferentes condições de ensaio, sendo a PCR quantitativa 

umas das mais empregadas.  
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Figura 3. Síntese de leucina em S. cerevisiae (modificado de www. 
biocyc.org). 
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2.3. ANÁLISE DA TRANSCRIÇÃO GÊNICA. 

 

2.3.1. qPCR (PCR Quantitativo). 

Nos últimos anos tem se verificado o avanço na análise do padrão de transcrição gênica 

devido ao advento da técnica de qPCR (reação em cadeia da DNA polimerase em tempo real). A 

12 

Figura 4. Resumo das principais rotas metabólicas em condições anaeróbicas envolvidas na produção de 
compostos organolépticos e os principais genes envolvidos. Os genes envolvidos estão no lado em quadros 
negros. Os tamanhos das flechas indicam o tamanho do fluxo metabólico. As flechas com uma línea cruzada 
indicam rotas metabólicas não ativas nesta condição. 
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técnica se fundamenta na detecção e quantificação de um doador fluorescente, cuja intensidade 

vai aumentando proporcionalmente à quantidade de produto amplificado na reação. O processo 

é feito  em um termociclador que possui um sistema acoplado de detecção ótico que adquire o 

sinal no final de cada ciclo. A informação obtida se representa em forma de curva de 

amplificação, observando a diferença entre a fluorescência basal e a resultante em determinado 

ciclo (figura 5).  

Na zona exponencial da curva de amplificação da PCR, a quantidade de moléculas 

molde no começo de cada ciclo é duplicada ao final do ciclo. Por isso se emprega esta zona para 

comparar as diferentes curvas de amplificação mediante um parâmetro denominado CT (do 

inglês, cycle threshold), o qual deriva do ponto de intersecção da curva de amplificação na zona 

exponencial e um valor arbitrário de fluorescência limiar (threshold) (Figura 5). Este parâmetro 

se utiliza para calcular o número inicial de moléculas molde na amostra com uma grande 

precisão dentro de um amplo espetro de concentrações (Schmittgen et al. 2000). 

A qPCR apresenta numerosas vantagens com respeito a outras técnicas de identificação. 

Pode se destacar a alta especificidade e sensibilidade, a possibilidade de quantificação e a 

grande rapidez dos resultados, já que não é necessária a análise dos produtos de PCR por 

eletroforese.   
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Figura 5. Modelo da curva de amplificação, mostrando os termos utilizados habitualmente em PCR 
quantitativa (Buletin users Applied Biosystems).  

 

Rn= diferencial de florescência. 
Rn-= florescência basal. 
Rn+= florescência em cada ciclo. 
Threshold= limiar. 

Baseline= línea de base. 
Cycle number= número de ciclo. 
Sample= amostra. 
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Os sistemas de detecção de fluorescência se fundamentam na utilização de agentes 

intercalantes de DNA ou de sondas. No sistema não específico de detecção o agente intercalante 

mais utilizado é o SYBR Green I, o qual se une somente a DNA dupla fita produzindo um 

aumento na fluorescência a medida que aumenta a quantidade de produto. Com relação à 

detecção específica se usam principalmente dos tipos de sondas fluorescentes: sondas de 

hidrólise e sondas de hibridação. A sonda de hidrólise mais utilizada é denominada sonda 

Taqman e se caracteriza por ter unidos um fotocromo emissor de fluorescência (Reporter) e um 

fotocromo que absorve fluorescência (Quencher). Quando ambos fotocromos estão unidos à 

sonda, o doador não emite sinal. Entretanto, quando os iniciadores se unem nos sítios alvos e a 

sonda se une à seqüência de interesse durante a reação de PCR, a atividade exonucleásica da 

Taq polimerase libera o fotocromo emissor da sonda, permitindo a emissão de um sinal 

fluorescente. O sinal fluorescente do doador é acumulado nos sucessivos ciclos de PCR. Já as 

sondas de hibridação modificam sua estrutura secundária durante a fase de hibridação, o que 

resulta em um incremento da distância que separa o doador do receptor.  

Todos estes sistemas de fluorescência possuem vantagens e inconvenientes que 

determinam sua esclha, mas a utilização de um sistema ou outro dependerá do grau de 

especificidade que se quer obter. Por exemplo, para sistemas simples, econômicos e fáceis de 

usar se escolhe o sistema SYBR green. Não obstante, durante a reação de PCR este pode unir-se 

a dímeros de iniciadores e a outros produtos inespecíficos resultando em uma sobre-estimação 

da concentração de DNA  alvo. Contudo, se é desejada uma maior especificidade a melhor 

escolha é o sistema com sonda de hibridação. Recentemente, o uso simultâneo de varias sondas 

fluorogénicas permite a discriminação de múltiplos amplicons na mesma reação (multiplex 

PCR ). 
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INTRODUÇÃO 

 A aguardente de cana (cachaça) é a bebida destilada mais produzida no Brasil. Esta é 

obtida pela destilação do caldo de cana fermentado. Durante esse processo, células da levedura 

Saccharomyces cerevisiae produzem um amplo espectro de metabólitos com propriedades 

organolépticas, os quais afetam diretamente os complexos sabores das bebidas alcoólicas 

E. Espinosa Vidal1, D. Ardaillon Simões2, M.A de Morais Jr1. 
 
1Núcleo de Engenharia Metabólica - Depto. de Genética, Centro de Ciências Biológicas, 
Universidade federal de Pernambuco, Brasil.FPE. 
2 Núcleo de Engenharia Metabólica - Depto. de Bioquímica, Centro de Ciências Biológicas, 
Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.FPE. 

RESUMO 
 No processo de elaboração da cachaça, a levedura Saccharomyces cerevisiae sintetiza uma 
ampla variedade de compostos com propriedades organolépticas. Neste estudo, foi analisado em 
uma cepa industrial de S. cerevisiae o nível de RNAm mediante qPCR dos genes envolvidos no 
metabolismo de ésteres e alcoóis superiores (ATF1, ATF2, FAS1, FAS2, ACS2, EEB1, IAH1, 
APT1, PDC1, PDC5, PDC6, ARO10, THI3, ADH3, ADH4, ADH5, SFA1, ADH6, LEU4),  em 
ensaios fermentativos simulando condições industriais (condição de referência) e com o 
suplemento de altas concentrações de nitrogênio na forma de sulfato de amônio ou aminoácidos 
ramificados.  
 Os níveis de RNAm relativos mostraram, em geral, diferenças significativas (α= 5%) 
quando se comparou a condição de referência no final da fermentação com o tempo inicial, não 
obstante apresentarem um padrão de transcrição similar em condições com alto conteúdo de 
nitrogênio, independentemente da fonte empregada, especialmente quando foram agrupados 
pelos tipos de compostos organolépticos produzidos (ésteres ou alcoóis superiores).  
 Os resultados indicarem que a concentração e a fonte de nitrogênio no meio de cultura 
possuem um papel relevante nos níveis de transcrição dos genes associados à produção de 
ésteres e alcoóis superiores e por conseqüência, seriam parâmetros importantes para regular a 
concentração destes compostos durante o processo de elaboração da cachaça artesanal. 
. 

Palavras chaves: leveduras - cachaça - fermentação - compostos organolépticos - transcrição - 
alcoóis superiores - ésteres. 

*Autor para correspondência.Tel - Fax: +55 (81) 21268522 
Direção de correio eletrônico: esteban.espinosa.vidal@gmail.com. 
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fermentadas, determinando sua qualidade e valor. Dentre esses, os alcoóis superiores (que 

agregam aromas florais) e os ésteres de acetato e de ácidos graxos (aromas frutal-floral e de 

solvente) representam o maior e mais importante grupo de compostos responsáveis pelo sabor e 

aroma altamente desejados nas bebidas alcoólicas (Vestrepen et al. 2003a).  

 A natureza e quantidade dos compostos sintetizados dependem de múltiplos fatores, dos 

quais se destacam a concentração e a natureza da fonte de nitrogênio, a qualidade mineral do 

mosto e a linhagem de levedura empregada (Lambrechts e Pretoirus 2000, Swiegers et al. 2006).  

 Os alcoóis superiores podem ser produzidos no metabolismo dos carboidratos a partir do 

piruvato, ou na via de assimilação dos aminoácidos ramificados, denominada via de Erlich. Esta 

consiste no primeiro passo de desaminação do respectivo aminoácido pelas trans-aminases 

(aminoácido ramificado + α-cetoglutarato α-cetoácido + glutamato) codificadas pelos genes 

BAT1 e BAT2, seguida da descarboxilação do a-ceto-ácido formado pelas descaboxilases (α-

cetoácido α-cetoaldeído + CO2) codificadas pelo genes PDC1, PDC5, PDC6, ARO10 e THI3/

KID1. Os a-ceto-aldeídos formados devem ser reduzidos ao álcool superior respectivo pela ação 

das álcool desidrogenases (α-cetoaldeído + NADH álcool + NAD+) codificadas pelos genes 

ADH1, ADH3, ADH4, ADH5, SFA1, ADH6 e ADH7.  

 Alternativamente, dependendo do estado redox da célula, os a-ceto-aldeídos podem ser 

oxidados aos ácidos carboxílicos correspondentes (Vuralhan et al. 2003). Dependendo do tipo 

de aminoácido ramificado catabolizado podem ser obtidos três dos principais alcoóis superiores 

com importância organolépticas: o álcool isoamílico (3-metil-1-butanol) a partir de L-leucina; o 

álcool amílico ativo (2-metil-1-butanol) a partir de L-isoleucina; e o álcool isobutílico (2-Metil-

1-propanol) a partir de L-valina. Estes compostos não podem ser utilizados como fonte de 

carbono auxiliar e são excretados da célula. Esta via é a mais utilizada pelas leveduras para 

obter nitrogênio a partir dos aminoácidos ramificados, que são metabolizados unicamente 

quando outras fontes de nitrogênio preferenciais (por exemplo, o íon amônia) estão em 

concentrações limitantes. Assim, quando existe disposição de amônio no meio, os alcoóis 

superiores são formados a partir do esqueleto carbônico proveniente do anabolismo dos 

aminoácidos de cadeia ramificada (Derrick e Large 1993).  

 Específicamente na via de síntese de leucina, a enzima chave é uma a-isopropil malato 

sintase, codificada pelo gene LEU4, que produz ao final da via alternativamente álcool 

isoamílico. 
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 Entre os ésteres de acetato, o acetato de isoamila (aroma tipo banana) é o principal 

contribuinte ao aroma frutal e doce nas bebidas alcoólicas, assim como o acetato de etila (aroma 

tipo solvente) e acetato de feniletila (aromas florais com notas de mel) (Yoshikawa et al. 1999). 

Em Saccharomyces cerevisiae os ésteres de acetato resultam da condensação de uma molécula 

de acetil-CoA com uma molécula de álcool, por ação das álcool acetil transferase codificadas 

pelos genes ATF1 e ATF2 (Verstrepen et al. 2003a). A síntese de acetil-CoA é feita pelas 

enzimas acetil-CoA sintetase codificadas pelos genes ACS1 e ACS2.  

 Dentre os ésteres de ácido graxos se destacam o caproato de etila (hexanoato de etila) 

(Yoshikawa et al. 1999) e o caprilato de etila (octanoato de etila), responsáveis pelos aromas de 

maçã e de mamão, respectivamente (Meilgaard 2001). Os ácidos graxos são sintetizados pelo 

complexo ácido graxo sintetatase, codificado pelos produtos dos genes FAS1 e FAS2. 

Alternativamente, parece haver outras atividades éster sintetase no proteoma de S. cerevisiae 

codificadas pelos genes EHT1 e EEB1, os quais poderiam estar também envolvidos na síntese 

de ésteres de ácidos graxos de cadeias curtas e médias (Verstrepen et al. 2003a).  

 Um fator importante que influencia na concentração dos ésteres é a degradação pela 

atividade de esterases. Em S. cerevisiae estão descritos duas proteínas com atividade acetato de 

isoamila esterase (produto do gene IAH1) e acil tioesterase (produto do gene ATP1) que ainda 

não estão bem caracterizadas. Desta forma, o balanço das atividades acetil/acil álcool transferase 

e esterase determinariam o balanço na concentração dos ésteres durante o processo fermentativo 

(Fukuda et al. 1998). Estas atividades apresentam diferentes níveis de regulação, tanto em nível 

de transcrição gênica como de atividade enzimática, os quais são influenciados de maneira 

direta pelas condições de fermentação empregadas. 

