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RESUMO

O processo de fermentacdo para producdo de alcool combustivel inclui a reutilizacédo da
biomassa de levedura, situacdo em que as células de levedura sdo expostas a condi¢des
de estresse, como temperaturas elevadas, aumento da concentracdo de etanol e baixos
valores de pH. Este processo pode ocasionar uma reducdo da viabilidade celular,
diminuindo de forma significativa o rendimento da fermentacdo. Algumas linhagens de
Saccharomyces cerevisiae, no entanto, apresentam termotolerancia ou resisténcia a
maiores concentracfes de etanol, sendo capazes de se adaptar ao meio em que estdo.
Neste trabalho, uma linhagem de levedura industrial foi isolada da dorna de
fermentacdo ao final de safra por apresentar capacidade de permanéncia no processo
fermentativo e ser boa fermentadora. Com o intuito de avaliar quais genes estio envolvidos com essas
caracteristicas, @ levedura isolada foi esporulada e dissecada para geracdo de novos
segregantes, que foram analisados e selecionados quanto a termo e alcool resisténcia e
capacidade fermentativa. Os resultados mostraram que dois dos segregantes avaliados
apresentaram-se promissores com relacdo a capacidade fermentativa e resisténcia a
altas temperaturas e concentragbes de etanol quando comparados as linhagens
industriais PE-2, CAT-1 e SA-1, largamente utilizadas nas usinas produtoras de etanol.
Em seguida, foi realizado o ensaio de PCR em Tempo Real, para avaliar a relacdo dos
genes APJ1, FPS1, MKT1, SWS2 e HSP12 com a tolerancia ao etanol. Além disso, foi
avaliado também a possibilidade do gene HSP12 ser um marcador molecular de
estresse nas leveduras de linhagens industriais. Para isso, foram utilizadas duas
linhagens de levedura: uma resistente ao etanol (MA-12) e ndo resistente (MA-139),
excluida no inicio dos experimentos. Todos 0s genes avaliados apresentaram expressao
significativa nas situacdes de estresse para a linhagem resistente MA-12, 0 que nédo
aconteceu na linhagem sensivel (com excecdo do gene APJ1), o que evidencia que 0s
genes selecionados estdo diretamente relacionados com a resisténcia ao estresse. Os
dados obtidos no ensaio de g-PCR também sugerem que o gene HSP12 pode ser
utilizado como um marcador molecular de estresse em linhagens de levedura
industriais, uma vez que apresentou expressdo significativa nas duas situacOes de

estresse.



Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, Etanol, Termorresisténcia, Expressdo
génica, Fermentacdo, RT-PCR quantitativa.



ABSTRACT

Fuel-ethanol fermentation process includes a reutilization of the yeast biomass, in
which yeast cells are exposed to stress conditions as high temperature, increasing
alcohol concentration and low pH values. This enviroment may cause a significant
delay in fermentation and drop in cell viability. Some Saccharomyces cerevisiae strains,
however, have thermotolerance or resistance to higher ethanol concentrations, while
being able to adapt to the environment in which they are. In this work, the industrial
resistant yeast strain was isolated from fermented sugar cane at the end of the harvest to
be good leavening. Aiming to study genetic features associated with cell resistance to
sustained stress in an industrial yeast strain, they were induced to sporulation and the
ascospores were dissected in order to generate homozygous derivatives and were
ramdomly selected for further phenotype analysis. The results have shown that two of
segregating presented to be promising with the fermentative capacity and resistance to
high temperature and ethanol concentration as compared to industrial strains PE-2,
CAT-1 and SA-1. Following that, the real time PCR assay was performed to assess the
relationship of APJ1, FPS1, MKT1, SWS2 and HSP12 genes with ethanol tolerance.
Furthermore, was also analyzed the differential expression of the HSP12 gene as a
molecular marker for stress-resistance in industrial yeast. The PCR was performed with
two yeast strains: a resistant yeast (MA-12) and non-resistant (MA-139, ruled in the
early experiments) and shows wich all genes evaluated revealed a significant
expression in stress situations for the resistant strain MA-12, which did not happen in
the sensitive yeast (except for APJ1 gene), which shows that the selected genes are
directly related to stress resistance. The results also suggest that HSP12 gene can be
used as a molecular marker of stress in industrial yeast strains, since they have shown

significant expression in the two situations of stress.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Ethanol, Thermoresistance, Gene Expression,
Fermentation, Quantitative RT-PCR.
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1. INTRODUCAO

A busca por fontes de energias alternativas aos combustiveis fosseis tem crescido
devido a inevitavel diminuicdo das reservas de petr6leo e o0 seu consequente aumento de
preco. Neste cenario atual, o etanol é o biocombustivel mais utilizado e produzido em
grande escala.

O uso do etanol no lugar de derivados do petréleo diminui significativamente a taxa
de emiss@o de monoxido de carbono (CO), hidrocarbonetos e enxofre na atmosfera, sendo,
portanto menos toxico (GOLDEMBERG, 2008).

O etanol brasileiro é produzido pela fermentacdo dos acucares presentes na cana-de-
acucar. O que torna a fermentacdo a forma mais importante de obtencdo de etanol é a
grande quantidade de matérias-primas naturais existentes em todo o pais, sendo a cana-de-
acucar, sem davida, a mais importante (BAI, 2008).

Segundo Goldemberg et al. (2008) para uma producéo viavel de etanol industrial, o
processo de fermentacdo deve ser extremamente robusto e pouco afetado por pequenas
alteracdes da matéria-prima, além da minimizacao dos custos que podem ser obtidos pela
obtencdo do maximo rendimento de etanol, minimizacdo na sintese de outros produtos
(glicerol, &cido lactico), manutencdo da alta viabilidade do fermento (70% - 80%) e
minimizacdo de gastos com manutencéo (limpeza, vazamentos) e energia e agua.

As leveduras, especialmente do género Saccharomyces, sdo 0S microrganismos
principais na obtencdo do etanol por via fermentativa. A fermentacdo para producéo de
bioetanol envolve 12 reacdes em sequéncia ordenada (LIMA et al.,, 2005) e,
resumidamente, consiste na transformacdo do acucar (ou cereais, como a cevada e 0 malte)
em alcool e gas carbbnico, sob a acdo das leveduras.

O grande sucesso da Saccharomyces cerevisiae na indlstria de biotecnologia é
devido a alta capacidade de produzir etanol e didéxido de carbono a partir de aclcares. Alem
disso, possui importantes caracteristicas requeridas para o processo industrial, como:
tolerdncia ao estresse fermentativo como, por exemplo, baixos valores de pH e alta
concentracdo de agucar e etanol, alta competitividade perante contaminagéo (bacteriana ou

por outras leveduras) na dorna de fermentagdo e alta resisténcia a inibidores presentes na

14



biomassa hidrolisada e capacidade de crescer anaerobicamente (BRANDUARDI et al.,
2008; NEVOIGT, 2008).

Apesar dos grandes avancos tecnoldgicos e do vasto conhecimento a respeito do
potencial produtivo das leveduras, ainda existe muitos aspectos desconhecidos,
principalmente quando se trata da genética e bioquimica das leveduras utilizadas nas usinas
para fermentacéo alcoolica (BASSO et al., 2008).

Estudos mais recentes s&o relativos a analise gendmica comparativa. As cepas mais
estudadas séo linhagens industriais fermentadoras principalmente para a produgéo de vinho
(BORNEMAN et al., 2008; CARRETO et al., 2008). Muito pouco se conhece sobre as
linhagens produtoras de etanol, especialmente quando se trata de caracterizacdo fenotipica
e genotipica e expressao génica.

Estas linhagens precisam ser exploradas e estudadas mais detalhadamente para o
entendimento de caracteristicas e fen6menos que podem ser essenciais para 0 USO
biotecnologico, pois o conhecimento dos fatores responsaveis pela alta eficiéncia
fermentativa e robustez dessas leveduras industriais é essencial para se estabelecer uma

estratégia para melhorar ainda mais estas linhagens.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar, genotipica e fenotipicamente, segregantes obtidos de uma levedura industrial
de producéo de etanol.

2.2. Objetivos especificos e Justificativas

2.2.1. Identificacdo da levedura coletada como Saccharomyces cerevisiae através
da técnica de PCR utilizando primer especifico

Como o microambiente na dorna de fermentacdo € altamente suscetivel a
contaminacdo microbiana e por outras leveduras, essa identificagdo torna-se fundamental

para evitar que outras leveduras do género Saccharomyces sejam isoladas para estudo.

2.2.2. Obtencéo de segregantes da levedura coletada através da sua esporulacdo
e disseccéo

Para a geracao de novos segregantes, optou-se pela esporulacéo pelo fato de esta ser,
em leveduras, um tipo de reproducdo e um fator importante por desempenhar uma funcao
de producao de novos hibridos e manter a viabilidade das espécies durante as variacbes do

meio ambiente.

2.2.3. Selecdo dos segregantes obtidos a partir do fenotipo de resisténcia ao
estresse fermentativo, como altas temperaturas, altas concentracdes de etanol, baixo
pH e floculacéo

Vérias caracteristicas sdo requeridas para uma levedura para um adequado processo
industrial de producdo de etanol, como: crescimento rapido e tolerancia a altas
concentracdes de etanol e temperatura e atividade celular em ambientes acidos. Por esse
motivo, para saber se uma linhagem de levedura é adequada ao processo industrial, ela

deve apresentar estas caracteristicas e esses ensaios foram realizados com esse objetivo.
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2.2.4. Avaliar o desempenho fermentativo dos segregantes selecionados

Entre as caracteristicas citadas como fundamentais para uma levedura industrial para
0 processo de producdo de bioetanol, a mais importante é a eficiéncia fermentativa.
Existem algumas leveduras do género Saccharomyces que possuem resisténcia a altas
temperaturas e concentracGes de etanol, mas ndo possuem habilidade para produzir etanol
de forma eficiente.

2.2.5. Verificar a expressdo dos genes APJ1, FPS1, MKT1l e SWS2 dos
segregantes selecionados nas condicdes de estresse por etanol e estresse geral (etanol,
pH e temperatura).

Os genes descritos acima foram identificados e relacionados com uma maior
tolerancia ao etanol em estudos recentes utilizando linhagens industriais. A tolerancia a
altas concentragdes de etanol é uma caracteristica especifica de algumas linhagens
industriais de Saccharomyces cerevisiae e como foi descrito na revisdo deste trabalho,
permite que a levedura domine o processo de fermentacdo industrial em casos de
contaminacdo por outros microrganismos. No entanto, ressalta-se que os fatores genéticos e
mecanismos celulares para a tolerancia a altas concentracdes de etanol de linhagens
industriais ainda ndo sdo totalmente conhecidos pois até o presente momento a maioria dos
estudos que relacionam essa caracteristica foram realizados com linhagens de laboratério
que, na maioria das vezes, apresentam moderada tolerancia ao etanol e ndo sdo boas
fermentadoras.

Pelo fato dos segregantes obtidos da levedura isolada terem apresentado
caracteristicas desejaveis ao processo industrial (alta tolerancia ao etanol e boa capacidade
fermentativa) em ensaios preliminares, torna-se bem interessante a avaliacdo do perfil de
expressdo dos genes citados acima em condicdes de estresse por etanol em comparacao
com o estresse geral (etanol, temperatura e pH) com o intuito de verificar se esses genes
estdo relacionados somente com a tolerancia ao etanol. Para isso, foram escolhidos dois
segregantes obtidos da levedura isolada, um segregante que apresentou caracteristicas
desejaveis ao processo, conforme descrito acima, e um segregante que foi excluido na

primeira etapa por apresentar maior sensibilidade soa fatores de estresse testados.
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2.2.6. Verificar a expressao do gene HSP12 dos segregantes selecionados nas
condigdes de estresse por etanol em comparacdo com a sua expressao nas condicdes de
estresse geral (etanol, pH e temperatura) e confirmar se este gene pode ser utilizado
como um marcador molecular de estresse nas leveduras.

