RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 04/12/2019.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

Analise das linhagens de Saccharomyces cerevisiae expostas ao estresse por

etanol.

LAUANA FOGACA DE ALMEIDA

BOTUCATU - 2017



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

Anédlise das linhagens de Saccharomyces cerevisiae expostas ao estresse por etanol.

LAUANA FOGACA DE ALMEIDA

BOTUCATU

2017

Dissertacdo  apresentada ao
programa de pos-graduacdo em
Biotecnologia para obtencdo do
titulo de Mestre em
Biotecnologia.

Orientador: Dr.  Guilherme

Targino Valente



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Almeida, Lauana Fogaca de.

Analise das linhagens de Saccharomyces cerevisiae
expostas ao estresse por etanol / Lauana Fogaca de
Almeida. - Botucatu, 2017

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Jalio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de
Botucatu

Orientador: Guilherme Targino Valente

Capes: 90400003

1. Saccharomyces cerevisiae. 2. Leveduras (Fungos). 3.
Etanol. 4. Biotecnologia.

Palavras-chave: Estresse ao etanol; Saccharomyces
cerevisiae; Tolerancia ao etanol.




AGRADECIMENTOS

Dou inicio aos meus agradecimentos pela pessoa que tornou isso possivel, que
essencialmente € o membro mais importante em toda minha jornada, pessoa esta que
dedicou seu tempo a mim, me aconselhou, me ensinou a ser humano antes mesmo de eu
entender o significado desta palavra, me ensinou o sentido da palavra honestidade e de
ter esta como um valor essencial na vida. Agradeco por todo o ensinamento, por todo
amor, por todo afeto, pela amizade, agradeco por permanecer ao meu lado e tornar meus
sonhos possiveis, agradeco por ser essa mulher guerreira que nunca mediu esforcos para
me dar todo o conforto possivel e me manter sempre lutando por um futuro melhor. Eu

te amo Mée, obrigada!

Ao Michael, por ser a pessoa mais doce e amavel que ja conheci, por
permanecer a0 meu lado nos momentos em que nem eu me suportava, por me dar
forgas, por segurar minhas maos e dizer “ Hey, you can do this! We can do together! ”,
por simplesmente estar comigo nos piores momentos e nos melhores momentos.... Por

ser meu companheiro, por lutar comigo e simplesmente me completar. Ich liebe dich!

Ao meu orientador Guilherme, que me aceitou na iniciacdo cientifica, em um
momento de minha graduacdo onde eu tinha por mim que seria a Ultima tentativa na
ciéncia. Agradeco por transformar minha vida, minha forma de pensar, por me ensinar a
ser critica, por me ensinar ciéncia, por me proporcionar conhecimentos e contatos que
eu nem se quer havia imaginado um dia ter. Por me fazer sempre ir alem, por me
ensinar muitas vezes a ser uma pessoa melhor, tanto no conhecimento cientifico quanto
no pensar e agir como ser humano. Agradeco por me apoiar e me ajudar a tornar tudo
isso possivel, vocé professor foi essencial para minha formacdo, a qual sem vocé, por
diversos motivos, esta ndo seria nem cogitada. Agradeco por além de orientador, ser
meu amigo e algumas vezes pai, por aconselhar e me escutar sempre! Espero levar sua

amizade para sempre professor. Obrigada por mudar minha vida!

A Tati, que me acolheu em sua casa, em sua vida, em sua familia, agradeco pelas
conversas, pelos conselhos, por toda ajuda sem se importar com a hora e condicéo, por
todo o apoio e por ser fazer parte de tudo isso que é de grande valor para mim. Obrigada

por tudo!



Ao pequeno Aquiles, que embora ndo entenda o que ele fez por mim, ou ainda
que ndo saiba ler o que esta aqui, muitas vezes me ajudou, apenas por estar la, por
simplesmente dizer “tia Auana, vem! ”, tornando meus dias mais iluminados e minha

vida mais feliz!