 A cachaça artesanal apresenta condições fermentativas particulares de produção. A 

concentração de açúcar é geralmente entre 14-20 ºBrix [equivalentes a 11 a 16% (p/v) de 

sacarose], a concentração celular gira em torno de 12 a 20% (p/v) e conteúdos de nitrogênio 

relativamentes baixos (200 a 390 mg de N/L) (Alves 2004).  Devido a isto, em vários 

alambiques do Brasil existe a prática de adição de sulfato de amônia no processo fermentativo. 

No entanto, pouco se sabe sobre a influência dessa adição em relação ao metabolismo das vias 

de produção dos aromas desejados.  

 O Brasil apresenta um grande potencial para a produção de aguardente de cana de 

qualidade.  Hoje em dia, grande parte da produção artesanal ainda se concentra em alambiques 
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que continuam utilizando técnicas tradicionais e junto com a falta de padronização do processo 

não impulsiona a formação de um mercado estável, como acontece com a cachaça industrial de 

coluna. Dentre os diferentes fatores que influenciam a produção de cachaça artesanal, o uso de 

concentrações específicas de compostos nitrogenados assimiláveis deveria levar à produção de  

bebidas diferençadas nos aromas e sabores.  

 Neste contexto científico e industrial, o objetivo deste trabalho foi estudar o padrão de 

transcrição dos principais genes (ATF1, ATF2, FAS1, FAS2, ACS2, EEB1, IAH1, APT1, PDC1, 

PDC5, PDC6, ARO10, THI3, ADH3, ADH4, ADH5, SFA1, ADH6, LEU4) que estão associados 

à produção de ésteres e alcoóis superiores em condições similares nas obtidas durante o 

processo de elaboração de aguardente de cana artesanal, utilizando uma linhagem de S. 

cerevisiae industrial e caldo de cana com diferentes concentrações de sulfato de amônio ou com 

aminoácidos ramificados como fonte de nitrogênio.  

 Os resultados demonstraram que a concentração e a fonte de nitrogênio no meio de cultura 

possuem um papel relevante nos níveis de transcrição dos genes associados à produção de 

ésteres e alcoóis superiores. Por conseqüência, estes seriam parâmetros importantes para regular 

de forma precisa a concentração destes compostos durante a processo de elaboração da cachaça 

artesanal, gerando assim um salto de qualidade no produto final. 

  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Linhagem.  

 Neste trabalho foi utilizada a linhagem comercial de S. cerevisiae JP-1 (Fermol Distiller®, 

AEB Bioquímica Latino Americana, Brasil) isolada do processo de fermentação de álcool 

combustível (Silva-Filho et al, 2005) e atualmente comercializada para destilarias de álcool 

combustível e de cachaça. Esta é comercializada na forma liofilizada, por isso, as células foram 

ativadas antes dos ensaios fermentativos pela suspensão e incubação em água destilada estéril 

(25 % p/v) por 30 minutos sob agitação (instruções do fornecedor). 
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Condições de fermentação.  

 Os experimentos micro-fermentativos foram conduzidos usando caldo de cana natural, 

fornecido pelo produtor da cachaça artesanal São Sarué, no município de Igarassú, Pernambuco. 

O caldo de cana foi extraído de um único terno da moenda, clarificado por ebulição por 5 

minutos e decantado por 12 horas a 4ºC. Logo após, o caldo foi filtrado em papel de filtro com 

algodão, esterilizado a 121ºC por 15 minutos e armazenado em garrafas de vidro a 4ºC até seu 

uso. No momento de utilização, o caldo de cana foi diluído com água destilada estéril a fim de 

padronizar a concentração inicial de sacarose em 12% (p/v).  

 O valor de referência utilizado para determinar a diluição foi observado na escala do 

refratômetro manual que indica o índice de sustâncias secas refractométricas (RDS) em graus 

ºBrix (°Bx) da amostra. Para isso, os valores obtidos foram transformados em porcentagem de 

sacarose usando o fator de conversão 1,25 (1% = 1,25 °Bx). Antes dos ensaios de fermentação o 

caldo de cana foi suplementado com os antibióticos ácido nalidíxico (50 µg/ml) e ampicilina (50 

µg/ml) para impedir contaminação bacteriana.  

 Os ensaios de micro-fermentação consistiram em inocular as células hidratadas na 

concentração de 12% (p/v) em 50 mL de meio caldo de cana a 12% de sacarose (meio SC) ou 

em meio de caldo de cana suplementado com sulfato de amônio a 0,44 g/L (Sigma), 

correspondendo a concentração final de nitrogênio de 93 mg/L (3,32 mM de N) (meio SC/

AS90), com sulfato de amônio a 5.83 g/L, correspondendo a concentração final de nitrogênio de 

1.230 mg/L (9,35 mM de N) (SC/AS1000) ou com uma mistura de L-isoleucina (3,84 g/L)

(Sigma), L-valina (3,43 g/L) (Sigma) e L-leucina (3,84 g/L) (Sigma) para atingir uma 

concentração final de nitrogênio assimilável de 1230mg/L (9,35mM de N) (meio SC/ILV1000). 

Nesta ultima condição, a ausência do íon sulfato foi compensada pela adição de uma quantidade 

equimolar de sulfato de potássio (4,23 g/L) (Tabela 1).  

 A fermentação ocorreu durante nove horas a 32ºC e com agitação de 50 r.p.m, suficiente 

para impedir a sedimentação das células mas sem proporcionar aeração ao meio. Alíquotas de 

1,5 mL em triplicata foram coletadas no tempo inicial e após nove horas em forma asséptica 

empregando um sistema de seringas. A concentração celular foi determinada por contagem ao 

microscópio utilizando-se hematocitómetro (câmara de Neubauer) e o açúcar residual foi 

determinado em refratômetro manual. As amostras coletadas foram rapidamente centrifugadas a 

14.000 r.p.m por 30 segundos a temperatura ambiente, o sobrenadante removido foi armazenado 
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a -20ºC para determinação de etanol e álcool isoamílico, e o sedimento celular foi rapidamente 

submergido em nitrogênio líquido e armazenado a -80ºC. Os ensaios micro-fermentativos foram 

conduzidos consecutivamente em dois experimentos independentes. 

 

 

Extração de RNA total.  

 As amostras de RNA foram isoladas a partir das células congeladas segundo descrito por 

Schmitt et al. (1990) com algumas variações. As células foram descongeladas rapidamente e 

ressuspensas em 600 µl de acetato de sódio 50 mM a pH 5.3 e EDTA 10 mM (solução AE) e 

transferidas para microtubos de 1,5 ml. Em seguida foram adicionandos 40 µl de SDS 10 % e 

600 µl de uma solução de fenol, previamente equilibrado com solução AE. A mistura foi 

novamente agitada e incubada a 65 °C por 4 min. Depois de resfriados a 4 ºC durante 5 minutos, 

os tubos foram centrifugados por 2 min a 14.000 r.p.m para separar a fase aquosa da orgânica. A 

fase aquosa superior foi transferida para um tubo novo no qual foi adicionado um mesmo 

volume de uma mistura  de fenol/clorofórmio (5:1) a temperatura ambiente, seguido de nova 

centrifugação. A fase aquosa foi transferida a um novo tubo e se adicionou cloreto de lítio para 

atingir uma concentração final de 2,5 M. As misturas foram incubadas por 30 minutos a -20ºC  

para permitir a precipitação do RNA, centrifugadas a 14.000 r.p.m por 20 minutos e o sedimento 

foi lavado com etanol 70 %. Após seco em estufa a 37ºC, as amostras de RNA foram 

ressuspensas em 30 µl de água bidestilada tratada com dietil pirocarbonate (DEPC) e 

27 

  Carbono 
(sacarose) 

(% p/v) 

Nitrogênio Concentração 
Nitrogênio 
suplemento 

Concentração 
Nitrogênio 

final  

C:N 

     Fonte ( g/L) ( mg/L) mM ( mg/L) mM  

SC 12 - 
NH4

+ 
- 

traços* 
- 
- 

- 
- 

428,5* 3,25 280.05 

SC/AS90  12,40 (NH4
+)2(SO4

-) 0,44 93 0,7 521 3,96 238.00 

SC/AS1000 12,48 (NH4
+)2(SO4

-) 5,83 1230 9,35 1658,5 12,8 75.37 

SC/ILV1000 13,60 L-isoleucina 
L-leucina 
L-valina 

3,84 
3,84 
3,43 

  
1230 

  

  
9,35 

 
1685,5 

 
12,8 

  
80.69 

Tabela 1. composição dos meios de cultura utilizados neste ensaio. 
* (segundo Alves 2004) 



Espinosa Vidal, E.                                                       Análise transcripcional em S.  cerevisiae no âmbito da cachaça artesanal. 

 

Tabela 2: listagem das regiões codificantes selecionadas e dos iniciadores correspondentes. 

  ORF/Descrição código Seqüência 
ATF1 YOR377W ATF1L CACTTCTTTCGGGTTTCATCT 

  Alcohol acetyltransferase ATF1R TGATCTCGGTGACAACATCAT 
ATF2 YGR177C ATF2L TACGACAACGGTGACCACTT 

  Alcohol acetyltransferase ATF2R AGAGTTGGCAAGAAGGCTGT 
FAS1 YKL182W FAS1L GAATCTGTCGTCAACCAACC 

  subunit fatty acid synthetase FAS1R GAGGTGACTTCCATGACAGG 
FAS2 YPL231W FAS2L AGGACCGTTTCAAGGATGAG 

  subunit of fatty acid synthetase FAS2R AGCGGACATGGTGTTGATAA 
ACS2 YLR153C ACS2L CACTCCTGCCTACCCAGATT 

  Acetyl-coA synthetase isoform ACS2R GCAGTTGGAGCCACATAGAA 
EEB1 YPL095C EEB1L ATAATCAACGCAACGGATGA 

  AcylcoenzymeA EEB1R CCCAAGTCAGTCTCGCATAA 
IAH1 YOR126C IAH1L CGTACCAACGAGAACTTTGC 

  Isoamyl acetate-esterase IAH1R TCACCACCTTCCTGTTGAAA 
APT1 YLR118C APT1L GCCGCTTTCCAGCATACTA 

  Acyl-protein thioesterase APT1R GTCAAACCAAGCAGGCATC 
PDC1 YLR044C PDC1L TGACGAACAACACCCAAGATA 

  pyruvate decarboxylase PDC1R CAACGGCTTCCTTAACTTCTG 
PDC5 YLR134W PDC5L GGTGTTGGTGAATTGTCTGC 

   pyruvate decarboxylase PDC5R GATGGATGGAACACCAACAA 
PDC6 YGR087C PDC6L GTATCTCGCAGGTGTTGTGG 

   pyruvate decarboxylase PDC6R CTTGTTGGGGTCAATCTCCT 
ARO10 YDR380W ARO10L TGGTGATGTTGTCGTTTGTG 

  Phenylpyruvate decarboxylase ARO10R TGCCAATGGAAAGGAAAAAT 
THI3 YDL080C THI3L AACTTTGCGACCAATGACAA 

  Probable decarboxylase THI3R TTCTACCACCCACCTGTCAA 
ADH3 YMR083W ADH3L CGTTTCTGAAGCCGCTATT 

   alcohol dehydrogenases ADH3R GCAAACCAACCAAAACGAC 
ADH4 YGL256W ADH4L GGGGAAATCGGAGACTATGA 

   alcohol dehydrogenases ADH4R CGGAAGCAGTACCAGCAGTA 
ADH5 YBR145W ADH5L TGCTATGGGTTACAGGGTCA 

   alcohol dehydrogenases ADH5R TCTTCCGTGAAATCGATGAA 
SFA1 YDL168W SFA1L TGCTGAGTGTGGCAAATGTA 

   alcohol dehydrogenases SFA1R GGCATTACACCTTTCCCTTG 
ADH6 YMR318C ADH6L TGTGGTGTCTGCGGTAGTG 

  NADPH alcohol ADH6R CGACTAGCGGCATCTTCAT 
LEU4 YNL104C LEU4L AGACGCCATTAAGAAGGGTTT 

   isopropylmalate synthase LEU4R CAATGGCAAGTATGGGATTCT 
ADK1 YDR226W ADK1L TTACCATGCTCAAACCGAAC 

  Adenylate kinase ADK1R CCCAAACAGTAGCAGGAGGT 
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armazenadas a -80°C até seu uso. A quantificação do RNA isolado foi realizada por análise em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 260 nm, usando a conversão de uma unidade de 

absorbância a 260 nm equivalente a 40 µg/mL de RNA. O grau de pureza das amostras foi 

determinado pela razão das absorbâncias a 260 nm/280 nm, sendo consideradas as amostras 

com valores 260/280 entre 1,9-2,1. A possível degradação da amostra foi determinada por 

análise em géis de agarose 1 %, usando como parâmento a forma e intensidade nas bandas 

correspondentes ao RNAr 26S e 18S. 