O HSP12 é um gene que codifica uma proteina de choque térmico e que € induzida
por condi¢des de estresse, e 0 seu nivel de expressdo é regulado pelos fatores de transcricéo
Msn2p/4p e Hsfp. Estudos relacionam a expressdo do gene HSP12 como um indicador de

leveduras em situacdo de estresse e por esse motivo ele foi selecionado para este ensaio.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Producéo de etanol no Brasil

O etanol é considerado atualmente como o biocombustivel mais consumido no
mundo e sua maior produgdo se concentra no Brasil e nos EUA (BASSO et al., 2011),
responsaveis por mais de 80% da producdo mundial (UNIAO DA INDUSTRIA DE
CANA-DE-ACUCAR — UNICA, 2011).

O Brasil é o0 segundo maior produtor e exportador mundial de etanol, sendo o setor
sucro-alcooleiro responsavel pela movimentacdo de cerca de 2% do PIB brasileiro,
assegurando milhdes de empregos diretos e indiretos (BRASIL, 2011).

Apesar dos EUA serem os maiores produtores mundiais de etanol, o biocombustivel
é produzido naquele pais a partir do amido de milho, gerando um custo maior de producéo
em comparacao ao etanol brasileiro produzido a partir da cana-de-agucar (TILMAN et al.,
2008). Assim pode-se afirmar que o etanol é um dos produtos biotecnolégicos mais
importantes no cenario brasileiro e até mesmo mundial quando se leva em conta 0s quesitos
valor, quantidade e sustentabilidade.

O Brasil tem uma longa tradicdo na producdo de etanol nas usinas de agucar. Desde a
década de 1920 a producdo de bioetanol utilizando melaco final da fabrica de acucar,
conhecido como etanol residual, tornou-se uma pratica comum em muitas usinas de agucar
e, em 1931, uma lei federal determinou a adicdo de 5% de etanol em toda a gasolina
importada consumida no pais, criando um mercado estdvel para uma quantidade
consideravel de etanol combustivel (RIBEIRO, 2008).

Quando o Programa Nacional do Alcool (Proélcool) foi lancado em 1975, o Brasil ja
apresentava uma experiéncia significativa no cultivo da cana (sendo o segundo maior
produtor do mundo) e producédo de etanol (cerca de 600 milhdes de litros ja estavam sendo
produzidos), e o sistema de producdo conjunta de etanol e acUcar foi a base para a fase
inicial do Proalcool (ZANIN et al., 2007).

Apo6s o segundo choque do petroleo, em 1979, o governo decidiu acelerar a producao
de etanol e estimulou a instalagdo de destilarias autbnomas que produziu s6 etanol a partir
de caldo de cana; durante a fase de estagnagdo do Proalcool o aumento de exportacdes de

acucar, no inicio de 1990, induziu as destilarias autbnomas a adicionarem uma fabrica de
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acucar em cada uma delas, consolidando, assim, o chamado modelo de producéo de agucar
/ etanol brasileiro (Figura 1) (FINGUERUT, 2007).

Willing Sulfitation Lining Juice heating Clarification
I\ J
}
Evaporation Boiling Centrifuging Drying
Sugar
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d IR
Fermentation Distillation  Rectification  Stripping Dehydration

Column

& 3

S Bioethanol
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Figura 1. Fluxograma do processo simplificado de producdo conjunta de agUcar e etanol
(FINGUERUT, 2007).

Dessa forma, a expansdo da producdo e processamento de cana a partir de 1975 teve
trés periodos distintos até 2004: criacdo de destilarias de bioetanol para as usinas
existentes, a instalacdo de destilarias autbnomas e juncdo das fabricas de aglcar com as
destilarias autdnomas existentes (BRASIL, 2009).

Até 1990, as exportacdes de agUcar eram muito pequenas, em compara¢do com a
producdo total, raramente ultrapassando um milh&o de toneladas, e a producéo de etanol
havia estagnado em cerca de 11 bilhdes de litros / ano. De 1990 a 2002, o crescimento da
producéo de cana foi motivado pelo aumento das exportaces de agucar e 0 tamanho da
usinas aumentaram em detrimento do numero de unidades, como consequéncia da
consolidacdo do setor apdés a crise no final da década de 1980, devido a estagnagdo
programa de etanol (BRASIL, 2009).
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Finalmente, em 2003, a producdo de etanol comegou a aumentar novamente,
motivado pelos crescentes precos do petrdleo e a introducdo dos veiculos flex fuel (FFV), e
até 2005 as novas unidades greenfields comecaram a ser construidas a um ritmo rapido,
alterando o perfil do crescimento de producédo que € utilizado para ser baseado na expansao
de unidades existentes. O tamanho médio das fabricas continuaram a aumentar para
aproveitar as economias de escala e o0 desejo de implementar um crescimento muito rapido
na producgéo de etanol (MACEDO, 2008).

O perfil do setor de acucar e etanol no ano de 2008, avaliado pela Conab -
Companhia Brasileira de Abastecimento (Companhia Brasileira de Abastecimento)
(CONAB, 2008), refletia a situacao do setor logo antes da crise de 2008, e ap0s o periodo
de répida expansdo entre 2004 e 2008, incluindo a instalagdo de 84 projetos greenfield
(FIGLIOLINO, 2010). Mais de 85% da cana foi moida em usinas de acucar com destilarias
anexas, referindo-se a este sistema como o "modelo brasileiro”; a produgdo apenas de
acucar quase desapareceu, uma vez que representava apenas um pouco mais de 2% do total
de cana processada.

Outra caracteristica do modelo brasileiro € a crescente implementacdo da geracédo e
venda de energia excedente como um produto de terceiros, depois de agucar e de etanol.
Segundo UNICA (2008), o crescimento esperado da percentagem media de energia elétrica
é de 1% na temporada 2006/2007 para 16% no periodo 2015/2016.

Em meados da década de 1990, a auto-suficiéncia em energia foi atingida em quase
todas as usinas, mas a geracdo de energia excedente estava presente em pouquissimas
usinas. Isso mudou somente depois que o quadro juridico adequado comegou a motivar as
fabricas (as greenfields e essas antigas usinas que tinham atingido o fim da vida util de
algumas de suas caldeiras) para instalar unidades de alta pressdo para gerar quantidades
significativas de excedentes de eletricidade (MACEDO, 2008). Hoje a tendéncia é ter 67
bar/520 °C para as unidades que operam em cogeracdo pura e 100 bar/530 °C para as

unidades maiores, usando geradores de turbinas de extracdo / condensacéo.

3.2. Processo fermentativo para produgéo de etanol
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O etanol pode ser obtido por trés vias: destilatéria, sintética e fermentativa, sendo que
no Brasil, a via fermentativa é a maneira mais importante para producdo de alcool, cujo
principio é a transformacdo de acUcares, derivados de matérias-primas agricolas como a
cana-de-acucar, em etanol e didxido de carbono (LIMA, et al., 2001).

O processo de fermentacdo alcodlica no Brasil é semelhante aos encontrados em
outros paises e € constituido por trés unidades basicas: fermentacdo, unidade de separacéo e
reciclo de células e unidade de tratamento de levedura (LEAL & MACEDO, 2004).

A unidade de fermentag@o propriamente dita é constituida de fermentadores onde 0s
acucares sao convertidos em etanol. Estes fermentadores geralmente sdo construidos em
aco carbono, com forro pintado corretamente para evitar a corrosdo e tornar as paredes
menos enrugadas, facilitando assim sua limpeza. S&o equipados com trocadores externos
de calor e um sistema de agitacdo que utiliza a energia cinética do meio de fermentacéo, o
qual é reciclado pelos permutadores de calor. Aléem disso, os fermentadores séo fechados e
com um sistema de limpeza, garantindo que a transformacao ocorra de forma plenamente
anaerdbia e o0s gases produzidos enviados para uma coluna de lavagem para a recuperagéo
do etanol neles encontrados (SEABRA, 2008).

A unidade de separacdo de células é constituida por centrifugas separadoras. O meio
de fermentacdo contendo entre 10 e 13% (v/v) de células de levedura, é enviado as
centrifugas, que geram duas linhas de produtos, o vinho centrifugado e o creme de
leveduras, cujas concentracbes de células variam entre 0,2 e 1% e 60 e 75%,
respectivamente. O vinho centrifugado € enviado para um tanque de destilacdo e o creme
para os tanques de tratamento (OLIVERIO, 2008).

A unidade de tratamento consiste em tanques bem agitados, equipados com um
sistema de arejamento e construido do mesmo modo que o tanques de fermentacéo, ou seja,
em aco carbono com forro pintado corretamente para evitar corrosdo e tornar as paredes
menos enrugadas para facilitar a limpeza. A agua tratada é adicionada ao creme de levedura
neste tanque com uma diluicdo para a concentracdo de células entre 30 e 40% (v/v),
seguida da adicdo de acido sulfurico concentrado para ajustar o pH entre 2 a 2,5. As células
de levedura permanecem neste tratamento durante 1 a 2 horas. Apds esta etapa, as células
de levedura tratadas voltam aos fermentadores para novo ciclo (SEABRA, 2008).

Embora o0s processos de fermentacdo apresentem as mesmas etapas de

processamento, o que pode ser diferente sdo os métodos de operacdo. O reator biologico
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pode ser operado de forma continua, descontinua, semicontinua ou descontinua alimentada
(batelada alimentada), e todas podem trabalhar com ou sem recirculagdo do fermento.
Segundo AMORIM (2005), a maior parte da producdo industrial de alcool em grande
escala ocorre em processos fermentativos em batelada e continuo, onde 85% das unidades
produtoras funcionam em sistema de batelada alimentada e 15% em sistema continuo.

No processo de batelada-alimentada (fed-batch) ou Melle-Boinot inicialmente se
transfere o inéculo (fermento tratado) do tanque de tratamento para os fermentadores
através de um sistema de bombeamento. Em seguida se inicia a alimentagéo do reator com
0 substrato até que o volume final do fermentador seja alcancado. Apds a transferéncia do
acucar, se inicia o processo de fermentacdo, onde o agucar é convertido em alcool e outros
produtos (DATAR, et al., 2004). O meio fermentado é enviado para os centrifugadores
onde ocorre a separacdo das células de levedura do vinho, as células sdo enviadas
novamente para 0s tanques de tratamento, onde séo diluidas e acidificadas a fim de iniciar
um novo ciclo.

Esse processo foi concebido para ser usado nos casos em que 0S microrganismos
se obter concentracGes mais elevadas do produto final, o substrato pode ser adicionado de
forma controlada ao fermentador, diminuindo assim esta inibicdo. Em geral, em plantas que
utilizam este tipo de processo, as curvas de alimentacdo do substrato sdo exponenciais e
visam manter o substrato constante no meio de fermentacdo e com uma concentracdo
menor do que a de inibicdo (CARVALHO & SATO, 2001).