Ao meu amigo Leonardo Nazério que me ajudou incontaveis vezes a planejar
experimentos, padronizar e realizar boa parte desse trabalho. Agradeco além disso por
ser meu amigo, pelas discussdes cientificas, pelas risadas, piadas e jogos, “pela ciéncia
divertida”, pelos cafés, pelas palavras, por simplesmente fazer companhia as vezes em

silencio na sala de reunido. Obrigada Leo.

Ao meu amigo Rafael Takahiro, que estava la sempre disposto a me ajudar, sem
se importar com dia e hora, nos experimentos de final semana, nos experimentos de 24
horas, obrigada pelas conversas, pelos conselhos, pelos ensinamentos, pela amizade e

por estar 14 sempre que precisei. Obrigada Taka!

Aos amigos Carol, Fran, Fabi e Lucas por estarem sempre 14, pela ajuda do a dia,
por fazer os dias mais engracados, pelas discussbes, pelos seminarios, pelos
treinamentos das apresentacOes, pela amizade, por simplesmente se importar, pelos
momentos divertidos juntos e outrora tensos, mas que no fim sempre dava tudo certo...
teria tantas coisas para agradecer a vocés, mas imprescindivelmente quero que nunca

percamos o contato, obrigada por tudo pessoal!

Ao meu amigo lvan, por sempre estar disposto a me ajudar, por inimeras vezes
trocar os sistemas operacionais das maquinas para mim (risos), por me ensinar inimeras
coisas, pelas diversas discussdes, pelas conversas divertidas, pela simples amizade, por
me apresentar a Polly, pessoa doce e iluminada que me cativou e que faz os melhores

brigadeiros do mundo! Muito obrigada por tudo!

Aos demais colegas do laboratério do hemocentro e do SBGL: Rodrigo, Flavia,

Maercio, Regina, Cris, Gabi e aos inameros ICs, obrigada pelas conversas e conselhos.

A professora Dra. Rejane Tomasini Grotto, por disponibilizar o espaco e
equipamento para a realizacdo de todo este trabalho, por sempre estar disposta a ajudar,

pelas orientacdes e inimeras dicas! Obrigada.



Ao professor Dr. Rafael plana Simdes por sempre ter tempo disponivel a me
ensinar e ajudar nas analises estatisticas, pelas discussdes e conhecimentos passados,

obrigada!

Aos 6rgdos de fomento Pré-Reitoria de Pesquisa (PROPe) pela bolsa cedida na
iniciacdo cientifica a qual corroborou para a realizacdo dos experimentos e a Fapesp-
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de So Paulo por todo o financiamento e
suporte!



RESUMO

O bioetanol € o biocombustivel mais utilizado no mundo, tendo como uma de suas
principais vantagens o fato de contribuir para a redugdo da emissdo de gases do efeito
estufa. O principal organismo fermentador utilizado para a producdo de bioetanol € a
levedura Saccharomyces cerevisiae, que quando adicionada num meio com glicose ou
outra fonte de carbono fermentéavel, utilizara a fermentacdo alcod6lica como processo
metabdlico principal para a obtencdo de energia e consequentemente o etanol. No
presente trabalho testou-se 14 linhagens de S. cerevisiae, analisando o grau maximo de
tolerancia ao etanol bem como caracteristicas celulares e moleculares. Para isso foi
utilizado técnicas como citometria de fluxo, curvas de crescimento e analises de
protedmica. O objetivo do trabalho foi analisar as proteinas mais abundantes, em um
contexto comparativo para 0s experimentos de estresse maximo por etanol nas
leveduras, identificando enzimas chaves presentes durante o tratamento e possivelmente
responsavel pela tolerdncia. Foram determinadas as concentragdes méaximas de etanol
suportada por cada linhagem seguida por analises de viabilidade celular. Os resultados
demonstraram que a capacidade de replicacdo e viabilidade celular ndo estdo
diretamente ligados ao fenémeno de tolerancia. Além disso, a presenca de proteinas
relacionadas as vias fermentativas, vias oxidativas e manutencdo da homeostase celular,
parecem estar associadas a um perfil de maior tolerancia ao etanol uma vez que estédo
mais abundantes nas linhagens mais tolerantes. Também, evidenciou-se que qualidades
como tolerdncia e resisténcia ilustram diferentes papeis nas cepas estudadas, pois
linhagens que apresentam uma maior tolerancia ao etanol nem sempre sdo as mais
resistentes.