 

qPCR.  

 Os iniciadores foram desenhados para a amplificação de 20 regiões codificantes obtidas 

das seqüências dos genes depositadas no Yeast Genome Database (http://

www.yeastgenome.org/) (Tabela 2). Dentre esses, 19 correspondem aos genes de interesse e um 

(ADK1) foi usado para normalizar os níveis de transcrição basal. Para o desenho dos iniciadores 

foi utilizada a ferramenta on-line Genscript primer design no modo avançado 

(www.genscript.com/cgi-bin/tools) empregando os seguintes parâmetros: os tamanhos dos 

iniciadores entre 17 e 25 bases, valor de Tm em 59ºC e tamanho dos amplicons entre 70 a 110 

pb.  

 Os pares de iniciadores obtidos foram analisados com a ferramenta Netprimer para a 

determinação da formação de auto-híbridos, duplex, hairpins e loops (www.premierbiosoft.com/

netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html). Os pares de iniciadores que apresentaram um ranking 

maior do que 90% foram selecionados para os ensaios de qPCR. Em seguida, os pares de 

iniciadores obtidos foram submetidos a uma análise de match com regiões codificantes dos 

genes alvo (www.blast.org) e com regiões não-específicas do genoma de S. cerevisiae (http://

www.yeastgenome.org/). Por ultimo, os iniciadores forem submetidos a uma PCR in silico 

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) empregando como molde o genoma de S. cerevisiae. 

Todos os iniciadores geraram fragmentos específicos de tamanho esperado. Uma vez 

confirmadas as especificidades, as seqüências dos iniciadores foram enviadas para síntese pela 

IDT Technologies (USA).  

 Para a síntese do DNA complementar (DNAc) se empregou o kit  ImProm-II™ Reverse 

Transcription System (Promega) usando Oligo(dT)15 como iniciadores e seguindo as instruções 

do fabricante. A quantificação dos RNAm foram realizados com o kit SYBR Green PCR Master 
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Mix seguindo as instruções do fabricante (Applied Biosystems) no sistema de detecção 7500 

Real Time PCR system (Applied Biosystems). Usaram-se as seguintes condições de 

amplificação: etapa inicial a 50ºC por 2 min, 95ºC por 10 min, e seguidamente 40 ciclos de 95 

ºC por 15 seg, e 60 ºC por 1 min. Os valores de CT para cada amplificação nas distintas 

condições foram guardados e posteriormente analisados.  

 Para a determinação do grau de contaminação com DNA  genômico (DNAg), as reações 

de PCR foram realizadas com amostras de reações de síntese de cDNA sem transcriptase 

reversa. Os resultados mostraram a presença de DNAg < 1,5% do total de cDNA.  

 A análise dos dados de quantificação foi feita segundo o método de quantificação relativo 

de 2-∆∆C
T (Livak e Schmittgem 2001), nos quais os níveis de transcrição gênica foram 

normalizados contra o controle endógeno representado pelo gene ADK1, e comparados em 

função da condição calibrador, neste caso as células cultivadas em caldo de cana com sacarose 

12 % (p/v) sem suplementos de fonte de nitrogênio. Os valores foram normalizados com o 

controle endógeno ADK1; e se restararam a 1 para expressarem em vezes reprimidos o 

induzidos. Os dados foram expressos em vezes de indução/repressão em relação no controle 

endógeno (ADK1) na condição calibrador. 

Para a determinação do erro padrão (δ) do controle endógeno como do gene de interes se 

empregou a fórmula: 

 

 onde σ é a variância dos diferentes valores de CT obtidos, e N é o número de valores de CT 

usados no cálculo. Para determinação do erro padrão do ∆∆CT se empregou a fórmula para a 

propagação do erro padrão: 

  onde δ1 é o erro padrão do gene de interes e δ2 e o erro padrão do controle endógeno. 

 

Determinação de etanol e álcool isoamílico.  

 O etanol foi quantificado no meio de cultura usando um cromatógrafo a gás modelo CG-

Master com detector de ionização por chama e coluna de polietilenoglicol de 30 m x 0,53 mm x 

0,5 mm. A análise foi conduzida segundo às seguintes condições: temperatura do vaporizador de 

130 ºC, a temperatura do detector foi de 130 ºC, a programação do forno: 40 ºC (6 min); 5 ºC/

min; 110 ºC (2 min), dando um tempo de corrida de 20 min. O gás transportador foi hidrogênio 

a 7 mL/min, a razão de divisão da amostra foi 1:10, e o volume injetado foi 1 µl. Para 

22  )( + )=∆∆ 21( δδδ Ct

N
σδ =
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quantificar os resultados se empregou o método de padronização externa. 

 

Análise das seqüências regulatórias.  

 Para analisar as seqüências não codificadoras upstreams, foram utilizadas as ferramentas 

computacionais fornecidas no banco de dados do Regulatory Sequences Analysis Tools (http:/

rast.ulb.ac.be/rsat/). Os motivos regulatórios foram analisados na região de 800 pb anteriores ao 

sítio de início da transcrição dos genes apresentados na Tabela 2. 

 

Análise dos resultados.  

 Todos os ensaios de micro-fermentação, assim como a determinação dos níveis de RNAm 

foram realizados ao menos duas vezes de forma independente.  

 Os dados foram avaliados estatisticamente por análise da diferença entre as médias usando 

ANOVA para determinar as diferenças significativas nos tratamentos com um nível de 

significância de α =5%, seguido por determinação da diferenças entre as médias dentro de cada 

tratamento analisando as diferenças mínimas significativas empregando o teste estatístico de 

Tuckey com um nível de significância de α = 5%.   

 Os valores que resultaram ser significantes, mas que apresentarem um nível de  indução-

repressão de RNAm menor ou igual a 0,15 vezes de  indução-repressão (15%) em relação ao 

controle endógeno, não foram levados em consideração na análise final dos resultados. 

 

 

 

 

RESULTADOS 

Perfil fermentativo da linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae JP-1.  

 O perfil fermentativo da linhagem industrial JP-1 foi analisada em condições que simulam 

o processo de produção de cachaça de alambique, adicionando-se ou não sulfato de amônia o 

aminoácidos ramificados como fonte suplementar de nitrogênio. Na Figura 1A observou-se que 

após nove horas de incubação a concentração celular permaneceu constante em todas as 

condições ensaiadas, corroborando o estado fermentativo na cultura. Em relação à concentração 

de açúcar, a taxa de consumo de sacarose foi similar em todas as condições empregadas (nível 
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de significância α=5%) (Figura 1B). 

 

Níveis de transcrição genes associados no metabolismo de alcoóis superiores e ésteres.  

 Para determinar o tipo de regulação que exerce o nitrogênio na transcrição dos genes 

associados com o metabolismo de alcoóis superiores e ésteres, foram realizados ensaios micro-

fermentativos com a linhagem JP-1 de S. cerevisiae em caldo de cana contendo 12 % (p/v) de 

sacarose (SC), e suplementando este meio com nitrogênio na forma de sulfato de amônia em 

baixa concentração (CS/AS90) ou alta concentração (SC/AS1000), ou ainda na forma de 

aminoácidos ramificados (AS/ILV1000). As células foram coletadas no tempo inicial e após 

nove horas de fermentação.  

 Empregando as condições de fermentação descritas acima, foram analisados os padrões de 

transcrição de 19 genes de S. cerevisiae selecionados por participarem no metabolismo de 

compostos organolépticos em outros processos biotecnológicos similares (elaboração de 
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Figura 1. Curva de fermentação e  consumo de sacarose.  
 A. Perfil fermentativo e substâncias secas refractométricas (RDS) da cepa JP-1, as células foram cultivadas 
por nove horas a 32 ºC com agitação de 50 r.p.m. em meio de caldo de cana  sacarose 12 % (p/v) (SC), e no mesmo 
caldo de cana mais o agregado de 0,44 g/L (SC/AS90) e  5,83 g/L (SC/AS1000) de sulfato de amônio, e com de  
uma mistura equimolar de L-leucina (3,84g/L), L-isoleucina ( 3,84 g/L) e L-valina (3,43 g/L) (SC/ILV1000).  
 B. Consumo de sacarose na cepa JP-1 nas mesma condições anteriormente descritas. 
Os  valores representam as medias ± o desvio padrão.  
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cerveja, vinho, saquê, whisky).  

 Em relação aos alcoóis superiores, e tendo como base a via catabólica de Erlich, foram 

estudados os níveis de RNAm dos genes que codificam para as atividades descarboxilase 

tiamina pirofosfato dependente (PDC1, PDC5, PDC6), fenil piruvato descarboxilase (ARO10) e 

alfa-ceto-isocaproato descarboxilase (THI3), dos genes que codificam para as atividades álcool 

dehidrogenase (ADH3, ADH4, ADH5, SFA1, ADH6) e o gene que codifica para a alfa-isopropil 

malato sintetase (LEU4), a qual participa na via de biosíntese de leucina. Em relação as vias 

envolvidas na síntese de ésteres, foram estudados os níveis de transcrição dos genes com 

atividade álcool acetil transferase (ATF1 e ATF2), acil-CoA etanol transferase (EEB1), ácido 

graxo sintetase (FAS1 e FAS2) , acetil CoA sintetase (ACS2), e dois genes que codificam para 

esterases, uma isoamil acetato esterase (IAH1) e uma proteína-acil tioesterase (APT1). 

 Inicialmente foi determinada a relação nos níveis de RNAm entre as diferentes condições 

fermentativas analisadas. Para isto, se compararam os níveis de RNAm dos genes em estudo na 

linhagem JP-1 nas diferentes condições (SC/AS90, SC/AS1000 e SC/ILV1000), os quais foram 

normalizados contra o controle endógeno ADK1 e expressos em função da condição de 

fermentação em caldo cana sem suplemento de nitrogênio (Figura 2A). Os níveis de transcrição 

foram similares entre as condições de altas concentrações de nitrogênio (SC/AS1000 vs SC/

ILV1000, com um coeficiente de correlação de r= 0,89 (Figura 2B), independente do tipo de 

fonte de nitrogênio empregada. Em contraste, não houve relação no padrão de transcrição 

quando comparando as condições de escassez (SC/AS90) com as condições de excesso (AS/

SC1000 e AS/ILV1000) de nitrogênio ( r<0.16 nas duas comparações). Entretanto, quando os 

genes foram agrupados segundo o tipo de composto produzido se observou um aumento 

substancial no coeficiente de correlação quando se comparam os níveis de transcrição em uma 

condição específica. Principalmente nos genes envolvidos na formação de alcoóis superiores 

quando se comparam os níveis de RNAm em condições com alto conteúdo de nitrogênio (SC/

AS1000-SC/ILV1000, r=0,99). Os genes envolvidos na formação de ésteres apresentaram um 

aumento no coeficiente de correlação na comparação entre a condição deficiente em amônia e a 

suplementado com aminoácidos ramificados (r= 0,73). 

 

Via metabólica alcoóis superiores.  

 Os resultados obtidos mostraram uma indução significativa nos níveis de transcrição nos 
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genes THI3 (+1,35 vezes), PDC6 (+5,11 vezes), ARO10 (+9,14 vezes), ADH4 (+6,65 vezes), 

ADH6 (+1,97 vezes), e SAF1 (+1.71 vezes) na condição de caldo de cana com sacarose 12 % (p/

v) (SC) quando se comparam com o tempo inicial (Figura 3B), entretanto os níveis de 

transcrição dos genes restantes apresentarem baixas ou nenhuma diferença.   