Ja o processo de fermentacdo continua normalmente contém 4 ou 5 fermentadores
ligados em série, onde um meio de cultura e as células de levedura tratadas sdo adicionadas
simultaneamente e de uma maneira continua e controlada, no primeiro fermentador do
sistema. O objetivo da utilizacdo desta configuracdo € aproximar o comportamento do
sistema para um fermentador de fluxo de pistdo, minimizando o efeito de inibicdo pelo
produto (etanol) na velocidade de transformacdo dos acglUcares em etanol (LEAL &
MACEDO, 2004).

A quantidade de ART (acucares redutores totais) alimentado no primeiro fermentador
é proporcional a quantidade de células de levedura, mantendo uma taxa média de 3,5 g de
ART / g da massa de células (peso seco). Este controle é importante para manter a taxa de

conversdo de cada fermentador, proporcionando um tempo total de fermentacdo entre 7 a 8
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horas, dependendo da estirpe utilizada e da matéria-prima empregada (LALUCE et al.,
1991).

O meio de fermentacdo passa de um fermentador para o outro até atingir o Gltimo,
onde geralmente se tem os separadores de centrifuga e se separa o fermento do vinho e sdo
novamente enviados para os tanques de tratamento. A unidade de tratamento deste tipo de
processo € constituida por trés tanques ligados em série. Acido sulfarico, agua e creme de
levedura sdo misturados num pequeno tanque, a partir de onde a efervescéncia acidificada
segue para o tanque de tratamento (AMORIM, 2005).

Independente do tipo de processo, a fermentacdo se inicia com a adi¢cdo do mosto
com 18 a 22% de ART sobre a suspensao de levedura. De forma geral, apds 6 a 10 horas de
fermentacdo, os teores alcoolicos chegam de 8 a 10% (v/v) com as temperaturas de 32 a
38°C. No final da fermentacdo, as leveduras sdo separadas do vinho por centrifugacéo,
diluidas a uma concentracdo de 30-40% (m/v) e submetidas a um tratamento com acido
sulfurico, com o objetivo de reduzir a contaminagdo bacteriana, e em seguida utilizadas em
um novo ciclo fermentativo (LALUCE et al., 1991).

3.2.1. Fatores estressantes para a levedura durante o processo de fermentacao

alcodlica

As leveduras podem, frequentemente, serem submetidas a 2 ciclos fermentativos
diarios durante o periodo de safra anual. Por esse motivo, as leveduras utilizadas na
fermentacdo industrial deverdo ser tolerantes aos varios fatores estressantes impostos pelo
processo de forma simultdnea (alta concentracdo etanol, altas temperaturas, baixo pH,
acido, pressdo osmatica, entre outros) (BASSO et al., 2008).

No ambiente da fermentacdo alcodlica, condicdes estressantes sdo impostas as
leveduras a todo momento. Alguns sdo ambientais como deficiéncia nutricional, altas
temperaturas, estresse osmoético por acucares e sais, acidez, sulfito, contaminacgdo
bacteriana, enquanto outros sdo decorrentes do proprio metabolismo celular da levedura,
tais como o acumulo de etanol e sua correspondente inibicdo do crescimento celular e da
producéo do etanol (BAI et al., 2008; BASSO et al., 2008).

Todos esses fatores sdo estressantes para a levedura e alguns podem agir

sinergisticamente, afetando mais severamente a levedura do que um fator isolado,
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resultando em reducdo da viabilidade e vitalidade celular e como consequéncia, na
produtividade de etanol (DORTA et al., 2006).

O nivel crescente de etanol durante o processo de fermentacdo reduz as taxas de
crescimento e viabilidade celular das leveduras (PIPER, 1995). Seus efeitos tdxicos nas
células envolvem a alteracdo da polaridade da membrana citoplasmatica, modificando sua
fluidez. Em vista disso, pode ocorrer inibicdo da taxa de captagdo maxima do sistema de
transporte de glicose por mudangas no ambiente lipidico da membrana plasmatica e efluxo
de compostos como aminoacidos através das células (ALEXANDRE E CHARPENTIER,
1998), o que ¢ agravado pelo aumento da temperatura e dos teores de etanol (SALGUEIRO
et al., 1988).

Segundo OLIVEIRA (1988), em temperaturas elevadas, o0 metabolismo da levedura
S. cerevisiae é afetado levando a uma diminuicdo da tolerancia ao etanol e formacéo de
metabolitos secundarios como o glicerol. O efeito inibitério do etanol esta relacionado a
temperatura de fermentacao. A faixa de melhor resisténcia ao etanol para cepas usuais de S.
cerevisiae é de 13 a 27°C a 10% (v/v) de etanol no mosto. A tolerancia ao etanol diminui
para temperaturas menores que 13°C ou maiores que 27°C, de forma que a inibicdo do
crescimento do microrganismo ocorre tanto em processos com baixa temperatura como
alta.

Os fosfolipidios da membrana desempenham um papel importante no mecanismo de
tolerancia ao etanol. Alguns trabalhos evidenciaram sua importancia, mostrando que a
membrana apresenta grande versatilidade para se adaptar a esse estresse pois foram
observados aumento da concentracdo de acidos graxos insaturados e ergosterol em células
de S cerevisiae expostas ao etanol, indicando que a levedura sobrevive melhor com esses
ajustes (WALKER-CAPRIOGLIO et al., 1990; YOU et al., 2003; VANEGAS et al., 2012).

Em estudo realizado por CARTWRIGHT et al., (1987), o etanol em concentragdes de
até 2,0 M (11,65% v/v) inibiu a atividade da ATPase na membrana de S. cerevisiae em
culturas com 8 e 16 horas, e a composi¢cdo da porcdo lipidica dos fosfolipidios também
sofreu alteragdo, com a proporcéao de insaturacdo diminuindo com a idade da cultura.

Contudo, os mecanismos pelos quais o etanol causa inibicdo celular ainda
permanecem obscuros em muitos aspectos, em especial em nivel genético (BAI et al.,
2008). A base molecular do mecanismo pelo qual o etanol exerce efeito inibitério na

fermentacdo torna-se complicada, pois o etanol, sendo um agente desnaturante, pode agir
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ndo somente sobre as proteinas e provocar inativacdo ou inibicdo de enzimas da rota
glicolitica, como também pode atuar sobre a integridade das membranas lipidicas,
prejudicando outros fatores, como proteinas transportadoras e enzimas associadas a
membrana (PASCUAL et al., 1988).

3.2.2. Leveduras utilizadas no processo

O processo fermentativo é bastante afetado pelo tipo de microrganismo que o
desenvolve. As leveduras, principalmente do género Saccharomyces cerevisiae, sdo as mais
amplamente utilizadas neste tipo de processo e também para producao de biomassa.

A maioria das unidades produtoras de etanol, tradicionalmente iniciava a safra usando
toneladas de leveduras oriundas da industria de panificagdo até meados dos anos 90. A
partir desta data, constatou-se que as leveduras utilizadas como inéculo eram
completamente substituidas por leveduras nativas ou selvagens (ANDRIETTA et al., 2007),
pois ao se isolar uma levedura do processo no final da safra, pdde verificar-se que esta era
diferente daquela introduzida no inicio.

As leveduras de panificacdo, pelo fato de serem facilmente obtidas no mercado e nas
grandes quantidades requeridas, sdo largamente empregadas pela industria alcooleira. No
entanto, essas leveduras ndo suportam os estresses da fermentacdo industrial, sendo
substituidas por linhagens selvagens que se mostram com as mais variadas habilidades
fermentativas (BASSO et al., 2008).

A partir desta constatacdo, as usinas comecaram a analisar as leveduras de final de
safra através de uma analise de cariotipagem para constatar a permanéncia de linhagens
dominantes no processo e isola-las para propagar sua propria levedura de inicio de safra.
No entanto, a dificuldade de obtencdo de grandes volumes desse fermento desestimulou as
usinas a fazerem uso desse fermento.

Portanto, atualmente é uma pratica muito frequente das usinas iniciar o processo
fermentativo com uma determinada levedura previamente isolada nas usinas brasileiras
devido as suas caracteristicas de dominancia e persisténcia no processo industrial e alto
desempenho fermentativo, mas distribuidas por uma unidade produtora de biomassa
(AMORIN et al., 1996).
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Por isso, leveduras isoladas do préprio processo fermentativo sdo hoje utilizadas na
maioria das usinas brasileiras. A linhagem mais conhecidas e utilizada em
aproximadamente 30% das usinas € a Pedra 2 (PE-2), que leva esse nome pois foi isolada
da Usina da Pedra. Estudos demonstraram que ela permanece na dorna de fermentacao
durante todo o periodo da safra. Além disso, a linhagem PE-2 apresenta caracteristicas
fundamentais para aperfeigoar o processo fermentativo, como ser altamente fermentadora e
resistente a temperatura e alcool, além de permanecer em suspensdo, ndo apresentando
caracteristicas floculantes e ndo produzindo espuma (BASSO et al., 2008).

Durante a fermentacdo industrial as leveduras passam por diversas formas de estresse
(BROSNAN et al., 2000), e na fase de maior atividade metabdlica da fermentacdo ha uma
significativa elevacdo da temperatura, sendo necessario o resfriamento do mosto para
viabilizar a continuacdo do processo fermentativo, uma vez que o fermento é reaproveitado
em fermentacGes sucessivas (SILVA-FILHO et al., 2006). Por esse motivo, a estabilidade
populacional no ambiente fermentativo depende do uso de linhagens bem adaptadas as
condicdes do processo industrial

A resisténcia a maltiplos estresses € uma caracteristica desejada em leveduras
industriais envolvidas em quaisquer processos biotecnoldégicos, pois as células sdo expostas
as combinacdes simultdneas ou sequenciais de diferentes tipos de estresse (ATTFIELD,
1997; RANDEZ-GIL, et al., 1999).

As caracteristicas requeridas para o processo industrial sdo: tolerancia ao estresse
fermentativo como, por exemplo, baixos valores de pH e alta concentracdo de acUcar e
etanol, alta competitividade perante contaminacao (bacteriana ou por outras leveduras) na
dorna de fermentacdo, ndo flocular ou produzir espuma e possuir alta resisténcia a
inibidores presentes na biomassa hidrolisada e capacidade de crescer anaerobicamente
(BRANDUARDI et al., 2008; NEVOIGT, 2008).

3.3. Resposta ao estresse fermentativo
A resposta aos diferentes tipos de estresse € uma caracteristica fundamental na

adaptacdo dos organismos vivos as condigdes adversas do meio ambiente em que vivem
(ALEXANDRE €t al., 2001).
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Quando um microrganismo é exposto a alteracBes decorrentes do ambiente, que
afetam o seu crescimento e reproducédo e ndo sdo demasiadamente severas, ele produz um
mecanismo para se adaptar a essas alteragdes e continuar sobrevivendo nessas condicdes,
ou seja, se um organismo for exposto bruscamente a um choque de calor de 20 a 25°C
acima da sua temperatura 6tima de crescimento, ele vai morrer. No entanto, se antes dessa
exposicao, ele for exposto pela primeira vez durante um curto periodo de tempo a uma
temperatura de 10 a 15°C acima da temperatura Otima de crescimento, ele adquire a
capacidade para sobreviver a temperatura letal (LARCHER, 1995).

Alguns estudos mostram que a levedura Saccharomyces cerevisiae possui
mecanismos “comuns” ou “gerais” de resposta ao estresse, onde sdo ativados pelo menos
trés elementos de transcri¢do. No estresse por choque térmico, o fator de transcri¢do induz
a uma ou mais repeticdes nos genes HSP e é conhecido como Hsfp. Em situacbes de
estresse oxidativo, a transcricdo do fator Yaplp induz a transcricdo dos genes TRX1/2 e
GSHL1 e, finalmente, a sequéncia STRE (elemento responsivo ao estresse geral) é capaz de
mediar a transcricdo induzida pelas diversas formas de estresse, através dos fatores de
transcricdo Msn2p e Msndp. Segundo GASCH et al., (2000) a STRE corresponde ao
conjunto de todos os genes que tém perfil de expressdo similar sob varias condigcdes de
estresse.