Palavras chaves: Tolerancia ao etanol, Saccharomyces cerevisiae, estresse ao etanol.



ABSTRACT

Bioethanol is the most used biofuel in the world since its main advantage is the
reduction of greenhouse gas emissions. The most used organism for bioethanol
production is the yeast Saccharomyces cerevisiae, which uses glucose, or other
fermentable carbon sources, for energy obtaining and ethanol production from the
alcoholic fermentation pathway. In this work, 14 S. cerevisiae strains were evaluated
concerning their highest ethanol tolerance degree and cellular/molecular characteristics
as well. For this purpose, it was used techniques such as flow cytometry, growth curve
analysis and proteomics. The objective of this work was to analyze the most abundant
proteins, in a comparative context of maximum ethanol stress for yeasts, to identify key-
enzymes present during cell treatments as well as their possible influence for the ethanol
tolerance. Before that, it was determined the highest ethanol concentration each strain
could support followed by cellular viabilities. The results demonstrated that replication
capacity and cell viability are not closely related to the ethanol tolerance. Moreover, the
presence of proteins related to fermentative pathways, oxidative pathways, and
maintenance of cellular homeostasis, looks like to be linked to the highest ethanol
tolerance profile, since those proteins are more present in higher ethanol tolerant strains.
Furthermore, it was possible to understand that both tolerance and resistance features
play different roles in the studied strains, since the higher ethanol tolerant strains always
are not the most resistant ones.

Key words: Ethanol tolerance, Saccharomyces cerevisiae, ethanol stress.
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1. INTRODUCAO.
1.1. BIOETANOL

Define-se por biocombustivel todo produto Util para a geracdo de energia, obtido
total ou parcialmente de biomassa (TOLMASQUIM, 2003). O bioetanol é o
biocombustivel mais utilizado no mundo, tendo como uma de suas principais vantagens
o fato de contribuir para a reducdo da emissao de gases do efeito estufa, em comparagéo
aos derivados de petréleo (TESFAW; ASSEFA, 2014).

O bioetanol teve sua origem no século XX, quando era apenas utilizado para
fins domésticos e industriais. Foi em 1922 que o etanol passou a ser visto e utilizado
como combustivel no Brasil (BRAY; FERREIRA; RUAS, 2000).

No periodo da segunda guerra mundial, a reducdo da exportacdo de agUcar para
a Europa, teve como consequéncia a diminuicdo da importagdo do petroleo, resultando
na racionalizagdo de gasolina e dleo diesel até 1945. Nesse periodo iniciou-se uma
valorizacdo do setor alcooleiro no Brasil (BRAY; FERREIRA; RUAS, 2000). Trés
décadas depois, em 1973, duas crises impulsionaram a producdo de etanol no Brasil: a
crise na inddstria canavieira e a crise do petréleo. Nesse cenario, criou-se em 1975 o
Proélcool - Programa Nacional do Alcool - com o objetivo de reduzir a importagio de
petréleo e aumentar a producdo de etanol no pais. Com a criacdo do programa, um
aumento na mistura de etanol anidro a gasolina ocorreu (BRAY; FERREIRA; RUAS,
2000; SHIKIDA; BACHA, 1999), proporcionando o surgimento da modernizagéo e
criagdo de novas usinas para a producdo de etanol. A producdo de etanol anidro era
predominante até 1978, mas em 1979, com a segunda crise do petréleo, o Proalcool
iniciou sua segunda fase, no qual o seu objetivo era utilizar o etanol hidratado em
automoveis, gerando um aumento da producdo. (SHIKIDA; BACHA, 1999). Anos
depois, em um periodo de estagnacdo na producdo do etanol, o governo tornou
obrigatéria a mistura de 20-25% de alcool anidro na gasolina em todo o territério
nacional. Nesse mesmo periodo também surgiu o carro flex, consolidando o etanol

como um combustivel importante no Brasil (GORDINHO, 2010).