 Quando se comparam os níveis de RNAm nas diferentes condições com suplemento de 

nitrogênio em relação na condição SC se observou que os níveis de RNAm dos genes PDC5,  

ADH6 e SFA1 no meio SC/AS90 (93 mg N/L suplementado como sulfato de amônio) foram 
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SC/AS90 - SC/AS1000 SC/AS90 - SC/ILV1000 SC/AS1000 - SC/ILV1000
All -0.09401 -0.14655 0.89423
H. alcohols -0.23794 -0.30613 0.99222
Esters 0.16485 0.72709 0.69156

r=0.89

Figura 2. Análise global dos níveis de transcrição dos genes relacionados com a síntese de ésteres e alcoóis 
superiores na cepa JP-1 nas diferentes condições fermentativas.     
 Comparação dos níveis de ARNm relativos nas diferentes condições ensaiadas,  SC/AS90= 93 mg N/L em 
forma de sulfato de amônio, SC/AS1000 = 1230 mg N/L em forma de sulfato de amônio, e SC/ILV1000= 1230 mg 
N/L em forma de aminoácidos ramificados leucina, valina e isoleucina.  
A. Comparação de todos os genes em estudo. Na gráfica se apresenta a reta de ajuste linear e o coeficiente de 

correlação para a comparação SC/AS1000 - SC/ILV1000. 
B. Comparação dos genes envolvididos no metabolismo de ésteres. 
C. Comparação dos genes envolvidos no metabolismo de alcoóis superiores. 
D.  Valores  dos coeficientes de correlação provenientes do análise de correlação entre as comparações 
respectivas. 
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B 

  SC/AS90 SC/AS1000 SC/ILV1000 
ADK1 0.00 (0.00 ; 0.00) 0.00 (-0.03 ; 0.03) 0.00 (-0.04 ; 0.04) 
PDC1 -0.26* (-0.26 ; -0.26) -0.24* (-0.2 ; -0.22) -0.42* (-0.44 ; -0.41) 
PDC5 0.03 (-0.03 ; -0.03) -0.66* (-0.6 ; -0.66) -0.77* (-0.78 ; -0.77) 
PDC6 -0.52* (-0.52 ; -0.52) -0.60* (0.61 ; -0.58) -0.52* (-0.54 ; -0.50) 

ARO10 -0.35 (-0.84 ; -0.20) 3.58* (3.42 ; 3.75) 5.89* (6.64 ; 6.15) 
THI3 -0.36* (-0.37 ; -0.36) -0.41* (-0.42 ; -0.40) -0.35* (-0.37 ; -0.33) 
ADH3 -0.24* (-0.24 ; -0.24) -0.42* (-0.45 ; -0.40) -0.50* (-0.52 ; -0.49) 
ADH4 -0.59 (-0.66 ; -0.50) 0.05 (0.03 ; 0.08) 0.78* (0.42 ; 1.21) 
ADH5 -0.18 (-0.18 ; -0.17) -0.22 (-0.24 ; -0.20) -0.30 (-0.32 ; -0.28) 
ADH6 -0.09 (-0.10 ; -0.15) 0.00 (-0.02 ; 0.03) -0.13 (-0.15 ; -0.10) 
SFA1 -0.15* (-0.16 ; -0.15) -0.02 (-0.04 ; 000) -0.07 (-0.10 ; -0.04) 
LEU4 0.08* (0.07 ; 0.10) -0.60* (-0.62 ; -0.60) -0.69* (-0.70 ; -0.68) 
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Figura 3. Níveis de expressão e indução relativos dos genes envolvidos na sínteses de alcoóis superiores em 
caldo de cana 12% (p/v) sacarose baixo diferentes concentrações e fontes de nitrogênio.  
(A) Níveis de indução/repressão do ARNm em condições com baixo conteúdo de nitrogênio na forma de sulfato 

de amônio SC/AS90 (93 mg N/L), e em condições com alta concentração de nitrogênio na forma de sulfato 
de amônio SC/AS1000 (1230 mg/L) e na forma de aminoácidos ramificados leucina, isoleucina e valina 
(1230 mg/L) relativos á condição de referência caldo de cana 12% sacarose (p/v). Os valores se 
normalizarem com o controle endógeno ADK1; e se restararam a 1 para expressarem em vezes reprimidos o 
induzidos.  

(B) Níveis de indução/repressão do ARNm relativos a tempo inicial de fermentação. Os valores se normalizaram 
em função do nível de ARNm do controle endógeno ADK1. A condição caldo de cana  12% (p/v) (SC) se 
relativizo em relação aos valores obtidos no tempo inicial da fermentação. Os valores obtidos para cada uma 
das condições suplementado com nitrogênio se expressarem em relação na condição de referência SC, 
sumando-se aos valores obtidos para a condição SC.  

-As barras de erro representam o menor e o maior valor que alcançarem as medições. A méia e o intervalo de 
medição estão baseados no resultado obtido de pelo menos dois medições em duplicado a partir de dois culturas 
independentes.     
* Valores significativamente diferentes com um nível de confiança de α=5%. 
 

 A 
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semelhantes à condição de referência de caldo de cana (Figura 3A e B). Os genes que 

apresentaram um comportamento significativamente diferente nos níveis de RNAm nesta 

comparação foram os genes PDC1 (-0,26 vezes), PDC6 (-0,52 vezes), ARO10 (-0.35 vezes) e 

THI3 (-0.36 vezes) entre as descarboxilases; e ADH3 (-0,24 vezes) e ADH4 (-0.59 vezes) entre 

as álcool desidrogenases (Figura 3A e B).   

 Em condições de altas concentrações de nitrogênio em relação à condição de referência foi 

observado aumento nos níveis de transcrição do gene ARO10, tanto em meio com sulfato de 

amônia (+3.58 vezes) quanto com aminoácidos ramificados (+5.89 vezes). Já o gene ADH4 

apresentou indução na ordem de +0,78 vezes quando a fermentação ocorreu na presença dos 

aminoácidos ramificados. Nestas condições também foram observadas diminuições 

significativas da transcrição nos genes PDC1 (-0,24 e -0,42 vezes respectivamente), PDC5        

(-0.66 e -0.77 vezes), PDC6 (-0.60 e -0.52 vezes), THI3 ( -0,41 e 0,35 vezes) e ADH3 ( -0,42 e  

-0,50 vezes).  

 Em relação à via anabólica do aminoácido leucina, outra via importante na formação de 

álcool isoamílico, os níveis do transcrito LEU4 foram reduzidos na condição de alta 

concentração de nitrogênio, tanto na forma de amônia (-0,60 vezes), e como era de esperar-se na 

forma de aminoácidos ramificados (-0,69 vezes).  

 

Vias metabólicas ésteres.  

 Os resultados obtidos mostraram uma indução significativa nos níveis de transcrição nos 

genes ATF2 (+1,33 vezes), ACS2 (+2,67 vezes), FAS1 (+3,53 vezes), FAS2 (+2,44 vezes), e 

IAH1 (+3,48 vezes), na condição de caldo de cana com sacarose a 12% (p/v) (SC) quando se 

comparam com o tempo inicial (Figura 3B).  

 Quando se comparam os níveis de RNAm nas diferentes condições com suplemento de 

nitrogênio em relação na condição SC se observa que os níveis de RNAm do gene ATF1 

diminuiu de forma significativa, na presença de concentrações baixas de nitrogênio (-0,29 

vezes) assim como em alta concentrações de nitrogênio, tanto em presença de amônia (-0.44 

vezes) como em presença de aminoácidos ramificados (-0.56 vezes) (Figura 3A). Já o nível de 

transcrição do gene ATF2 não variou na condição com baixo conteúdo de amônia, mas 

apresentou níveis significativos de repressão na presença de alto conteúdo de nitrogênio (-0.30 

vezes quando forem cultivadas com amônia e -0.34 vezes quando se cultivarem usando 
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A 

B 

  SC/AS90 SC/AS1000 SC/ILV1000 
ADK1 0.00 (0.00 ; 0.00) 0.00 (-0.03 ; 0.03) 0.00 (-0.96 ; 1.04) 
ATF1 -0.29* (-0.32 ; -0.27) -0.44* (-0.45 ; -0.43) -0.56* (-0.73 ; -0.30) 
ATF2 0.01 (-0.01 ; 0.02) -0.30* (-0.32 ; -0.27) -0.34* (-0.39 ; -0.28) 
EEB1 -0.24* (-0.25 ; -0.24) 2.00* (1.92 ; 2.08) 0.20* (0.16 ;0.23) 
ACS2 -0.11* (-0.12 ; -0.10) -0.15* (-0.17 ; -0.13) -0.37* (-0.39 ; -0.35) 
FAS1 -0.09 (-0.10 ; -0.09) -0.70* (-0.71 ; -0.13) -0.72* (-0.72 ; -0.71) 
FAS2 -0.27* (-0.28 ; -0.27) -0.62* (-0.63 ; -0.61) -0.64* (-0.65 ; -0.63) 
IAH1 0.32* (0.31 ; 0.32) 0.73* (0.69 ; 0.77) 1.11* (1.05 ; 1.17) 
APT1 -0.29* (-0.32 ; -0.26) -0.20* (-0.22 ; -0.18) -0.30* (-0.32 ; -0.28) 

 

Figura 3. Nível de ARNm relativos a ADK1 dos genes envolvidos na sínteses de ésteres em caldo de cana 12% 
(p/v) sacarose baixo diferentes concentrações e fontes de nitrogênio. 
(A) Níveis de indução/repressão do ARNm em condições com baixo conteúdo de nitrogênio na forma de sulfato 

de amônio SC/AS90 (93 mg N/L), e em condições com alta concentração de nitrogênio na forma de sulfato 
de amônio SC/AS1000 (1230 mg/L) e na forma de aminoácidos ramificados leucina, isoleucina e valina 
(1230 mg/L) relativos á condição de referência caldo de cana 12% sacarose (p/v). Os valores se 
normalizarem com o controle endógeno ADK1; e se restararam a 1 para expressarem em vezes reprimidos o 
induzidos.  

(B) Níveis de indução/repressão do ARNm relativos a tempo inicial de fermentação. Os valores se normalizaram 
em função do nível de ARNm do controle endógeno ADK1. A condição caldo de cana  12% (p/v) (SC) se 
relativizo em relação aos valores obtidos no tempo inicial da fermentação. Os valores obtidos para cada uma 
das condições suplementado com nitrogênio se expressarem em relação na condição de referência SC, 
sumando-se aos valores obtidos para a condição SC.  

-As barras de erro representam o menor e o maior valor que alcançarem as medições. A méia e o intervalo de 
medição estão baseados no resultado obtido de pelo menos dois medições em duplicado a partir de dois culturas 
independentes.     
* Valores significativamente diferentes com um nível de confiança de α=5%. 
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aminoácidos ramificados como suplemento) (Figura 3A).   

 Em relação à via de formação de ésteres de ácidos graxos, o gene EEB1, que codifica a 

enzima acil-CoA:etanol aciltransferase, apresentou um nível de indução de 0,24 vezes na 

condição de baixo conteúdo de nitrogênio foi induzido de forma estatisticamente significativa 

na condição com alto teor amônia (+2 vezes), apresentando na presença de aminoácidos 

ramificados uma diminuição  de 0,20 vezes (Figura 3A). Também foi observado que os genes 

FAS1 e FAS2 que codificam respectivamente as subunidades beta e alfa do complexo ácido 

graxos sintetase foram reprimidos principalmente em condições de altas concentrações de 

nitrogênio na forma de amônia (-0.70 e -0.62 vezes respectivamente) e na condição com 

suplemento de aminoácidos ramificados (-0.72 e -0.64 vezes, respectivamente).  

 Com respeito ao gene ACS2, os níveis de RNAm mostraram uma repressão significativa 

nas diferentes situações ensaiadas em relação à condição de referência (entre –0,11 a –0,37 

vezes). Em relação aos genes com atividade esterase, IAH1 apresentou indução significativa nos 

níveis de RNAm nas três condições testadas,  +0.32 vezes na presença de baixa concentração de 

amônia,  +0.73 vezes na presença de alto conteúdo de amônia e +1.11 vezes na presença de 

aminoácidos ramificados (Figura 3A). O outro gene estudado, APT1 (acil-tioesterase) apresento 

níveis significativos de repressão nas condições examinadas, entre -0,20 a -0,30 vezes (Figura 

3A). 

  

Determinação de etanol.  

 A determinação analítica demonstrou a formação de pequenas quantidades de álcool 

etílico nos primeiros minutos da fermentação, no tempo transcorrido entre inocular a cultura e 

realizar a extração da amostra (Figura 4B). Este resultado permite assegurar que as células se 

encontram fermentativamente ativas no tempo inicial, sendo adequada esta condição para 

normalizar a condição SC.  