Outras observacdes relacionam mudanca nos padrdes de expressdo do gene CTT1
(que codifica a catalase T citosolica, uma enzima desintoxicante de peroxido de
hidrogénio), que também é induzido ndo s6 pelo estresse osmotico, mas também por calor
ou chogue osmético (ALEXANDRE et al., 2001).

Este sistema de resposta coordena e integra a necessidade de estabelecer um
metabolismo basal, que é necessario para reduzir o custo de energia. Isto leva a uma
diminuicdo na taxa de crescimento e a inducdo de varios mecanismos de protecdo. A
integracé@o dessas respostas determina a capacidade de adaptacdo do organismo (GASCH et
al., 2000).

Esse mecanismo de inducdo a tolerdncia tém sido observado em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae utilizadas para producdo de etanol combustivel. As células de S
cerevisiae, quando submetidas a condicbes de estresse, desenvolvem uma répida resposta

molecular para reparar danos e proteger as estruturas celulares dos efeitos causados pelo
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estresse da dorna de fermentacdo (RUIS & SCHULLER, 1995; SWAN & WATSON, 1998;
ESTRUCH, 2000).

3.3.1. Temperatura

Elevadas temperaturas s@8o comuns em processo de fermentacdo industrial,
constituindo fator de selecdo de linhagens de leveduras termotolerantes. A resposta ao
choque térmico pode variar entre linhagens de S. cerevisiae, porém as leveduras industriais
sdo geralmente mais termotolerantes do que as de laboratério (ESTRUCH, 2000).

Na levedura, a resposta ao estresse térmico é um dos processos mais estudados e bem
caracterizados atualmente. Sabe-se que um aumento de 10 a 15°C acima da temperatura
Otima de crescimento induz ao fator de transcricdo de choque térmico (Hsfp), que por sua
vez, induz a sintese de um grupo de proteinas chamado HSP (heat shock proteins), onde a
maioria das proteinas funcionam como chaperonas moleculares nos processos de
desnaturacdo e recuperacdo de proteinas danificadas. Séo altamente conservadas e
desempenham fungdes importantes em condi¢des normais de crescimento (KIANG &
TSOKOS, 1998).

Algumas dessas proteinas estdo presentes também em temperaturas Otimas de
crescimento e estudos genéticos indicam que sdo proteinas essenciais para manutencdo da
estrutura correta da folha pregueada de outras proteinas e degradam proteinas desnaturadas
ou com defeitos na estrutura secundaria (LINDQUIST, 1992).

Entre as proteinas que fazem parte da familia HSP estdo a HSP104, a HSP70 e a
HSP40, as quais formam o complexo chaperonina que de acordo com GLOVER &
LINDQUIST (1998), reverte a conformacdo de proteinas alteradas pelo calor restaurando
as atividades essenciais de proteinas na célula viva. Por esse motivo, o acumulo dessas
HSP's esta associado com a termotolerancia e um aumento da habilidade de sobreviver a
pequenas exposicdes a temperatura letal.

Outro gene relacionado ao estresse por choque térmico é o HSP12, que codifica uma
das duas principais proteinas de choque térmico em S cerevisiae. A expressao do gene
HSP12 ¢ induzida varias vezes por choque de calor e na entrada na fase estacionaria.
Segundo SALES (2000), o RNAmM de HSP12 é indetectavel durante o crescimento
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exponencial em meio rico, mas niveis baixos estdo presentes quando as células sdo
cultivadas em meio minimo.

PRAEKELT & MEACOCK (1990), analisaram a expressdao de HSP12 em mutantes
fosforilados dependentes de cAMP (gene regulado por cAMP). A interrupcdo da
codificagcdo das HSP12 codificacdo regido resulta na perda de uma abundante 14,4 kDa
presente nas células de calor chocado e fase estacionaria. Isto também leva a indugdo da
resposta de choque de calor, sob condigdes normalmente associadas com a expressdo de
baixo nivel de HSP12. A interrupgdo HSP12 ndo demonstrou nenhum efeito observavel
sobre o crescimento a diferentes temperaturas nem em sua capacidade de adquirir
termotolerancia.

Além da resposta ao choque térmico, importante ressaltar que o HSP12 é transcrito
também em outras condic6es de estresse, incluindo alta osmolaridade, presenca de etanol e
falta de nutrientes no meio de crescimento e, por essa razdo, vem sendo utilizado como
marcador molecular de estresse em leveduras utilizadas para producdo de vinho
(HERBERT et al., 2012).

IVORRA & PEREZ-ORTIN (1999) analisaram a expressdo de Varios genes
marcadores sob condicOes especificas de estresse em leveduras industriais produtoras de
vinho e encontraram uma expressdo diferencial de HSP12 em comparacdo aos outros

marcadores utilizados.

3.3.2. Acido (pH)

A utilizacdo de linhagens de S. cerevisiae resistente ao estresse acido é uma
caracteristica importante para a industria de alcool combustivel. Nas fermentacGes
industriais, os valores de pH do mosto geralmente encontram-se na faixa de 4,5 a 5,5 com
uma boa capacidade tamponante. No entanto, as leveduras mantém sua homeostase de
forma quase independente do pH do meio, por isso toleram o tratamento acido (BASSO et
al., 1996).

NARENDRANATH e POWER (2005) relataram que a redugéo do pH de 5,5 para 4,0
reduziu o crescimento de lactobacilos e sua correspondente producéo de &cido latico, assim
como o aumento da concentracdo de agucares no meio, aumentando a pressdo osmética. No

entanto, isso causou uma reducdo do etanol produzido pela levedura em pH 4,0, embora

30



ndo tenha afetado o crescimento da mesma em nenhuma concentracdo de acglcar em
particular.

HERNANDEZ-CORTEZ et al., (2010), avaliaram a producdo de biomassa de
linhagens de S. cerevisiae em fermentacdo continua de suco de agave para a producdo de
tequila e concluiram que ndo houve diferenca significativa na produgdo de biomassa e de
etanol em meio com pH controlado (pH 4,0) e sem controle (ajuste natural pH 2,5).

A maioria das leveduras € capaz de crescer em meio com pH entre 45 e 6,5
(WALKER, 1998), porém com acidos organicos fracos como o acido sorbico, o benzoico e
0 acético no meio. Estes inibem a resposta ao estresse e aumentam a frequéncia de
mutacdes que causam deficiéncia no metabolismo respiratorio de Saccharomyces
cerevisiae (CHENG et al., 1999). Segundo PIPER et al., (2001) a diminuicdo da
termotolerancia das células de S. cerevisiae tratadas com &acidos organicos ocorre devido a
inibicdo da sintese das HSPs.

No ambito da fermentagéo alcoodlica, o &cido acético e o acido latico despertam um
particular interesse, uma vez que ambos séo inibidores do crescimento da levedura. O &cido
latico é produzido por bactérias laticas contaminantes do processo e o acido acético €
sintetizado em pequenas quantidades pela levedura, porém concentragdes toxicas advém de
bactérias laticas e/ou acéticas (GRAVES et al., 2006).

O efeito do é&cido acético sobre a fermentacdo e sobre o pH intracelular é
potencializado pelo etanol (PAMPULHA & LOUREIRO-DIAS, 1989), e o efeito inibitdrio
tanto do acido acético quanto do acido latico torna-se maior quanto menor for o pH do
meio, devido a maior concentracdo da forma ndo dissociada dos mesmos (GRAVES et al.,
2006).

Além dos efeitos no crescimento da levedura, o pH é importante no controle da
contaminacdo bacteriana, a qual € um agente estressante que acarreta perdas significativas
no rendimento fermentativo. Por isso a necessidade de se optar entre dois fatores
estressantes, como no caso do tratamento &cido, que estressa a levedura, mas acaba sendo
benéfico pois controla a contaminacéo.

Embora a lavagem &cida utilizada na industria alcooleira seja um fator de estresse,
ainda ndo esta claro como os acidos inorganicos afetam a viabilidade das células de
levedura (BROSNAN et al., 2000).
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3.3.3. Etanol

Durante a fermentacdo alcodlica industrial, 0 aumento da concentracdo de etanol
reduz a velocidade especifica de crescimento, a velocidade especifica de producdo de
etanol e a viabilidade de células de leveduras (ZUZUARREGUI & OLMO, 2004). Altas
concentracdes de etanol, acima de 10% (v/v), constituem fator limitante nas fermentacGes
industriais por S. cerevisiae, diminuindo a producdo de CO2 mesmo em meio rico em
glicose (CARLSEN, 1991).

Por esse motivo, a tolerancia a altas concentragdes de etanol é atualmente uma das
caracteristicas mais requeridas para uma linhagem industrial produtora de alcool
combustivel. Essa caracteristica esta presente em algumas linhagens de S cerevisiae e
permite que este microrganismo seja dominante em processos de fermentacdes naturais e
industriais.

ALEXANDRE et al. (2001), investigaram o perfil de expressdo génica de uma
linhagem laboratorial de S. cerevisiae em resposta ao etanol, utilizando microchips de DNA
(DNA microarrays). Do total de genes codificados no genoma da levedura, 3,1% dos genes
foram superexpressos e 3,2% foram regulados negativamente apds 30 minutos de estresse
por etanol (7% v/v). Dos genes superexpressos em resposta ao etanol, 49% pertencem a
resposta ao estresse ambiental e 14% pertencem a familia dos genes de estresse. Os genes
induzidos por etanol previamente identificados, em sua maioria, foram genes envolvidos
também na homeostase idnica, protecdo contra o calor, sintese de trealose e de defesa
antioxidante.

Em estudo realizado por SWINNEN et al.,, (2012), onde foi analisado o
sequenciamento do genoma de segregantes provenientes de um cruzamento entre uma
linhagem de levedura industrial (altamente tolerante ao etanol) e uma linhagem laboratorial
(de menor tolerancia), com o objetivo de mapear todos os loci de caracteristicas
quantitativas (QTL) que determinam a alta tolerancia ao etanol, foram identificados, pela
primeira vez, trés genes que estdo diretamente ligados a esta caracteristica, como 0 MKT1,
0 SWS2 e 0 APJ1, sendo o SWS2 um alelo negativo localizado entre dois alelos positivos.
SWS2 e APJ1 apresentaram polimorfismos significativos apenas fora da ORF e uma menor

expressdo de APJ1 foi relacionada a tolerancia superior de etanol.
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TEIXEIRA et al., (2009), selecionaram mutantes com susceptibilidade diferencial ao
estresse induzido por altas concentracGes de etanol em meio de crescimento minimo.
Foram identificados mais de 250 fatores genéticos determinantes da resisténcia ao etanol,
onde a maioria sdo aqueles associados a organizacgdo intracelular, biogénese e transportes,
em especial, em relacdo ao vacuolo, o peroxissomo, 0 endossomo, e ao citoesqueleto, e 0s
que estdo associados com a maquinaria transcricional.