Com as condi¢bes ambientais atuais e a preocupagdo com a diminui¢do na

utilizacdo de combustiveis fosseis, ha um interesse crescente no desenvolvimento de



fontes alternativas de energia com menores impactos ambientais. Pensando nisso, varios
paises se envolveram no desenvolvimento de tecnologias para geracdo de
biocombustiveis, pois, além de produzirem uma menor concentracdo de poluentes, sao
fontes renovaveis de energia (CHENG e TIMILSINA, 2011).

O processo utilizado na producdo do etanol no Brasil sofreu diversas
modificagdes nos ultimos 30 anos. Atualmente essa producdo € caracterizada pelo uso
do esmagamento da cana-de-agucar em tanques de grande capacidade (até 3 milhdes de
litros) a uma densidade celular da levedura elevada (10-15%). As destilarias preferem
0S processos com 0s microrganismos, ou seja, 0s processos que utilizam da fermentacgéo
da cana-de-acucar. Esta preferéncia representa cerca de 20-30% das formas de producéo
disponiveis (MUSSATTO et al., 2010). Em 2014, no Brasil, existiam cerca de 330
usinas produzindo etanol e atualmente o Brasil é o segundo maior produtor de etanol do
mundo, ficando atrds somente dos Estados Unidos da América (TESFAW; ASSEFA,
2014). O produto gerado do processo de fermentacéo alcodlica também pode ser obtido
através da fermentacdo de outros diferentes tipos de matérias primas, tais como
beterraba, trigo, entre outros (AQUINO et al., 2014).

Diversas sdo as espécies de leveduras do género Saccharomyces utilizadas no
processo de producdo do bioetanol. Suas caracteristicas fisioldgicas, as quais permitem
adaptarem-se as condi¢des variaveis de ambiente tais como concentracfes de acucares,
pH, concentracbes de oxigénio, concentracdes de etanol, estresse salino, estresse
proteico, resisténcia a contaminantes, alteracGes de temperatura e pressdo osmotica, as
tornam 0s microrganismos mais utilizados para a produgdo de etanol. Das
Saccharomyces, a espécie S. cerevisiae é o principal organismo fermentador utilizado
para a producdo de bioetanol, que quando adicionada hum meio com glicose ou outra
fonte de carbono fermentavel, utilizara a fermentacdo alcodlica como processo
metabolico principal para a obtengéo de energia e consequentemente o etanol (GIBSON
et al., 2007; BAI et al.,, 2008, MUSSATTO et al., 2010). Diversos substratos foram
testados a fim de aumentar a producdo do bioetanol nos ultimos anos, como
lignocelulose, amido e outros, contudo ndo houve resultados de melhoria (TESFAW,
ASSEFA, 2014).



7. CONCLUSAO

A hipotese geral do trabalho buscava encontrar dados protedmicos divergentes entre as
linhagens de S. cerevisiae com diferentes niveis de tolerancia ao etanol. No entanto, 0s conjuntos
encontrados eram similares, destacando que a diferenca entre os grupos de maior e menor tolerancia

é a abundancia de proteinas atuantes no momento de estresse maximo.

Do ponto de vista da analise de proteinas expressas nesse contexto, esse € o primeiro relato
das proteinas mais abundantes comparando perfis de expressdao em grupos de linhagens mais e
menos tolerantes ao etanol. Ainda, as ancoragens de informagdes “omicas” com analises de
viabilidade celular e curvas de crescimento ndo foram ainda publicadas, sendo uma inovacgédo desse
trabalho.

Além disso, construiu-se informacgdes importantes de que o crescimento e viabilidade celular
ndo estdo diretamente ligadas ao fenotipo estudado, pois o rapido crescimento e multiplicacdo eram

também parte das hipdteses iniciais por tras de uma maior tolerancia ao etanol.
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