 Interessantemente, a quantidade de etanol produzido na condição SC/AS1000 resulto 0,45 

vezes maior que na condição de SC (nível de significância de α=5%) (Figura 4A).  

 Além disso, na condição SC/ILV1000 foi a única onde foi possível detectar a produção de 

álcool isoamílico (1,43 ±0,50 g/L) (Figura 4B). 
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DISCUSSÃO 

 As linhagens industriais de S. cerevisiae envolvidas na elaboração de bebidas alcoólicas 

conseguem adaptar-se e crescer em diversas condições ambientais, sempre mantendo a 

habilidade de converter a vasta quantidade de fontes de carbono do meio em etanol e diversos 

metabólitos alguns com importante propriedades organolépticas. A compreensão do padrão de 

transcrição gênica dessas linhagens pode contribuir para o aprimoramento da produção de 

bebidas alcoólicas e para os processos biotecnológicos em geral (como o bio-etanol). Isto tem se 

verificado na crescente lista de publicações que utilizam a técnica de microarranjo de DNA  

para estudos de transcrição orientados á elaboração de vinho (Cavalieri et al. 2000, Backhus et 

al. 2001) e de cerveja (Higgins et al. 2001, Dawes et al. 2002, James et al. 2002).  

 Com o objetivo de incrementar o conhecimento neste campo em relação ao processo de 

elaboração de cachaça, este trabalho analisou os níveis de transcrição de 19 genes de S. 

cerevisiae relacionados com o metabolismo dos ésteres e alcoóis superiores na elaboração de 

 
    Ethyl alcohol (g/L) Isoamyl alcohol 

SC   Ti 5.54 ±0.80 n.d. 
Tf 112.33 ±10.20 n.d. 

SC/AS90  Ti 4.65 ±0.01 n.d. 
Tf 100.6 ±4.40 n.d. 

SC/AS1000   Ti 5.15 ±0.01 n.d. 
Tf 159.6 ±27.00 n.d. 

SC/ILV1000   Ti 5.4 ±0.70 n.d. 
Tf 130.09 ±0.50 1.43 ±0.50 
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Figura 4. Determinação da concentração de álcool etílico e álcool isoamílico.   
 (A).  Produção de etanol relativo á condição SC. Quantidade de álcool etílico produzida em relação no 
obtido na condição de referencia, expressada em vezes.  
* valores significativamente diferentes com nível de significância de α=5%. 
 (B). Determinação da concentração de álcool etílico e álcool isoamílico.  Os valores representam as meias e 
os desvios padrão de como mínimo 4 determinações. 
Ti= Tempo inicial.   Tf= Tempo final. 
n.d.=não detectado. 
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outras bebidas obtidas por fermentação. Para isso se realizaram ensaios em pequena escala 

simulando as condições empregadas na produção de cachaça artesanal: suco da cana de açúcar 

natural com conteúdos de sacarose de 12% (p/v), inóculos celulares altos (na ordem da 1 x 109 

cel/ml), temperatura de 32ºC, e mínima agitação (apenas para evitar a decantação das células), 

usando essa condição como referência e comparando-a com condições com diferentes fontes e 

concentrações de nitrogênio. Motivo desta escolha foi o baixo conteúdo de nitrogênio livre 

assimilável presente no caldo de cana. Ao mesmo tempo, se empregou como inóculo o fermento 

comercial JP-1, uma linhagem industrial de S. cerevisiae.  

 

Semelhança de genoma entre linhagens industriais e de laboratório.  

 Em geral, as linhagens industriais apresentam várias diferenças genéticas em relação às 

linhagens de laboratório: poliploidias, aneuploidias, translocações, redundância no número de 

cópias de alguns genes e quadros abertos de leitura únicos (Hammond 1996, Johnstom e 

Oberman 1979, Goffeau et al. 1996, De Winde 2003). Portanto, não é incomum que seqüências 

genômicas das linhagens industriais difiram em certos aspectos de seus ortólogos em linhagens 

laboratoriais.  

 A linhagem JP-1 utilizada no presente estudo foi isolada como dominante em processos de 

fermentação alcoólica em destilarias de álcool combustível, sendo selecionada por suas 

características de alta capacidade fermentativa (Silva-Filho et al. 2005). Entretanto, esta 

linhagem apresenta uma alta instabilidade cromossômica (Lucena et al. 2007), o que parece ser 

uma característica dos isolados industriais (Infante et al. 2003). Uma outra característica desta 

linhagem é a instabilidade meiótica que inviabiliza 25% dos esporos gerados (dados não 

publicados). A despeito desses fenótipos, a linhagem JP-1 está sendo comercializada (Fermol 

Distiller®, AEB Bioquímica Latino Americana S.A.) para destilarias de álcool combustível e 

destilarias de cachaça em diferentes regiões do Brasil. Além das suas características industriais, 

detectamos e quantificamos os níveis de RNAm correspondentes a 21 genes em células de JP-1 

cultivadas em condições semelhantes àquela da fermentação de cachaça. Outros ensaios 

preliminares indicam o mesmo resultado como outros 18 genes (dados não mostrados). Todos 

estes fatores em conjunto sugerem uma grande homologia de seqüência entre o genoma da 

linhagem industrial e da linhagem S288C depositado no Yeast Genome Database. Não obstante, 

empregar linhagens industriais poliplóides o com numero redundante de genes pode resultar em 
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sobre-estimações dos níveis de RNAm quando os dados não são normalizados contra uma 

condição de referência, como acontece em ensaios de microarranjos o de quantificação absoluta 

por qPCR . De fato, foi mostrado que um dos genes mais expressos em diferentes experimentos, 

YCR005C, se devia à ploidia do genoma (Galitski et al. 1999).  De forma análoga, os níveis de 

transcrição muitos baixos em diferentes condições podem indicar a deleção parcial o total do 

gene (James et al. 2002). 

 

Consumo de sacarose em diferentes tipos de fonte de nitrogênio empregado.  

 O íon amônio, principal fonte de nitrogenio para as leveduras, estimula o metabolismo 

fermentativo, devido ao aumento na disponibilidade de grupos amino na síntese de proteína 

ocasionando um aumento  na concentração das enzimas e por conseqüência nas atividades 

enzimáticas, e pela diminuição da relação ATP:ADP, causado pelo gasto de ATP pelo sistema 

de transporte ativo do íon amônio acoplado a uma H+-ATPase (Pena et al. 1987). Por isso, 

baixos níveis do íon estão associados à baixa atividade celular (Bely et al. 1990) e baixo 

rendimento em biomassa (Bissom 1991). Mas ainda não estão claros os níveis mínimos de 

concentração de amônio no meio. Por exemplo, Mendes-Ferreira e colaboradores (2004) 

demonstraram que a linhagem industrial PYCC4072 empregada na indústria do vinho não 

apresentou diferença na taxa específica de crescimento com valores de nitrogênio entre 16,5 e 

805 mg N/L, e na produção de biomassa celular entre 267 e 805 mg N/L.  

 Os resultados do presente trabalho concordam com estes reportes prévios, já que a taxa de 

consumo de sacarose foi similar em todas as condições testadas (nível de significância α=5 %)

(Figura 1B). Este fato pode explicar a ausência de crescimento celular devido às condições de 

cultura semi-aeróbicas (alta concentração de açúcar, mínima agitação) e principalmente ao alto 

conteúdo celular (12 % p/v). 

 

 Padrão de transcrição global.  

 Os estudos demonstraram que os níveis de transcrição tomando em conjunto todos os 

genes estudados são similares nas condições com alta concentrações de nitrogênio (SC/AS1000 

e SC/AS/ILV100) independente do tipa de fonte empregada. Em contraste, não existe relação no 

padrão de transcrição quando se compara a condição limitante em nitrogênio com as condições 

não limitantes (Figura 2B). Interessantemente, quando os genes foram agrupados segundo a via 
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metabólica que participam se observou um aumento nas diferentes comparações realizadas. Esta 

observação pode ser devida ao fato de que os genes envolvidos em uma mesma via metabólica 

compartilham os mesmos mecanismos regulatorios. Neste sentido, é lógico pensar que estes 

genes apresentem seqüências motivo similares de ligação a fatores de transcrição nas regiões 

upstream do sítio de iniciação da transcrição. Por exemplo, tomando a proteína  Gcn4p, o fator 

de transcrição mais estudado em relação ao metabolismo de nitrogênio e supondo que maiores 

quantidades de seqüências motivos produzam maiores efeitos nos níveis de transcrição, se 

observa uma maior incidência nas seqüências motivos de ligação a este fator nos genes 

envolvidos na formação de alcoóis superiores (ocorrência da seqüência motivo/números de 

genes= 2.09) que nos envolvidos na formação de ésteres (ocorrência da seqüência motivo/

números de genes= 0.63) (Figura 5), explicando a maior correlação nos níveis de RNAm dos 

genes envolvidos na via de Erlich. 

 

 

 

Figura 5. Análise para motivo do fator de transcrição Gcn4p nas seqüências upstreams do sitio de iniciação 
da transcrição.  
 

Caixa Gcn4 
Caixa Gcn4 para o sitio AP-1 
Numero de seqüências motivos na região 
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Formação de alcoóis superiores por S. cerevisiae.  

 No processo de elaboração de aguardente de cana, S. cerevisiae é responsável pela 

produção de uma variedade de metabólitos que contribuem no aroma e no sabor, estando os 

alcoóis superiores entre os mais importantes. Estes compostos organolépticos derivam do 

esqueleto carbônico dos aminoácidos, os quais em teoria podem ser sintetizados de novo, mas 

durante o processo fermentativo são tomados geralmente do meio, sobretudo em condições 

deficientes em fontes de nitrogênio de mais fácil assimilação, como por exemplo, amônia. É 

comumente aceito que nestas condições os alcoóis superiores se originem na via catabólica de 

Erlich.  

 As enzimas chaves nesta via metabólica são as piruvato descarboxilase tiamina difosfato 

dependente, (PDC1, PDC5, PDC6, ARO10 e THI3) as quais também estão envolvidas no 

metabolismo principal fermentativo na formação de etanol. Em S. cerevisiae cada uma pode 

independentemente descarboxilar o piruvato a acetaldeído (James et al. 2002). Em células tipo 

selvagem, 85% de toda a atividade piruvato descaboxilase provêem de PDC1, o restante de 

PDC5 (Köning 1998). PDC6 parece só contribuir na atividade piruvato descarboxilase durante 

crescimento em fonte de carbono não fermentáveis, analises de Northem blot demonstraram que 

PDC6 apresenta indução nos níveis de RNAm quando as células são crescidas em etanol 

(Hohman 1991).  

 Em nossos estudos, observamos entre as alfa cetoácido descarboxilases um aumento nos 

níveis de RNAm dos genes PDC6 (+5,11 vezes), ARO10 (+9,14 vezes) e THI3 (+1,35 vezes) 

quando se comparam a condição de caldo de cana com sacarose 12 % (p/v) com nove horas de 

fermentação com o tempo inicial. Esta observação colocariam a ARO10 e PDC6 como as 

descarboxilases principais nas condições ensaiadas. 

 Quando se comparou a condição baixa em nitrogênio (SC/AS90) com a condição de 

referência (SC) se denota a repressão nos níveis de transcrição dos genes com atividade piruvato 

descarboxilase (PDCases) (entre -0,50 a -0,26 vezes), de forma similar quando se comparam às 

condições com alto conteúdo de nitrogênio com SC (entre -0,60 a -0,24 vezes), unicamente 

PDC5 não apresenta diferenças entre as condições SC/AS90 e SC (+0,03 vezes). 

Interessantemente PDC5 demonstrou níveis de repressão maiores que as outras PDCases nas 

condições com alto conteúdo de nitrogênio.  

 Em relação ás outras descarboxilases dependentes de tiamina pirofosfato, trabalhos 
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prévios assinalam que o nível de  RNAm de ARO10 é induzido por triptofano, fenilalanina e 

leucina. Neste sentido, estudos baseados em perfis metabólicos e em atividade enzimática, 

sugerem que a expressão de ARO10 poderia estar super-regulada por valina, leucina e isoleucina 

(Vuralhan et al 2005). Outro estudo evidencia que Aro9p (transferase de aminoácidos 

aromáticos II) é co-expressada com Aro10p em culturas com diferentes fontes de nitrogênio, 

ambas reguladas pelo fator de transcrição Aro80p (YDR421W) ((Thurston et al. 1981). Este 

sugere que tanto Aro9p como Aro10p não estão restritas aos aminoácidos aromáticos. Todas 

estas observações apresentam consistência com o rol proposto para ARO10 como uma 

descarboxilase com um amplo espectro de substratos.  