Com base nos resultados de analise de todo o genoma, foi destacado e investigado,
em particular, o papel do gene FPS1, que codifica uma aquaglyceroporin da membrana
plasmética que media o efluxo controlado de glicerol na resisténcia ao estresse por etanol.
A expressdo de FPS1 contribui para a diminuigdo do acumulo de etanol em células de
levedura, o que sugere que Fpslp também podem desempenhar um papel na manutencéo
do nivel intracelular de etanol durante a fermentacdo ativa. O aumento da expressdo de
FPS1 confirmou o papel importante deste gene na fermentacdo alcodlica, levando a um
aumento da concentracdo final de etanol, sob condi¢bes que conduzem a producéo elevada
de etanol (TEIXEIRA et al., 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Microrganismos utilizados

Foram utilizadas quatro linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae para 0
desenvolvimento deste trabalho:

- MA-1 (MATa/a. LEU2-3 ADE2 ADE3 URA3 TRP1 HIS3 LYS): isolada a partir da
dorna de fermentacdo de uma destilaria brasileira do estado de Sdo Paulo e cedida
gentilmente para estudo para o Laboratorio de Micologia da Profa. Dra. Ana Marisa Fusco
Almeida, do Departamento de Analises Clinicas FCFAR/UNESP.

- PE-2, CAT-1 e SA-1: linhagens isoladas de usinas de producdo de etanol pela
empresa Fermentec e amplamente utilizadas por usinas do setor sucro-energético (BASSO
et al., 2008), também obtidas da colecdo do mesmo Laboratorio.

Ressalta-se que a linhagem MA-1 foi escolhida para estudo por apresentar
capacidade de permanéncia no processo e resisténcia aos estresses causados pelas
condicdes existentes em unidades industriais de producdo de etanol. As linhagens PE-2,

CAT-1 e SA-1 foram utilizadas como controle.

3.1.2. Meios de cultura e tampdes

A composicdo e o preparo dos meios de cultura e solucdes utilizados no experimento
seguiram procedimentos padrdes (GUTHRIE & FINK, 1991; SAMBROOK et al., 1989;).

Para manutencéo e cultivo das linhagens de leveduras foram utilizados os meios de
cultivo YEPD (Yeast Extrat — Peptone — Dextrose) liquido (extrato de levedura — 1%,
peptona — 1% e dextrose — 2%) e sélido (extrato de levedura — 1%, peptona — 1%, dextrose
— 2%, e agua destilada, agar — 1,5%).

Para a esporulagdo, foi utilizado o meio S-SPO liquido (extrato de levedura 2,5 g/L;
acetato de potassio 15 g/L; adenina, uracil e tirosina 0,04 g/L; histidina, leucina, lisina,

triptofano, metionina e arginina 0,02 g/L; fenilalanina 0,1 g/L e treonina 0,35 g/L).
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Para o teste de tolerdncia ao etanol foi utilizado o meio YEPD conforme citado
acima, porém com diferentes concentragdes de etanol.

Para o teste de tolerancia ao baixo pH foi utilizado o meio YEPD conforme citado
acima, porém o pH foi ajustado com diferentes concentracdes de HCI.

Para o teste de tolerancia ao etanol e baixo pH simultaneamente foi utilizado o meio
YEPD conforme citado acima, com diferentes concentracdes de etanol e o pH ajustado
com HCI.

Para 0 ensaio do desempenho fermentativo foi utilizado o mosto preparado através de
caldo de cana diluido. O caldo de cana foi previamente fervido e filtrado para retirada de
solidos insoluveis e em seguida diluido com agua destilada ate uma concentragéo final de
19% de ART. Depois foram autoclavados a 121°C durante 15 minutos, resfriados a
temperatura ambiente e congelados a -18°C até 0 momento do uso.

Para a extracdo do DNA genémico foram utilizados os tampdes de extracdo Tris —
EDTA pH 8,0 (Tris 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0) e o tampédo TBE 1x (90 mM
Tris-Cl, 90 mM é&cido borico, 2 mM EDTA).

No ensaio de dosagem de etanol foi utilizado o tampéo pirofosfato (pirofosfato de
sodio 0,13 M, semicarbazida 0,079 M e glicina 0,024 M, pH 8,8).

Na extracdo do RNA utilizou-se o tampao de lise (1 M sorbitol, 0,1 M EDTA pH 7,4,
0,1% de B-mercapto etanol, 10% zimoliase) e os tampdes RLT e RW1 provenientes do Kit

utilizado para extracao.

3.2. METODOS

A manutencéo e o cultivo das linhagens de levedura, a composicdo e o preparo dos
meios de cultura e solucBes e as técnicas basicas utilizadas neste trabalho seguiram

procedimentos padrdes (GUTHRIE e FINK, 1991; AUSUBEL et al. 2005; AMBERG et al.
2005).
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3.2.1. Identificagao das leveduras coletadas como Saccharomyces cerevisiae

A levedura estudada (MA-1) e a PE-2, CAT-1 e SA-1, foram identificadas como
Saccharomyces cerevisiae pelo método de PCR utilizando primers especificos, segundo a
metodologia descrita por MELO PEREIRA et al., (2010).

3.2.1.1. Extracao de DNA gendmico

Uma colonia de cada linhagem de levedura foi inoculada em 10 mL de meio
adequado e incubada a 30°C sob agitacdo durante toda noite. As culturas foram
centrifugadas a 5.000 xg, a temperatura de 4°C durante 5 minutos e lavadas com agua
estéril gelada. Esse processo foi realizado por 2 vezes consecutivas. As células foram
ressuspensas em 200 uL de tampdo de extragdo, transferidas para microtubos estéreis,
adicionados 1 g de pérolas de vidro e 200 pL de solugdo fenol-cloroférmio (1:1).

Os tubos foram agitados vigorosamente em vortex durante 2 minutos e foram
acrescentados 200 pL de tampdo Tris — EDTA pH 8,0 seguido de cuidadosa
homogeneizacdo por inversdo de 6 a 10 vezes e centrifugacdo a 13.000 xg durante 5
minutos. A fase aquosa foi separada, recolhida em novo microtubo estéril, acrescentando
400 pL de cloroformio, homogeneizado por inversdo e repetido o processo de
centrifugacao anterior. Em um novo microtubo, foi recolhida a fase aquosa, acrescentando
1 mL de etanol absoluto por inversdo e centrifugado a 13.000 xg durante 2 minutos. O
sobrenadante foi removido e o sedimento formado lavado com 1 mL de etanol 70% (v/v) e
centrifugado a 13.000 xg durante 2 minutos. O sobrenadante foi separado e o tubo com
sedimento colocado em estufa a 37°C até secagem completa do material. Apds secagem, o
DNA foi ressuspenso em 400 puL de solucdo tampao Tris - EDTA pH 8,0 contendo uma
concentra¢do final de 2 pg/mL de RnaseA e incubado a 37°C durante 30 minutos. Esse
processo foi repetido desde a etapa da adi¢do do cloroférmio até a secagem completa do
DNA. O DNA foi ressuspenso em 50 pL de solug¢do tampao Tris — EDTA pH 8,0 e mantido
a4°C.

Para a verificacdo da extracdo, foi feito um gel de agarose analitico em uma

concentracédo de 1,5%, com diluicdo em tamp&o TBE 1x, corados com gel red.
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3.2.1.2. Condicdes da PCR

A PCR foi realizada da seguinte forma: 12,5 uL. de Mix GoTaq® Green Master (10 x)
(Promega), 2 uLL de DNA diluido para 10 ng/uL-1 ¢ 0,5 ng/ul.-1 de cada primer, para um
volume final de 25 pL. As seqiiéncias e a localizagdo dos primers na regido alvo estéo

descritas na Tabela 1 e o programa de amplificagcdo na Tabela 2.

Tabela 1. Primers utilizados nas reagdes de PCR para amplificagéo do gene HO.

Primer Gene Seqiiéncia (5’ [I 3%) Orientacéo
Gene HO/
ScHO cromossomo 1V GTTAGATCCCAGGCGTAGAACAG Forward
Gene HO/
cromossomo IV GCGAGTACTGGACCAAATCTTATG Reverse

Tabela 2. Programa utilizado no termociclador para amplificacdo do gene HO.

Fase Temperatura Tempo Etapa
1 94°C 2 minutos Desnaturacdo inicial
2* 94°C 30 segundos Desnaturacéo
3* 61°C 30 segundos Anelamento
4* 72°C 7 minutos Extenséo final
5 4°C Indefinido Manter as amostras

*Fases repetidas por 35 ciclos

3.2.2. Armazenamento das linhagens de levedura

As linhagens selecionadas foram armazenadas em placas com YEPD sélido e
nitrogénio liquido para posterior utilizacéo.

As placas foram preparadas com meio YEPD solido esterilizado previamente, onde
em seguida, as leveduras foram inoculadas e incubadas a 30°C por 48 horas, e

posteriormente armazenadas em geladeira.
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Para congelamento em nitrogénio liquido, preparou-se uma solucdo de 20% de
glicerol (v/v) e em cada microtubo acrescentou-se a solucdo de glicerol e material celular
centrifugado. Em seguida, o microtubo foi colocado em nitrogénio liquido e armazenado
em freezer a - 80°C.

Antes da realizacdo de qualquer teste, as leveduras foram reativadas em placas com
YEPD sdlido e incubadas a 30°C por 48 horas.

3.2.3. Esporulacgéo da levedura, disseccao e caracterizacao de tétrades

3.2.3.1. Esporulagéo da levedura coletada

A levedura MA-1 foi cultivada em meio S-SPO liquido (extrato de levedura 2,5 g/L;
acetato de potassio 15 g/L; adenina, uracil e tirosina 0,04 g/L; histidina, leucina, lisina,
triptofano, metionina e arginina 0,02 g/L; fenilalanina 0,1 g/L e treonina 0,35 g/L) a 25°C,

sob agitacdo até a formacao de ascos.

3.2.3.2. Dissecgao e caracterizacao de tétrades

Foram centrifugados momentaneamente 200 pL da cultura submetida a esporulagéo.
Apo0s a remogdo do sobrenadante, as células foram suspensas em 100 uL de sorbitol 20%.
Entdo, foram adicionados 3 pL de zimoliase (10 mg/mL) e a reacdo incubada a temperatura
ambiente por 15 minutos. Foi adicionado 1 mL de sorbitol 20% e as células foram mantidas
em gelo até a disseccdo. Os ascos foram dissecados em microscépio de dissecgdo,
utilizando placa de meio YEPD, a qual foi incubada a 25°C até a obtencdo de coldnias. O
genotipo das células hapldides obtidas foi caracterizado utilizando-se diferentes meios de
cultura seletivos.

Em seguida, essas células foram selecionadas segundo o fenétipo de sensibilidade a

temperatura e diferentes concentracOes de etanol.
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3.2.4. Selecdo dos segregantes obtidos a partir do fenotipo de resisténcia ao
estresse fermentativo, como altas temperaturas, altas concentragdes de etanol, baixo

pH e floculacéo.

3.2.4.1. Analise do fendtipo de sensibilidade a temperatura e diferentes
concentracdes de etanol

As células de levedura foram selecionadas quanto ao fenétipo de sensibilidade a
temperatura e etanol. Para isto, as leveduras foram crescidas a 25°C em 10 mL de meio
seletivo até aproximadamente 1-2x10" células/mL. Apds centrifugacdo a 3.000 xg por 1
minuto e remocdo do meio de cultura, as células foram suspensas na concentracdo de
2,5x108 células/mL. Em seguida 200 pL da suspensdo foram transferidos para um pogo de
microplaca.