 Nossos resultados confirmam que os aminoácidos ramificados provocariam em conjunto a 

indução nos níveis de RNAm de ARO10. Surpreendentemente, isto também ocorre se bem em 

menor medida, na presença de quantidades similares de amônio. Esta observação somada ao 

aumento nos níveis de RNAm na condição de referência em relação no tempo inicial (+9,15 

vezes), as altas taxas de produção de etanol na condição com alto conteúdo de amônia, e a 

repressão nos níveis de RNAm de PDC1 e PDC5, colocaria o gene ARO10 como o principal 

responsável pela atividade descarboxilase nas condições ensaiadas, re-colocando a este gene 

com a capacidade de descarboxilar o piruvato a acetaldeído (James et al. 2002).  

 Em relação ao nível de transcrição  de THI3 observamos similaridade nas três condições 

testadas, parece que este gene não é regulado pela fonte ou concentração de nitrogênio no meio. 

Isto pode dever-se ao fato de que THI3 por si só não exerce atividade descarboxilásica, sendo 

requerida as outras PDCases para apresentar esta atividade (Vurahlam et al. 2003).   

 Com respeito às álcool desidrogenases os resultados obtidos demonstram um aumento nos 

níveis de RNAm nos genes ADH4 (+6,65 vezes), ADH6 (+1,97 vezes) e SFA1 (+1,71 vezes)  

quando se comparou a condição com caldo de cana com sacarose 12 % (p/v) depois de nove 

horas de fermentação com o tempo inicial. 

 Em relação à fonte de nitrogênio empregada, estudos prévios onde se cresceram células 

em meio mínimo com aminoácidos ramificados como única fonte de carbono, as alfa-ceto 

ácidos descarboxilase não demonstraram estar envolvidas na formação de alcoóis superiores em 

presença destes aminoácidos (Dickinson et al. 2000).  

 Os resultados obtidos neste trabalho em relação a ADH4, ADH6 e SFA1 ratificam esta 

observação, mostrando que não existe diferenças significativas entre as condições com 
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suplemento de aminoácidos ramificados e a condição de referencia, também não apresentarem 

diferenças as outras condições ensaiadas. Entretanto, ADH3 e ADH4 demonstraram estar 

regulados pelo suplemento de nitrogênio, apresentando repressão nos níveis de RNAm em 

relação na condição de referência (entre -0,24 a -0,59 vezes). ADH4 apresento um aumento nos 

níveis de RNAm de +0,78 vezes na condição com suplemento de aminoácidos ramificados, esta 

observação sumado á produção de álcool isoamílico detectada (1,43 g/L) (Figura 4B), situa a 

ADH4 como a principal gene envolvido na produção de álcool isoamílico, com um taxa de 

conversão de leucina em álcool isoamílico de 37,24 %.  

 Estes resultados estariam de acordo com outra análise onde se demonstra que células 

selvagens cultivadas em anaerobiose na presença de fenilalanina como única fonte de 

nitrogênio, convertem quase estequiometricamente a fenilalanina em feniletanol. Isto sugere o 

estado redox das células em favor da ramificação redutiva da via de Erlich sobre a oxidativa 

produzindo fenilacetato  (Vuralhan et al. 2003). 

 Em relação do gene LEU4 nossos resultados sugerem que os níveis de RNAm estariam 

reprimidos pela presença de  aminoácidos ramificados no meio, específicamente leucina, mas  

não descartamos a possível repressão por isoleucina e valina, já que o anabolismo destes 

aminoácidos compartilham as mesmas enzimas.   Surpreendentemente, observamos o mesmo 

comportamento nos níveis de RNAm do gene LEU4 em células crescidas em quantidades 

similares de sulfato de amônio. Mais análises precisam ser realizados para esclarecer este fato. 

Desde outro aspecto, as maior concentração de álcool isoamílico produzido na presencia de 

aminoácidos ramificados sugere que a produção deste composto nas condições estudadas esta 

mais sujeita à via catabólica de Erlich que à via anabólica de formação de aminoácidos onde 

participa o gene LEU4. 

 

 

Formação de ésteres por S. cerevisiae.  

 Os ésteres de etila e de ácidos graxos são produzidos como resultado da reação de 

condensação entre um acetil/acil-CoA e alcoóis superiores ou etanol. Assimismo, a  síntese de 

ácidos graxos em leveduras è um processo citosólico e depende do suplemento de acetil-CoA 

como precursor. O acetil-CoA è o intermediário principal na bio-síntese de lipídios e de ésteres, 

e de fato, a produção dos mesmos depende de vias metabólicas em comum (Lynes et al.  1997).  
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 Tem sido sugerido que o fluxo de piruvato a etanol e acetil-CoA é regulado apenas pelas 

afinidades relativas da piruvato desidrogenase (PDAs) e da piruvato descarboxilase (PDCs), esta 

última também envolvida na formação de alcoóis superiores. Neste sentido, o acetil-CoA pode 

derivar do acetaldeído, produzido pela PDCs via o intermediário acetato, contornando a piruvato 

desidrogenase. As evidências demonstram que esta bifurcação representa a principal via para a 

formação de acetil-CoA em condições fermentativas (Boultom e Quain 2001).  

 Bem com isso, a lipoamida desidrogenase, componente essencial no complexo multi-

enzimático desidrogenase está sujeita à repressão por glicose (Roy e Dawes 1987). A ausência 

da enzima PDAs leva à perda completa do ciclo do ácido cítrico em S. cerevisiae quando é 

crescida anaerobicamente.  

 Desde outro ângulo, se demonstrou que linhagens mutantes deficientes em PDCs de S 

cerevisiae não podem crescer na presença de glicose em condições fermentativas ou não 

fermentativas, sugerindo que a formação de citosólica de acetil-CoA via o intermediário 

acetaldeíde é fundamental para biosíntese de lipídos (van den Berg et al. 1995, Flikweert et al. 

1996). Com isso, se pode assumir que a piruvato desidrogenase não apresenta um papel 

importante no catabolismo de açúcares em condições fermentativas. Por isso, em condições de 

alto conteúdo de açúcar o metabolismo passa a ser respiro-fermentativo, o piruvato é canalizado 

predominantemente por a via onde participam as piruvato descarboxilases (Petrik et al. 1983, 

Van Urk et al. 1988), e por ação das álcool desidrogenases e das aldeídos desidrogenases é 

transformado em etanol ou acetato, respectivamente. Presumivelmente, a impossibilidade das 

enzimas de processar o grande fluxo de carbono faz com que estes produtos parcialmente 

oxidados sejam excretados das células. Nestas condições, estudos in vivo indicam que as 

quantidades de acetato excretadas se devem ao fato de que a atividade das acetaldeído 

desidrogenasa excedem a atividade das acetil-CoA sintetase.  

 A produção de acetato explicaria a redução nos rendimentos em biomassa devido a que 

este ácido orgânico débil produz a dissipação do gradiente de pH através da membrana 

plasmática. Este seria um dos fatores que determinam o modesto crescimento das células em 

condições fermentativas (van den Berg et al. 1996). Neste sentido, outros estudos demonstram 

que ACS2 seria a única das acetil-CoA sintetase expressa em condições anaeróbicas (van den 

Berg et al. 1996). Nossos resultados mostraram um aumento nos níveis de RNAm de ACS2 ao 

comparar a condição SC com o tempo inicial de fermentação, corroborando os dados prévios.  
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 Com respeito à biossíntese de ácidos graxos, outro dos precursores na formação e ésteres 

de acila, os genes envolvidos são as ácido graxos sintetase (FAS1 e FAS2). Estudos prévios 

mostram que células crescidas em condições limitantes de nitrogênio ou com cocientes altos de 

C:N, conduziram à acumulação e síntese excessiva de esteróis.  Em geral, em meios contendo 

mínimas concentrações de nitrogênio e excesso de carbono se promove o acúmulo de lipídeos, 

parece que nestas condições o carbono é canalizado para a síntese de lipídios (Novotny et al. 

1987).  

 Nossas análises mostram que em condições de falta de nitrogênio, com uma relação C:N 

alta (SC  C:N=280, Tabela 1) os níveis de RNAm de FAS1 e FAS2  são significativamente 

maiores que nas condições quando foi suplementado nitrogênio (SC/AS90 C:N=238,  SC/

AS1000 C:N=75,  e SC/ILV1000  C:N=80), observando-se uma relação nos níveis de repressão 

e a quantidade de nitrogênio final no meio. A medida que diminui a relação C:N, se produz um 

incremento nos níveis de repressão destes genes (Figura 3B).  

 Vale destacar que as condições empregadas neste ensaio são semi-anaeróbicas (ausência 

de influxo de nitrogênio gasoso para gerar um  ambiente anaeróbico estrito), por isso se 

conjetura que a síntese de esteróis e de ácidos graxos insaturados pode conduzir-se com as 

mínimas quantidades de oxigênio presentes, principalmente no princípio da fermentação. Além 

disso, a biosíntese de ácidos graxos saturados (que forma parte o complexo ácido graxo 

sintetase integrada por FAS1 e FAS2) e a formação de esqualeno a partir de acetil-CoA (o 

precursor do ergoresterol) são oxigênio independente. Outro aspecto importante a ressaltar e a 

coordenação nos níveis de transcrição de FAS1 e FAS2, na Figura 3B se pode observa que os 

níveis de RNAm se comportam similarmente em cada condição. Esta observação corrobora 

indícios que assinalam que as células sintetizam quantidades equivalentes dos RNAm 

respectivos para formar o complexo ácido graxo sintetase (Kuziora et al. 1983, Chirala et al. 

1987).  

 Outro aspecto de suma importância são os níveis de transcrição dos produtos gênicos com 

atividade éster sintetase. A biossíntese depende da atividade das enzimas acil-CoA etanol 

transferase (EEB1),  as álcool acetil transferase (ATF1 e ATF2), e as esterases (IAH1 e APT1), 

exercendo seu modo de ação no sentido inverso. Estudos demonstraram que em concentrações 

de glicose entre 5 e 10% (p/v) a síntese de etil acetato resulta da ação das atividades álcool 

acetil transferase (AATase) e da reação reversa das esterases; entretanto, em altas concentrações 
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de glicose (24%  p/v) a síntese deste éster resulta somente da atividade AATase (Schermes et al. 

1976, Yoshioka e Hashimto 1981). Neste sentido, numerosas provas certificam que os níveis de 

ésteres são claramente reduzidos em condições aeróbicas assim como na presença de ácidos 

graxos insaturados no meio de cultura (Anderson et al. 1973, Schiler et al. 1982). Por isso 

sugere-se que altas taxas de crescimento incrementariam as necessidades celulares de acetil-

CoA,  deixando menos acetil-CoA disponível para a síntese de ésteres (Calderbank et al. 1994). 

Além disso, ao presença de oxigênio reprime a transcrição de ATF1 através da via repressora 

mediada por Rox1p (Fuwara et al. 1999), devido a presença do elemento de resposta a baixo 

oxigênio (LORE) na seqüência promotora de ATF1 (Vasconcelles et al. 2001).  

 Outras observações indicam que os níveis de transcrição de ATF1 podem ser também 

influenciados pela disponibilidade de nitrogênio no meio de cultura. Se há demonstrado que a 

deleção da proteína quinase Sch9p, envolvida na sinalização por nitrogênio, produze a redução 

nos níveis de expressão de ATF1 (Fujiwara e col.1999).  Vestrepen et al. (2003) demonstraram 

que a expressão de ATF1 era máxima quando glicose e fontes de nitrogênio assimilável estão 

presentes no meio em forma não limitante. Nossos resultados demonstram que na condição SC 

os níveis de transcrição de ATF2 e de ATF1 são induzidos significativamente em relação do 

tempo inicial de fermentação (+1,15 e +1,33 vezes respectivamente), indicando que o 

suplemento com nitrogênio produze uma queda nos níveis de RNAm. Este ultimo efeito poderia 

ser resultado da influência pela proteína Sch9p, cuja atividade é regulada pela concentração de 

nitrogênio. Maiores estudos precisam ser realizados para determinar o papel de Sch9p na 

regulação de ATF1 e possivelmente de ATF2. similarmente, a regulação destes genes segue um 

padrao similar ao gene ACS2, que sintetiza o acetil-coA,  um dos precursores dos ésteres 

empregados as enzimas atf1p e ATf2p. Este poderia sugerir que nas condições fermentativas 

usadas os níveis dos transcritos de ATF1 e ATF2 dependeriam das quantidades do precursor 

acetil-CoA  assim como do tipo o concentração de nitrogênio no meio.  Isto explicaria também 

os níveis de RNAm dos genes FAS1 e FAS2, que empregam acetil-CoA na síntese de ácidos 

graxos. 

 Em relação a EEB1, a outra enzima com atividade éster sintetase, foram verificados altos 

níveis de RNA na condição com alto conteúdo de amônia (SC/AS1000) (Figura 3B). Não 

existem estudos na literatura que descrevem o mecanismo de regulação para EEB1. Nossos 

resultados mostram que os níveis de RNAm seriam induzidos pela presença de suplementos de  
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nitrogênio no meio, e baseados nos níveis de RNAm apresentados por ATF1 e ATF2, EEB1 

seria junto com estes responsáveis pela produção de ésteres nas condições testadas, colocando 

este ultimo como mais importantes em condições com alto conteúdo de nitrogênio. Além disso, 

Figura 6. Níveis relaivos de RNAm entre o tempo inicial e depois de nove horas de fermentação de células 
JP-1 crescidas em caldo de cana 12 % (p/v). Resumo das vias metabólicas, genes analisados e níveis de RNAm.   
Os genes induzidos ( tonalidades amarelo, laranja e vermelho) o reprimidos (tonalidades de verde). O tamanho das 
flechas indicam maior fluxo metabólico. Flecha atravessada por línea, via enzimática não ativas na condição 
ensaiadas. Para o catabolismo de aminoácidos ramificados se exemplifico com  valina, já que o resto dos 
aminoácidos ramificados utilizam a mesma rota. 
PDHs, piruvato desidrogenase. 
ACDHs, acetaldeíde desidrogenase. 
  

Códigos de colores 
(0 ; -1) (-1 ; -2) ( >-2 ) 

(0 ; 1) (1 ; 2) ( > 2) 

ACS2 
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não podemos descartar a atividade de IAH1. Sugerimos, então, que os altos níveis de IAH1 

presentes seriam necessários para manter os níveis de acetil-CoA consumidos na reação de 

esterificação em todas as condições ensaiadas. 

 As diferenças observadas entre os níveis de transcrição gênica neste estudo e em outros 

estudos na literatura podem ser explicados por vários fatores. O grande tamanho de inóculo 

empregado, a natureza industrial da linhagem, a ausência de agitação, as concentrações de 

nitrogênio testadas, junto com o elevado conteúdo de fontes de carbono fazem que as condições 

sejam distantes das utilizadas em estudos empregando-se condições de laboratório.  

 

CONCLUÇÃO. 

 Usando como base os resultados obtido neste trabalho que simulam as condições 

industriais com caldo de cana contendo sacarose 12% (p/v) podemos sugerir que devido a 

grande quantidade de sacarose no meio existiria um grande fluxo metabólico para a produção de 

piruvato seria convertido a acetaldeído por atividade principal das enzimas ARO10, PDC6, e 

secundariamente THI3, para em seguida transformar-se em etanol por atividade da enzima 

ADH4, e em segundo plano por atividade das enzimas ADH6 e SFA1. Este mesmo padrão 

estaria presente na formação de alcoóis superiores, devido  a similaridade na via metabólica. 

 Neste sentido, o acetaldeíde também pode ser transformado em acetato por atividade das 

acetaldeíde desidrogenases, e este por atividade da Acs2p transformar-se em acetil-CoA. O 

acetil-CoA formado seria empregado como precursor na formação de ácidos graxos por 

atividade das enzimas codificadas pelos genes FAS1 e FAS2, assim como na formação de acil 

ésteres e acetil ésteres por atividades das enzimas codificadas pelos genes ATF1, ATF2 e EEB1, 

sem descartar a atividade da enzima IAH1 na degradação o síntese de ésteres. Ao mesmo tempo, 

existiria também a produção de alcoóis superiores, neste caso álcool isoamílico, pela atividade 

da enzima Leu4p (Figura 6). Esta situação mudaria com o suplemento de altas concentrações  de 

nitrogênio (1000 mg N/L) independentemente da fonte de nitrogênio empregada, produzindo 

uma queda geral significativa nos níveis de RNAm para a maioria dos genes estudados, com 

exceção de ARO10 e ADH4 na via anabólica de etanol e alcoóis superiores e EEB1 na via de 

síntese de ésteres.  

 Neste sentido, a maior expressão de ARO10 e ADH4 poderia explicar o aumento na 

produção de etanol nestas condições, em especial na condição com suplemento de amônia 1000 
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mg N/L, assim como a produção de álcool isoamílico na condição com suplemento de 

aminoácidos ramificados. Pode presumir-se que o nível de síntese de proteínas nestas condições 

com alta concentração de nitrogênio esta no máximo nível possível, e por conseqüência a taxa 

de produção de etanol. Estas observações confirmam a grande influência que apresenta o 

nitrogênio no metabolismo de alcoóis superiores e ésteres nas linhagens indústrias, e ratificam a 

relevância de estudar mais a fundo as necessidades de nitrogênio para um melhor controle do 

processo fermentativo.  
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5. ANEXOS 
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Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico 

Tratamentos 0.15 3.00 0.05 0.46 3.24 
Resíduos 0.86 16.00 0.11   

       
Total 1.01 19       

5.1. Resumo resultados Teste ANOVA para consumo de sacarose. 
 
Análise de comparação de medias da taxa de consumo de sacarose nas diferentes condições ensaiadas 
para o nível de significância de 5%.  
 SQ = Soma dos quadrados; gl = graus de liberdade; MQ= média dos quadrados. F= valor de Fisher. 

O f critico e maior que o F calculado, então se aceita a H0 que não existe diferenças entre as meias. 
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Fonte da 
variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s 

Tratamentos 413.70 1.00 137.90 258.74 4.00 1.18 

Resíduos 30.91 58.00 0.53     
         

Total 444.61 59.00         

5.2. Resumo resultados Teste ANOVA para comparação de medias dos valores de RNAm 
relativos obtidos entre a condição caldo de cana 14 % (p/v) e o tempo inicial de 
fermentação para o nível de significância de 5%.  
 
A diferenças mínimas significante, ao nível de α= 5%, com 4 tratamentos, três repetições e 8 graus de 
liberdade do resíduo. 
SQ = Soma dos quadrados; gl = graus de liberdade; MQ= média dos quadrados. F= valor de Fisher. 

    ADK1 
  MEIAS 0.00 

ADK1 0.00 0.00 
ACS2 2.67 2.67 
ADH3 -0.32 -0.32 
ADH4 7.27 7.27 
ADH5 -0.77 -0.77 
ADH6 1.98 1.98 

ARO10 9.14 9.14 
ATF1 1.15 1.15 
ATF2 1.33 1.33 
EEB1 0.40 0.40 
FAS1 3.63 3.63 
FAS2 2.44 2.44 
IAH1 3.48 3.48 
LEU4 0.70 0.70 
PDC1 -0.87 -0.87 
PDC5 -0.74 -0.74 
PDC6 5.11 5.11 
SFA1 1.71 1.71 
THI3 1.35 1.35 
APT1 -0.28 -0.28 

5.3. Teste de Tuckey para determinação da diferenças de meias dos valores de RNAm 
relativos obtidos entre a condição caldo de cana 14 % (p/v) e o tempo inicial de 
fermentação para o nível de significância de 5%.  
Comparação dos valores com a d.m.s., diferenças entre as meia tomadas de a pares. 
A diferenças mínimas significante, ao nível de α= 5%, com 4 tratamentos, três repetições e 8 graus de 
liberdade do resíduo. 
Valores em vermelhos apresentam diferenças significativas. 

O f critico e menor que o F calculado, então se receita a H0, que não existe diferenças entre as meias. 

57 



Espinosa Vidal, E.                                                       Análise transcripcional em S.  cerevisiae no âmbito da cachaça artesanal. 

 

5.4. Resumo resultados Teste ANOVA. 
Análise de comparação das medias dos níveis de RNAm nas diferentes condições em relação na 
condição SC, para o nível de significância de 5%.  
 SQ = Soma dos quadrados; gl = graus de liberdade; MQ= média dos quadrados. D.m.s: diferenças meias 
significativas, Calculada pelo teste de Tukey.  

ADK1        ATF1       
Fonte da 
variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s  Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s 

Tratamentos 0.00 3.00 0.00 0.00 4.07 0.07  Tratamentos 0.49 3.00 0.16 13.43 4.07 0.29 

Resíduos 0.01 8.00 0.00      Resíduos 0.10 8.00 0.01     
                   

Total 0.01 11.00          Total 0.58 11.00         

ACS2        ATF2       
Fonte da 
variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s  Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s 

Tratamentos 0.22 3.00 0.07 351.02 4.07 0.04  Tratamentos 0.31 3.00 0.10 119.21 4.07 0.08 

Resíduos 0.00 8.00 0.00      Resíduos 0.01 8.00 0.00     
                   

Total 0.22 11.00          Total 0.31 11.00         

ADH3        EEB1       
Fonte da 
variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s  Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s 

Tratamentos 0.45 3.00 0.15 666.50 4.07 0.04  Tratamentos 9.42 3.00 3.14 1703.6
0 4.07 0.11 

Resíduos 0.00 8.00 0.00      Resíduos 0.01 8.00 0.00     
                   

Total 0.45 11.00          Total 9.43 11.00         

ADH4        FAS1       
Fonte da 
variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s  Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s 

Tratamentos 2.89 3.00 0.96 9.07 4.07 0.85  Tratamentos 1.33 3.00 0.44 4859.3
0 4.07 0.02 

Resíduos 0.85 8.00 0.11      Resíduos 0.00 8.00 0.00     
                   

Total 3.74 11.00          Total 1.33 11.00         

ADH5        FAS2       
Fonte da 
variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s  Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s 

Tratamentos 0.14 3.00 0.05 193.83 4.07 0.04  Tratamentos 0.84 3.00 0.28 4591.4
3 4.07 0.02 

Resíduos 0.00 8.00 0.00      Resíduos 0.00 8.00 0.00     
                   

Total 0.15 11.00          Total 0.84 11.00         

ADH6        IAH1       
Fonte da 
variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s  Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s 

Tratamentos 0.04 3.00 0.01 5.25 4.07 0.13  Tratamentos 2.10 3.00 0.70 494.07 4.07 0.10 

Resíduos 0.02 8.00 0.00      Resíduos 0.01 8.00 0.00     
                   

Total 0.06 11.00          Total 2.11 11.00         
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ARO10        LEU4       
Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s  Fonte da variação SQ gl MQ F F 

crítico d.m.s 

Tratamentos 80.55 3.00 26.85 945.62 4.07 0.44  Tratamentos 1.44 3.00 0.48 3906.08 4.07 0.03 

Resíduos 0.23 8.00 0.03      Resíduos 0.00 8.00 0.00     
                   

Total 80.78 11.00          Total 1.45 11.00         

               
PDC1        SFA1       

Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s  Fonte da variação SQ gl MQ F F 
crítico d.m.s 

Tratamentos 0.27 3.00 0.09 655.12 4.07 0.03  Tratamentos 0.04 3.00 0.01 36.19 4.07 0.05 

Resíduos 0.00 8.00 0.00      Resíduos 0.00 8.00 0.00     
                   

Total 0.28 11.00          Total 0.05 11.00         

PDC5        THI3       
Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s  Fonte da variação SQ gl MQ F F 

crítico d.m.s 

Tratamentos 1.68 3.00 0.56 36.34 4.07 0.32  Tratamentos 0.32 3.00 0.11 820.18 4.07 0.03 

Resíduos 0.12 8.00 0.02      Resíduos 0.00 8.00 0.00     
                   

Total 1.80 11.00          Total 0.32 11.00         

PDC6        APT1       
Fonte da variação SQ gl MQ F F crítico d.m.s  Fonte da variação SQ gl MQ F F 

crítico d.m.s 

Tratamentos 0.68 3.00 0.23 1537.66 4.07 0.03  Tratamentos 0.17 3.00 0.06 125.70 4.07 0.06 

Resíduos 0.00 8.00 0.00      Resíduos 0.00 8.00 0.00     
                   

Total 0.68 11.00          Total 0.18 11.00         

Continuação Tabela. 
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5.5. Teste de Tuckey para determinação da diferenças de meias dos valores de RNAm 
relativos obtidos nas distintas condições ensaiadas. 
Comparação dos valores com a d.m.s., diferenças entre as meia tomadas de a pares. 
A diferenças mínimas significante, ao nível de α= 5%, com 4 tratamentos, três repetições e 8 graus de 
liberdade do resíduo. 