A suspensdo foi diluida seriadamente (1:10) em meio liquido apropriado. Utilizando
um pipetador multicanal, 4 pL. da suspensdo original e das diluigdes foram aplicados nos
meios de cultura de interesse normais ou contendo diferentes concentracdes de etanol para
posterior incubacdo a 25°C ou nas temperaturas desejadas, até a observacdo de crescimento

em todas as diluicdes para a selecdo das mais resistentes.
3.2.4.2. Teste de tolerancia a alta temperatura

Para avaliar a tolerdncia a altas temperaturas, as leveduras selecionadas no item
3.2.4.1 foram inoculadas com uma densidade celular inicial de 2x10° célula/mL e
incubadas a 25°C por 24 horas. Em seguida, as amostras foram retiradas, diluidas,
plaqueadas em meio YEPD sélido e incubadas em diferentes temperaturas (25°C controle,
40°C, 41°C e 42°C durante trés dias).

A viabilidade celular foi expressa pela porcentagem de unidades formadoras de

coldnias de cada tratamento em compara¢do ao controle.

3.2.4.3. Teste de tolerancia ao etanol
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Para avaliar a tolerancia ao etanol, as leveduras selecionadas no item 3.2.4.2 foram
cultivadas em meio YEPD liquido elaborado com diferentes concentragdes de etanol
absoluto (0% controle, 5%, 7%, 8%, 10% e 12% v/v). As leveduras foram inoculadas com
uma densidade celular inicial de 2 x 10° célula/mL e entdo incubadas a 25°C por 48 horas,
sob agitacéo de 80 rpm.

A viabilidade celular foi determinada as 0, 8, 24 e 48 horas do periodo de incubacgéo
sob as condicdes de estresse etandlico. Apds coloracdo com azul de metileno as células
vivas e mortas das leveduras foram contadas em microscopio 6tico (Olympus BH), usando
camara de Neubauer (OLIVEIRA et al., 1996).

3.2.4.4. Teste de tolerancia a alta temperatura e etanol

As culturas de leveduras foram submetidas aos dois estresses (itens 3.2.4.2 e 3.2.4.3)
concomitantemente, ou seja, elevacdo da temperatura e concentracdo de etanol do meio de
cultivo para 37°C e 10% (v/v) respectivamente, com incubacdo por 48 horas, sob agitacdo
de 80 rpm.

A viabilidade celular foi determinada as 0, 8h, 24 e 48 horas do periodo de incubacéo
sob as condicdes de estresse. ApoOs coloracdo com azul de metileno as células vivas e
mortas das leveduras serdo contadas em microscopio 6tico (Olympus BH), usando camara
de Neubauer (OLIVEIRA et al., 1996).

3.2.4.5. Teste de tolerancia ao pH

Para avaliar a capacidade das células de levedura de crescerem ao baixo pH, as
celulas de levedura selecionadas no item 3.2.8 foram inoculadas com uma densidade
celular inicial de 2 x 10° célula/mL e incubadas a 25°C por 24 horas. Em seguida, as
amostras foram retiradas, diluidas, plagueadas em meio YEPD ajustado para 0s seguintes
valores de pH: 5,5; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5; 2,0; 1,5 e 1,0, com solucdo de acido

cloridrico 6N ou solucdo de hidréxido de sddio 1N.

3.2.4.6. Teste de floculacao
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O ensaio de floculagéo foi realizado de acordo com metodologia descrita por WANG
et al., (2008), onde a floculacdo (sedimentagdo) das células foi determinada na auséncia ou
presenca de solucdo de cloreto de calcio a 10 mM. Apds uma agitacdo vigorosa dos tubos,
amostras foram retiradas da parte superior do tubo para determinacdo da D.O.goonm NO
tempo 0 e ap6s 10 minutos da suspensdo ter sido colocada em repouso. A porcentagem da
floculagéo foi calculada da seguinte forma:

Floculagéo (%) = (Ao.—Aio) X 100
Ao

Onde:
Ao: Absorbancia medida no tempo 0

Aio: Absorbancia medida ap6s 10 minutos

3.2.5. Estudo dos efeitos significativos entre temperatura, pH e concentracao de

etanol na viabilidade celular através da metodologia de superficie de resposta

As linhagens MA-12 e MA-135 (segregantes selecionadas nos testes de resisténcia
anteriores) foram crescidas em meio liquido e temperaturas apropriados sob agitacédo
constante por uma noite. No dia seguinte as células foram diluidas para uma D.O.so0nm 0,1.
A partir desse momento, as linhagens foram colocadas em diferentes combinagdes de
temperatura, pH e concentracdo de etanol e foram monitoradas através da D.O.s00nm,
contagem celular em camara de Neubauer e viabilidade celular com corante azul de
metileno a cada 2 horas num periodo de 6 horas.

Em seguida, foram otimizados os parametros temperatura (T), pH (pH) e
concentracdo de etanol (E) na viabilidade celular (\VC) através de um planejamento fatorial
3° com duas repeticdes, utilizando-se 3 variaveis independes (T, pH e E) apresentando 3
niveis cada um e uma variavel dependente (VC). A temperatura variou entre 25°C, 32°C e
40°C, o pH entre 2,0, 4,0 e 6,0 e a concentragdo de etanol entre 0%, 5% e 10%. O
estabelecimento dessas variagdes foi baseado nos resultados obtidos previamente.

A partir das superficies de resposta obtidas foram determinadas as interagbes com

efeitos significativos e as condicbes maximas de temperatura, pH e etanol em que a
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viabilidade celular se manteve maximizada. Calcularam-se os efeitos linear e quadréatico de
cada uma das variaveis independentes sob estudo, assim como suas interacfes na

viabilidade celular. A significancia foi avaliada por analise de variancia.

3.2.6. Ensaio fermentativo com reciclo de célula e tratamento do fermento

Foram utilizadas cinco linhagens de levedura para este ensaio, MA-12 e MA-135
(segregantes isolados nos testes de resisténcia anteriormente) e PE-2, SA-1 e CAT-1
(padrbes usadas em algumas destilarias).

Os testes foram conduzidos com culturas puras e mistas das leveduras (sendo 33,33%
(v/v) de cada linhagem nas culturas mistas) em biorreator com condi¢des controladas,
contendo mosto preparado para esta finalidade. Foram realizados 4 ciclos fermentativos de
8 horas cada um, realizando um tratamento &cido do fermento a cada reciclo.

As culturas foram pré-inoculadas em meio definido de crescimento YEPD e
incubadas por 16 horas a 30°C sob agitacdo a 150 rpm. Em seguida foram transferidas para
um frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio definido de crescimento
acrescido de 5% de sacarose e incubadas por 24 horas a 30°C sob agitacdo. E assim
sucessivamente até atingir a quantidade de células adequada para cada ensaio.

Ao final da incubacdo, as culturas foram levadas a camara fria por 2 horas para a
sedimentacdo das células. Logo apds, foram centrifugadas a 5.000 xg durante 15 minutos a
4° C e ressuspendidas em agua destilada estéril. As fermentacdes foram realizadas no
biorreator onde foram adicionados 1,75 L de mosto de caldo de cana preparado (pH 4,0 e
19°Brix) e 750 mL de creme de leveduras a 30% (m/v) totalizando um volume de 2,5 L,
que foram conduzidos durante 8 horas a temperatura de 32°C, com agitacdo de 120 rpm e
condi¢Oes controladas de aeracdo durante cada ciclo.

A cada 4 horas foram coletadas amostras e realizadas leituras para verificar a
atenuacdo de sdlidos totais (ART) em °Brix utilizando um refratdmetro de campo, leitura
da biomassa e viabilidade celular. Ao final da fermentacdo, as amostras foram
centrifugadas a 5.000 xg por cinco minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para tubos
com roscas e mantidos a 4 °C para posterior determinagdo do teor alcodlico (g/100 mL) e

acucares redutores.
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3.2.6.1. Determinagéo do °Brix

A determinagéo do °Brix foi realizada utilizando-se o refratdbmetro, no tempo zero e

apods 8 horas de fermentacéo.

3.2.6.2 Crescimento celular (determinacéo da biomassa)

Para determinacdo da biomassa, foi coletado 1,0 mL do meio fermentado de
fermentacdo e centrifugado a 600 xg durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado transferido para um baldo volumétrico de 25 mL com &gua destilada, onde o
volume foi aferido com &gua destilada. Ap6s homogeneizacao, a biomassa foi determinada

por D.O.570nm cOmM 0 auxilio da curva padrdo de peso seco, previamente estabelecida.

3.2.6.3. Determinacéo da viabilidade celular

Para determinacdo da viabilidade celular as células de levedura foram coradas com
azul de metileno e tanto as células viaveis quanto as ndo viaveis foram contadas em
microscopio otico (Olympus BH), usando camara de Neubauer (OLIVEIRA et al., 1996).

Os resultados foram expressos em porcentagem de células vivas pelo total de células,

de acordo com a formula abaixo:

Viabilidade celular (%) = _Células vivas x 100

Total de células

3.2.6.4. Determinacéo de acgucares totais

A determinacdo do teor de agUcares totais foi realizada no inicio e apds 8 horas de
fermentacgdo através da metodologia descrita e modificada por MILLER, (1959).
O presente método baseia-se na reducdo do acido 3,5-dinitrossalicilico a acido 3-

amino-5-nitrossalicilico (DNS) ao mesmo tempo em que o grupo aldeido do agucar redutor
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é oxidado a &cido carboxilico, com desenvolvimento de coloragdo avermelhada (SILVA, et
al., 2003).

3.2.6.4.1. Preparo do reagente de DNS

Em um baldo volumétrico de 500 mL contendo aproximadamente 300 mL de agua
deionizada, foram dissolvidos 5 g de hidréxido de sodio, 96 g de tartarato duplo de sodio e
potassio e 5 g de acido dinitrossalicilico, todos adicionados lentamente. Apds a dissolucéo
total dos reagentes, o baldo volumétrico foi preenchido até o menisco com agua deionizada.

A solucéo foi estocada em frasco ambar a temperatura ambiente e na auséncia de luz.

3.2.6.4.2. Preparo do padrao

A solucéo padrao foi preparada a partir da adicdo de 1 g de glicose em 50 mL de agua
deionizada. Em seguida essa solucdo foi diluida sucessivamente nas concentracdes de 0,0
gL* 1,0 x 10t g.L* 2,0 x 10  g.L?, 50x 10" g.L?, 1,09.L7, 1,5g.L™, 2,09.L™ para

realizacdo da curva analitica.

3.2.6.4.3. Preparo das amostras

O método DNS quantifica apenas os agucares redutores, por isso foi necessario
hidrolisar os acucares ndo redutores das amostras para que os agUcares totais presentes
fossem quantificados.

Para a hidrdlise &cida, aliquotas de 1 mL das amostras foram colocadas em frascos de
10 mL e posteriormente adicionados 20 pL de acido cloridrico concentrado (37%). Os
frascos foram incubados a 70°C em banho-maria durante 20 minutos. Em seguida, as
amostras foram resfriadas em banho de gelo e adicionados 30 pL de solugdo de hidroxido
de sédio a 5 mol-1.

No mesmo frasco em que se realizou a hidrolise, foram adicionados 2 mL do reagente
de DNS as amostras, que foram mantidas a aproximadamente 100°C em banho-maria
durante 15 minutos para se processar a rea¢cdo. Em seguida as amostras foram resfriadas em

banho de gelo até atingirem a temperatura ambiente.
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3.2.6.4.4. Quantificacdo de acucares nas amostras

A leitura de absorbancia das amostras foi efetuada em espectrofotdometro ajustado
para 0 comprimento de onda de 540 nm. A quantificacdo dos aglcares das amostras,
realizada em duplicata, foi feita por comparagdo com uma curva analitica (concentracdo de
glicose versus absorbancia em 540 nm).