  ADK1 SC SC/
AS90 

SC/
AS1000 

SC/
ILV1000    ARO10 SC SC/

AS90 
SC/

AS1000 
SC/

ILV1000 

    1.00 1.00 1.00 1.00      1.00 0.66 4.58 6.90 

SC 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00  SC 1.00 0.00 0.34 -3.58 -5.90 

SC/AS90 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00  SC/AS90 0.66 -0.34 0.00 -3.93 -6.24 

SC/AS1000 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00  SC/AS1000 4.58 3.58 3.93 0.00 -2.31 

SC/ILV1000 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00  SC/ILV1000 6.90 5.90 6.24 2.31 0.00 

             

  ACS2 SC SC/
AS90 

SC/
AS1000 

SC/
ILV1000    ATF1 SC SC/

AS90 
SC/

AS1000 
SC/

ILV1000 

    1.00 0.89 0.85 0.63      1.00 0.71 0.56 0.47 

SC 1.00 0.00 0.11 0.15 0.37  SC 1.00 0.00 0.29 0.44 0.53 

SC/AS90 0.89 -0.11 0.00 0.04 0.26  SC/AS90 0.71 -0.29 0.00 0.15 0.24 

SC/AS1000 0.85 -0.15 -0.04 0.00 0.22  SC/AS1000 0.56 -0.44 -0.15 0.00 0.09 

SC/ILV1000 0.63 -0.37 -0.26 -0.22 0.00  SC/ILV1000 0.47 -0.53 -0.24 -0.09 0.00 

             

  ADH3 SC SC/
AS90 

SC/
AS1000 

SC/
ILV1000    ATF2 SC SC/

AS90 
SC/

AS1000 
SC/

ILV1000 

    1.00 0.76 0.58 0.50      1.00 1.01 0.70 0.66 

SC 1.00 0.00 0.24 0.42 0.50  SC 1.00 0.00 -0.01 0.30 0.34 

SC/AS90 0.76 -0.24 0.00 0.18 0.26  SC/AS90 1.01 0.01 0.00 0.30 0.34 

SC/AS1000 0.58 -0.42 -0.18 0.00 0.08  SC/AS1000 0.70 -0.30 -0.30 0.00 0.04 

SC/ILV1000 0.50 -0.50 -0.26 -0.08 0.00  SC/ILV1000 0.66 -0.34 -0.34 -0.04 0.00 

             

  ADH4 SC SC/
AS90 

SC/
AS1000 

SC/
ILV1000    EEB1 SC SC/

AS90 
SC/

AS1000 
SC/

ILV1000 

    1.08 0.42 1.05 1.81      1.00 0.76 3.00 1.20 

SC 1.08 0.00 0.66 0.03 -0.72  SC 1.00 0.00 0.24 -2.00 -0.20 

SC/AS90 0.42 -0.66 0.00 -0.63 -1.39  SC/AS90 0.76 -0.24 0.00 -2.24 -0.44 

SC/AS1000 1.05 -0.03 0.63 0.00 -0.75  SC/AS1000 3.00 2.00 2.24 0.00 1.80 

SC/ILV1000 1.81 0.72 1.39 0.75 0.00  SC/ILV1000 1.20 0.20 0.44 -1.80 0.00 
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  ADH5 SC SC/
AS90 

SC/
AS1000 

SC/
ILV1000    FAS1 SC SC/

AS90 
SC/

AS1000 
SC/

ILV1000 
    1.00 0.82 0.78 0.70      1.00 0.91 0.30 0.28 

SC 1.00 0.00 0.18 0.22 0.30  SC 1.00 0.00 0.09 0.70 0.72 

SC/AS90 0.82 -0.18 0.00 0.05 0.12  SC/AS90 0.91 -0.09 0.00 0.61 0.62 

SC/AS1000 0.78 -0.22 -0.05 0.00 0.08  SC/AS1000 0.30 -0.70 -0.61 0.00 0.01 

SC/ILV1000 0.70 -0.30 -0.12 -0.08 0.00  SC/ILV1000 0.28 -0.72 -0.62 -0.01 0.00 

             

  ADH6 SC SC/
AS90 

SC/
AS1000 

SC/
ILV1000    FAS2 SC SC/

AS90 
SC/

AS1000 
SC/

ILV1000 
    1.00 0.91 1.00 0.87      1.00 0.73 0.38 0.36 

SC 1.00 0.00 0.09 0.00 0.13  SC 1.00 0.00 0.27 0.62 0.64 

SC/AS90 0.91 -0.09 0.00 -0.09 0.04  SC/AS90 0.73 -0.27 0.00 0.34 0.37 

SC/AS1000 1.00 0.00 0.09 0.00 0.13  SC/AS1000 0.38 -0.62 -0.34 0.00 0.03 

SC/ILV1000 0.87 -0.13 -0.04 -0.13 0.00  SC/ILV1000 0.36 -0.64 -0.37 -0.03 0.00 

             

  IAH1 SC SC/
AS90 

SC/
AS1000 

SC/
ILV1000    PDC6 SC SC/

AS90 
SC/

AS1000 
SC/

ILV1000 
    1.00 1.32 1.73 2.11      1.00 0.48 0.40 0.48 

SC 1.00 0.00 -0.32 -0.73 -1.11  SC 1.00 0.00 0.52 0.60 0.52 

SC/AS90 1.32 0.32 0.00 -0.41 -0.79  SC/AS90 0.48 -0.52 0.00 0.08 0.00 

SC/AS1000 1.73 0.73 0.41 0.00 -0.38  SC/AS1000 0.40 -0.60 -0.08 0.00 -0.08 

SC/ILV1000 2.11 1.11 0.79 0.38 0.00  SC/ILV1000 0.48 -0.52 0.00 0.08 0.00 

             

  LEU4 SC SC/
AS90 

SC/
AS1000 

SC/
ILV1000    SFA1 SC SC/

AS90 
SC/

AS1000 
SC/

ILV1000 
    1.00 1.08 0.40 0.31      1.00 0.85 0.98 0.93 

SC 1.00 0.00 -0.08 0.60 0.69  SC 1.00 0.00 0.15 0.02 0.07 

SC/AS90 1.08 0.08 0.00 0.69 0.77  SC/AS90 0.85 -0.15 0.00 -0.13 -0.08 

SC/AS1000 0.40 -0.60 -0.69 0.00 0.08  SC/AS1000 0.98 -0.02 0.13 0.00 0.05 

SC/ILV1000 0.31 -0.69 -0.77 -0.08 0.00  SC/ILV1000 0.93 -0.07 0.08 -0.05 0.00 

             

  PDC1 SC SC/
AS90 

SC/
AS1000 

SC/
ILV1000    THI3 SC SC/

AS90 
SC/

AS1000 
SC/

ILV1000 
    1.00 0.74 0.76 0.58      1.00 0.64 0.59 0.65 

SC 1.00 0.00 0.26 0.24 0.42  SC 1.00 0.00 0.36 0.41 0.35 

SC/AS90 0.74 -0.26 0.00 -0.02 0.16  SC/AS90 0.64 -0.36 0.00 0.04 -0.01 

SC/AS1000 0.76 -0.24 0.02 0.00 0.19  SC/AS1000 0.59 -0.41 -0.04 0.00 -0.05 

SC/ILV1000 0.58 -0.42 -0.16 -0.19 0.00  SC/ILV1000 0.65 -0.35 0.01 0.05 0.00 

             

  PDC5 SC SC/
AS90 

SC/
AS1000 

SC/
ILV1000    APT1 SC SC/

AS90 
SC/

AS1000 
SC/

ILV1000 
    1.02 1.03 0.34 0.23      1.00 0.71 0.80 0.70 

SC 1.02 0.00 -0.01 0.68 0.79  SC 1.00 0.00 0.29 0.20 0.30 

SC/AS90 1.03 0.01 0.00 0.70 0.81  SC/AS90 0.71 -0.29 0.00 -0.09 0.01 

SC/AS1000 0.34 -0.68 -0.70 0.00 0.11  SC/AS1000 0.80 -0.20 0.09 0.00 0.10 

SC/ILV1000 0.23 -0.79 -0.81 -0.11 0.00  SC/ILV1000 0.70 -0.30 -0.01 -0.10 0.00 

Continuação Tabela. 
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5.6. Resumo do Teste de Tukey. 
+ diferenças significativas com a condição SC. 

  SC/AS90 
SC/

AS1000 
SC/

ILV1000 
ADK1 - - - 
ACS2 + + + 
ADH3 + + + 
ADH4 - - + 
ADH5 - - - 
ADH6 - - - 

ARO10 - + + 
ATF1 + + + 
ATF2 - + + 
EEB1 + + + 
FAS1 - + + 
FAS2 + + + 
IAH1 + + + 
LEU4 + + + 
PDC1 + + + 
PDC5 - + + 
PDC6 + + + 
SFA1 + - - 
THI3 + + + 
APT1 + + + 
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5.7. Instruções para autores. 
 
Applied Microbiology and Biotechnology. 
Editor-in-Chief: Alexander Steinbüchel  
International Editors: U. Kües; A.L. Demain; A. Kimura  
General Editor: C. Schmidt-Dannert ISSN: 0175-7598 (print version) 
ISSN: 1432-0614 (electronic version) 
Springer  
 
Preferred length of Original Papers is 6-8 printed pages. The indicated length includes figures, 
tables and references: one printed page corresponds to approximately 6,500 characters (9,000 
characters in the sections "Materials and methods" and "References"). 
Manuscripts must be written in English and should be typed (12 pt throughout) in double-line 
spacing and wide margins. 
Genus and species names should be in italics.  
Use a normal, plain font (e.g., Times New Roman) for text. 
Use the automatic page numbering function to number the pages. 
For indents use tab stops or other commands, not the space bar. 
Use the equation editor of your word processing program or MathType for equations. 
 
Please arrange your manuscript as follows:  
 
Title page  
Including name(s) of author(s), a concise and informative title, affiliation(s) of the author(s), e-
mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author. 
 
Abstract 
Each paper must be preceded by an abstract presenting the most important results and 
conclusions in no more than 200 words. 
 
Footnotes 
Essential footnotes to the text should be numbered consecutively and placed at the bottom of the 
page to which they refer.  
Footnotes on the title page are not given reference symbols. Footnotes to the text are numbered 
consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks 
for significance values and other statistical data). 
 
Introduction 
The Introduction should state the purpose of the investigation and give a short review of the 
pertinent literature (max. one printed page). 
 
Materials and methods 
The Materials and methods section should follow the Introduction and should provide enough 
information to permit repetition of the experimental work. The microorganisms used in the study 
and in particular new isolates must be deposited in a publicly accessible culture collection (e.g. 
DSM, ATCC, NCIMB etc.), and the authors should refer to the collection and the strain number 
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in the text to ensure that the strains are available to other scientists. If nucleic acid or amino acid 
sequences are presented, a GenBank/EMBL accession number for primary nucleotide and/or 
amino acid sequence data should be included in a separate paragraph at the end of the Materials 
and methods section. 
 
Results 
The Results section should describe the outcome of the study. Data should be presented as 
concisely as possible, if appropriate in the form of tables or figures, although very large tables 
should be avoided. 
 
Discussion 
The Discussion should be an interpretation of the results and their significance with reference to 
work by other authors. 
 
Acknowledgements 
These should be as brief as possible. Any grant that requires acknowledgement should be 
mentioned. The names of funding organizations should be written in full. 
 
Appendices 
If there is more than one appendix, they should be numbered consecutively. Equations in 
appendices should be designated differently from those in the main body of the paper, e.g. (A1), 
(A2) etc. In each appendix equations should be numbered separately. 
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The list of References should only include works that are cited in the text and that have been 
published or accepted for publication. Personal communications should only be mentioned in 
the text. In the text, references should be cited by author and year (e.g. Hammer 1994; Hammer 
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