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram estatisticamente estimados a partir das
equacdes Ae B (INMETRO, 2003).

Abs_p. = Absy + 3s (A)

Abs q. = Absy + 10s (B)

Onde:

Abs,_p = Absorbancia do analito cuja concentracéo € igual ao limite de detec¢édo
Abs; o = Absorbancia do analito cuja concentragdo € igual ao limite de quantificagdo
Absy, = Absorbancia do branco

s = Desvio padrdo da curva analitica

3.2.6.5. Determinacéo do teor alcodlico

A determinacdo de etanol nas amostras foi realizada segundo a metodologia descrita
por GATTAS et al. (2002) com algumas modificacdes. O método desenvolvido baseia-se
na utilizacdo da enzima alcool desidrogenase de levedura de panificacdo para converter
alcool etilico a acetaldeido e NADH, através de reacdo de o0xido-reducdo, tendo o NAD+
como aceptor de elétrons. Neste estudo o método foi adaptado para a utilizacdo da enzima
comercial alcool desidrogenase de Saccharomyces cerevisiae - ADH (Sigma A7011).

Inicialmente foi realizado um ensaio da atividade da ADH, conforme descrito por
RACKER (1955), baseada na conversdo enzimatica do etanol a acetaldeido através de

reacdo de Oxido-reducdo, tendo o NAD" (R-Nicotinamide adenine dinucleotide) como
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aceptor de elétrons. A atividade da enzima frente ao etanol foi feita pela diferenca da
absorbancia a 340 nm, por minuto, entre o ensaio e o controle correspondente.

Em seguida, foi realizada uma curva analitica (concentracdo de etanol versus
absorbancia em 340 nm) com o objetivo de detectar a linearidade do método através dos
limites de deteccdo e quantificacdo que foram estatisticamente estimados a partir das
equacOes C e D (INMETRO, 2003), para entdo serem realizadas as dosagens nas amostras.

Abs. p. = Absy + 3s ©)

Abs_q. = Absp, + 10s (D)

Onde:

Abs,_p = Absorbancia do analito cuja concentracéo € igual ao limite de detec¢éo
Abs o = Absorbancia do analito cuja concentracéo é igual ao limite de quantificagdo
Absy, = Absorbancia do branco

s = Desvio padrdo da curva analitica

3.2.6.5.1. Dosagem de etanol nas amostras

A reacdo ocorreu a pH 8,8 com o equilibrio deslocado para a formacéo do acetaldeido
pela reacdo do mesmo com semicarbazida. O Tubo P onde ocorreu a reacdo enzimatica
completa foi preparado da seguinte forma: 0,1 mL de NAD™ 0,03 M; 0,04 mL da amostra
diluida 200 vezes; 3 mL de solucdo tampéo pirofosfato; 0,1 mL de volume da preparacéo
enzimatica purificada (0,35 U em 0,1mL) para um volume final de 3,24 mL.

Uma curva padrdo para a dosagem do etanol foi construida utilizando solucdes de
etanol em diferentes concentragdes. O Tubo P diferiu do Tubo R por conter solucdo padréo
do etanol (concentracio final no Tubo R ao redor de 6,9 x 10° g. L™) no lugar da amostra,
sendo que o Tubo B, foi preparado para conter 4&gua no lugar da amostra (controle da
preparacdo enzimatica).

A reacdo enzimética foi iniciada no tempo zero com a adicdo da preparacdo

enzimatica e a rea¢do ocorreu por 15 minutos a temperatura ambiente. As diferencas entre
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as absorbancias (D.O.34 nm) das solucbes dos tubos R e Bre (Ar — Asre), bem como, a
diferenca entre 0 Tubo P e o tubo B.e (Ap - Agre) foram obtidas e utilizadas na

determinag&o da concentracéo do etanol utilizando-se a seguinte equagéo:

C /L= (Ar—=Agre) XV xdil. X 1 X ¢ X PM (etanon
(AP 'ABr-E) v

Onde:

C = concentragdo do etanol em g/L;

(Ar — Agre) = Abs. amostra — Abs. branco;
(Ap - Agr-¢) = Abs. padrdo — Abs. branco;
V = volume da reacdo (mL);

dil. = diluicdo da amostra;

v = volume da amostra (mL);

¢ = concentracdo do padrdo na cubeta (M);

PM = massa molecular do etanol

3.2.6.6. Calculo da eficiéncia fermentativa

Para calcular a eficiéncia fermentativa foi utilizada uma férmula baseada no célculo
estequiométrico tedrico de Gay-Lussac (51,11 g de etanol/100 g de glicose) descrita

abaixo:

Eficiéncia fermentativa (%) = Etanol/ (ART inicial — ART final) x 100
0,511

Foram utilizados os dados de etanol, ART inicial e final em g/100 mL de cada ciclo

de fermentacéo.

3.2.7. Andlise da expressao génica quantitativa por PCR em tempo real

Para este ensaio foram utilizadas amostras de cDNA obtidas a partir das linhagens de

levedura MA-12 (resistente) e MA-139 (sensivel) selecionadas anteriormente, em 3
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diferentes condigdes: estresse por etanol (meio de cultura YEPD contendo 10% de etanol,
pH 4,5 e temperatura de 30°C), estresse por etanol, pH e temperatura (meio de cultura
YEPD contendo 10% de etanol, pH 2,0 e temperatura de 37°C) e controle (meio de cultura
YEPD sem etanol, com pH 4,5 e temperatura de 30°C), durante 2 horas. Assim, a
metodologia de PCR em tempo real foi utilizada para determinar os niveis de mRNA
produzidos para os genes APJ1, FPS1, MKT1, SWS2 e HSP12 normalizados para 0s genes
de referéncia (controle endogeno) ACT1, GCN4 e PGK1, usando oligonucleotideos

iniciadores especificos.

3.2.7.1. Extracdo e preparo de RNA total de levedura

As linhagens desejadas foram crescidas em meio liquido e temperatura apropriados
sob agitacdo constante por uma noite. No dia seguinte, as células foram diluidas para uma
D.0.600nm 0,1 € submetidas a trés situacOes diferentes: estresse por etanol (meio de cultura
YEPD contendo 10% de etanol, pH 4,5 e temperatura de 30°C), estresse por etanol, pH e
temperatura (meio de cultura YEPD contendo 10% de etanol, pH 2,0 e temperatura de
37°C) e controle (meio de cultura YEPD sem etanol, com pH 4,5 e temperatura de 30°C),
durante 2 horas.

Em seguida, aliquotas das culturas foram coletadas por centrifugacdo a 3.000 xg por
5 minutos a temperatura de 4°C para extracdo de RNA total. A extracdo de RNA para o
ensaio de PCR em Tempo Real, foi feito com RNeasy Mini Kit (QIAGEN).

Para isso, os pellets celulares foram ressuspensos em 4 mL de tampdo de lise e
incubados por 30 minutos a temperatura de 30°C sob leve agitacdo. Os tubos foram
centrifugadas por 5 minutos a 3.000 xg e o sobrenadante removido cuidadosamente com o
pipetador. Foram adicionados 350 L de tampdo RLT (kit) e agitados vigorosamente em
vortex. Procedeu-se a nova centrifugacdo por 2 minutos e o sobrenadante foi recolhido.
Depois de adicionar 350 pL de solugdo de etanol a 70% (v/v), as amostras foram
transferidas para coluna de purificagdo e centrifugadas por 15 segundos a 10.000 xg para
posterior descarte do flow-throw.

Foram adicionados 700 pL do tampdao RWI1 (kit) e novamente as amostras foram
centrifugadas por 15 segundos a 10.000 xg e o flow-throw descartado. Em seguida, foram

adicionados 500 pL do tampdo RPE (kit) e centrifugados por 2 minutos a 10.000 xg e 0
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flow-throw descartado. Para finalizar, as colunas foram colocadas em um microtubo novo e
foram adicionados 30 pL de agua tratada com DEPC (200 mL agua Mili-Q estéril, 200 mL
DEPC) na membrana e centrifugadas por 1 minuto a 10.000 xg.

Os RNAs extraidos das amostras foram quantificados através da leitura em
espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda 260/280 nm. O grau de pureza da amostra foi
verificado através da relacdo entre 260 e 280 nm, sendo considerada uma boa extracao
aquela que apresentou valores de razéo entre 1,6 e 1,9.

Em seguida, os RNAs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
contendo formaldeido 2,2 M e NBC 1x. Para a aplicacdo no gel, as amostras de RNA
foram desnaturadas a 65°C por 10 minutos e adicionadas a um tubo contendo tampdo de
amostra para RNA (MOPS 20 mM pH 7.0; EDTA 0,1 M) e brometo de etidio. Apos 3 horas
de corrida a 70 V, o gel foi fotografado sob luz ultravioleta para posterior analise.

Apos constatacdo da qualidade e pureza do RNA foi realizado o tratamento do RNA
total com rDNase para evitar possiveis contaminacdes. Para cada 1 ug de RNA total
adicionou-se 1 unidade de rDNase I (DNAse recombinante bovina Usb, USA), 1 uL de
tampao 10x rDNase e dgua DEPC q.s.p. Para 9 uL e a reacdo foi incubada a temperatura
ambiente por 15 minutos. Apds o tempo de incubagdo, foi adicionado 1 uL da solucdo de
inativagdo da enzima para cada 1 pg de RNA total e incubou-se por 10 minutos a 65°C.
Para avaliar a qualidade do RNA apos tratamento com DNase I, 1 pg de RNA tratado foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1%. As amostras foram consideradas
adequadas quando as bandas de 28S e 18S se mostraram integras e nenhum traco de DNA

genémico foi detectado.

3.2.7.2. Sintese de cDNA atraveés da Transcricdo Reversa

A transcrigdo reversa do RNA em cDNA foi realizada com 5 pg de RNA utilizando-
se a enzima transcriptase reversa Super-script 1™ Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA).

Para este protocolo foi adicionado ao RNA 5 pL de oligodT (500 pg/mL), 2 pL de
dNTP (10 mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 5 puL de tampao de transcricdo 5x e por

ultimo 3 pL da enzima transcriptase reversa.
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A transcrigdo foi realizada em triplicata e para todas as amostras foi realizado um
controle negativo, onde foi adicionado 3 pL de agua DEPC no lugar da enzima
transcriptase reversa.

As amostras foram entdo colocadas em termociclador (MJ Research, Inc. Watertown,
MA, USA) a temperatura de 25°C por 10 minutos, seguidos de 37°C por 120 minutos e
85°C durante 5 minutos. Ao final da transcricdo o cDNA foi mantido a temperatura de -
20°C.

3.2.7.3. Desenho e padronizacéo dos primers e reacdo de PCR em tempo real
Os primers utilizados nas reacfes de PCR quantitativo em tempo real (qQRT-PCR)

foram desenhados, sintetizados e padronizados quanto a sua concentracdo de uso e

verificados quanto a sua especifidade e eficiéncia, como mostrado no esquema abaixo:

Desenho dos primers
Sequéncias
Forward (F) e Reverse (R)

90+centraqéo de uso

Sintese dos primers

Oligonucleotideos < Especificidade

(Invitrogen)

Eficiéncia

Ensaios de PCR quantitativo
em tempo real (QRT-PCR)

Todas as etapas citadas acima, que antecedem os ensaios de qRT-PCR sdo necessarias

e foram cuidadosamente seguidas, garantindo a qualidade dos resultados.
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Os primers foram desenhados com auxilio do programa Primer Express 2.0 (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA) para todos os genes selecionados, ou seja, para 0s genes
alvos e para os genes escolhidos como controles endégenos. Os tamanhos variaram de 19 a
21 pares de bases (pb), TM de 59-61°C (Tm, do inglés “melting point”) ¢ o conteudo de
GC de 50 a 60%. O tamanho dos produtos de amplificagdo gerados variou de 80 a 125 pb e
seu TM de 74-80°C.

A Tabela 3 demonstra a sequéncia e as caracteristicas dos primers utilizados neste

ensaio.

Tabela 3. Descricdo dos genes estudados, sequéncia dos primers utilizados e

caracteristicas do produto de amplificacéo.

Gene Oligonucleotideo Tam. Tm. Concentracao
(Sequéncias 5' » 3") Ampl Ampl inicial do primer
APJ1 F: TGCTACCCCCTCTTCTAATGG 107 pb 76°C 100 uM
R: ACAGATTGTTCACGCCACTG
FPS1 F: GACTGCTTTCCCGATTCAAG 81 pb 74°C 100 uM
R: GGCGGACCGTTATCTTTATG
MKT1 F: GAGGCTGGACACAATGGAAC 80 pb 75°C 100 uM
R: TGGCTCTTGGGGTTGAATAG
SWS2  F: GTTAGGGGCCAGCATACAAG 119 pb 76°C 100 uM
R: GACCAAAGGGACGGATTATG
HSP12 F:CGCAGGTAGAAAAGGATTCG  125pb 80°C 100 uM
R: GAACCTTACCAGCGACCTTG
ACT1  F:ATTGAGAGTTGCCCCAGAAG  118pb 76°C 100 uM
R: GAAGGCTGGAACGTTGAAAG
GCN4 F: GCGTTCGATTCCACTTTCTC 81 pb 75°C 100 uM
R: GCGGCTTCAGTGTTTCTAGC
PGK1 F: TCCCATTGGACGGTAAGAAG 93 pb 77°C 100 uM

R: CGTATCTTGGGTGGTGTTCC

*Tam. Ampl.: tamanho do produto de amplificagio em pares de base; Tm. Ampl.: temperatura do produto amplificado
em °C;

Posteriormente, foram realizadas as reacOes de otimizacdo, para escolher a melhor
concentracdo de oligonucleotideo iniciador a utilizar na analise de cada gene alvo e
controle endégeno (concentracdo minima de oligonucleotideos iniciadores possivel, sem
que haja alteracdo na eficiéncia de amplificacdo). As concentracbes testadas foram 0,25
uM, 0,40 uM, 0,50 uM e 0,70 uM. O sistema de deteccdo utilizado foi o sistema SYBRTM
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Green, baseado no fluorocromo SYBR, fazendo uso do kit Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). As reagOes de otimizacdo foram realizadas em
equipamento para PCR em tempo real ABI Prism® 7500 (Applied Biosystem), em
triplicatas para cada gene contendo 20 ng de cDNA, 10 uL de Master Mix SYBRTM Green
(Applied Biosystem) e os oligonucleotideos iniciadores, cujas concentragdes variaram
como descrito acima. As condicdes das reacdes foram 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15
segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C para extensdo. Ao final, acrescentou-se um passo de
dissociacdo que compreende duas etapas de 15 segundos 95°C, intercaladas por uma etapa
de 30 segundos a 60°C. A curva de dissociacdo tem como objetivo a verificacdo de
ocorréncia de primer dimer, produtos inespecificos e de contaminagdes.

Em seguida, foi iniciada a etapa de validacdo com a finalidade de analisar se a
eficiéncia de amplificacdo dos oligonucleotideos iniciadores € a mesma (90% - 110%) para
as diferentes concentracGes de amostra. Para tanto, foram realizadas diluicGes seriadas de
cDNA: 100 ng/uL, 10 ng/uL, 1 ng/uL, 0,1 ng/uL e 0,01 ng/uL. Essa etapa foi realizada
para cada gene utilizando a concentracédo de iniciadores otimizada anteriormente.

ApOs a padronizacdo das reacbes de PCR em tempo real utilizando os
oligonucleotideos especificos e confirmacdo da eficiéncia de amplificagdo, foram
realizadas as reacGes com testes em triplicada para cada amostra.

As reacdes de qRT-PCR foram realizadas em placas de 96 pocos, usando o reagente
“SYBR-Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e o
equipamento “Perkin-Elmer ABI PRISM 7500 Sequence Detection System” (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). A reacdo foi realizada em 40 ciclos de 15 segundos a
94°C e 1 minuto a 60°C.

Para a quantificagdo relativa foi estabelecido um valor de ARn, correspondente a
linha de corte (Threshold) para cada curva de amplificacdo de um dado par de primers. O
numero do ciclo que a ARn cruza o threshold corresponde ao Ct (Ct do inglés “cycle
threshold”) da amostra. O valor de Ct ¢ preditivo da quantidade de RNAm alvo presente na
amostra e quanto menor o seu valor, maior é a quantidade de RNAm presente na amostra.
O célculo da quantificagdo relativa foi feito pelo método de 2" descrito por LIVAK &
SCHMITTGEN (2001), utilizando como gene de referéncia (endégeno) PGK1. Amostras
das leveduras no meio sem estresse foram utilizadas como controle (calibrador) do ensaio,

ou seja, o valor de quantificacdo relativa (QR) de cada amostra foi calculado considerando
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o valor da média ACt do grupo controle. Foi considerado significante todo o valor de QR >
2 (genes regulados positivamente) ou QR < 0,5 (genes regulados negativamente) em
relacdo a amostra controle.
A formula utilizada para o calculo da quantificacdo relativa (QR) estad descrita
abaixo:
QR — 2AACt

Onde:
ACt = Ct alvo — Ct de referéncia
AACt = ACt amostra - ACt controle

3.2.8. Analise de dados

Em um primeiro momento, foram realizados experimentos com a finalidade de se
determinarem as melhores condicdes isoladas de crescimento das leveduras selecionadas,
testando diferentes temperaturas, pHs e concentracGes de etanol. Nesta fase, os dados
foram inseridos em gréaficos e tabelas através do programa Excel versao 2007.

Em seguida, foram otimizados os parametros temperatura (T), pH (pH) e
concentracdo de etanol (E) na viabilidade celular (VC) através de um planejamento fatorial
3* com duas repeticdes, utilizando-se 3 variaveis independes (T, pH e E) apresentando 3
niveis cada um e uma variavel dependente (VC). A temperatura variou de 25°C a 40°C, o
pH de 2,0 a 6,0 e a concentracdo de etanol de 0% a 10%. O estabelecimento dessas
variacOes foi baseado nos resultados obtidos previamente.

A partir das superficies de resposta obtidas foram determinadas as interacdes com
efeitos significativos e as condicGes maximas de temperatura, pH e etanol em que a
viabilidade celular se manteve maximizada. Calcularam-se os efeitos linear e quadratico de
cada uma das variaveis independentes sob estudo, assim como suas interacfes na
viabilidade celular. A significancia foi avaliada por analise de variancia.

Para o0 ensaio de fermentacdo, os resultados foram tabulados e analisados através de

analise de variancia (ANOVA) com comparacdo das medias entre si pelo Teste t a 5% de
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significancia. Os resultados dos experimentos foram analisados por meio do software
“Statistica TM”, versao 8 (Statsoft®, Tulsa, EUA).

No ensaio de expressdo génica por PCR em tempo real, a diferenca dos niveis de
cada gene analisado foi calculada utilizando o método de PFAFFL, (2001). Esse modelo
leva em consideracdo a eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores no calculo da expressao
relativa, permitindo a quantificacdo relativa da expressdo quando as eficiéncias de

amplificacdo dos iniciadores sdo diferentes entre si.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificagéo da levedura coletada como Saccharomyces cerevisiae

Sabe-se que no processo de producdo de alcool combustivel ocorre uma sucessao
intensiva de linhagens de Saccharomyces no mosto de fermentacdo e geralmente, o
fermento original € substituido por linhagens selvagens ou leveduras contaminantes de
outras espécies e ndo produtoras de etanol (SILVA-FILHO et al., 2005).

Entre as leveduras do grupo stricto sensu Saccharomyces, as espécies S. cerevisiae,
S bayomyces anus e S. pastorianus sdo as mais comumente encontradas em ambientes
antropicos devido as suas altas capacidades fermentativas (NAUMOV et al., 2000).

Tradicionalmente, a classificacdo e identificacdo de linhagens e espécies de
leveduras tém sido baseadas em caracteristicas morfoldgicas e habilidades fisiologicas,
sendo um processo laborioso e que consome tempo. Dadas as dificuldades deste processo,
técnicas moleculares utilizando a amplificacdo de fragmentos especificos de DNAs tém
sido utilizadas como métodos alternativos para identificacdo de leveduras (KURTZMAN E
ROBNETT, 1998).

No intuito de confirmar se a levedura isolada da dorna de fermentacdo pertence ao
género Saccharomyces cerevisiae foi realizada uma PCR com primers especificos da
regido HO (MELO PEREIRA et al., 2010).

Em Saccharomyces cerevisiae, o gene HO codifica uma endonuclease responsavel
pela troca da reacdo sexual, ou seja, pela troca de “mating type” da levedura, onde as
células MATa mudam para células MATa ou vice-versa (KODAMA et al., 2003). As
linhagens selvagens de Saccharomyces cerevisiae expressam HO, sendo portanto,
homotalicas.

A Figura 2 mostra a amplificacdo do gene HO da levedura cedida para estudo, a MA-
1, bem como as leveduras utilizadas como controle, PE-2, CAT-1 e SA-1 respectivamente.
A utilizacdo dos iniciadores SCHO produz uma amplificacdo de 400 pb na espécie S
cerevisiae. Ao se usar o iniciador Scho é possivel distinguir S. cerevisiae de outras espécies
de Saccharomyces pelo tamanho das bandas (MELO PEREIRA et al., 2010).

Buscando conhecer melhor as leveduras isoladas, foi realizada a macromorfologia das

leveduras. Na Figura 3 observa-se a macromorfologia das leveduras selecionadas.
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Figura 2. ldentificacdo de Saccharomyces cerevisiae por PCR com primers
especificos para amplificacdo do gene HO (Scho-F and Scho-R). Eletroforese em gel de
agarose 0,8% dos produtos amplificados da PCR. Canaleta 1: padréo de tamanho molecular
“Ladder Plus” (Invitrogen); canaletas 2, 3, 4 e 5. Saccharomyces cerevisiae PE-2, CAT-1,

SA-1 e MA-1 respectivamente.
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PE-2
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Colbnia Mucosa

Colbnia Mucosa

CAT-1 SA-1
Colbnia Mucosa Colbnia Mucosa

Figura 3. Morfologia das linhagens de leveduras selecionadas (imagem ao microscopio

em aumento de 400X).

4.2. Esporulacdo da levedura, dissec¢ao e caracterizacdo de tétrades

Como apresentado também na revisdao deste trabalho, as condicBes estressantes
impostas a levedura na producéo industrial de etanol, principalmente quando as células sdo
reutilizadas de um ciclo fermentativo para outro subsequente, durante o periodo de uma
safra (200-250 dias), estdo exercendo uma pressdo seletiva sobre a populacdo de linhagens
selvagens (normalmente presentes nas dornas), levando a evolucdo de linhagens multi-
tolerantes (BASSO et al., 2008).

Essas linhagens constituem excelente material genético para a compreensao das bases
moleculares das tolerancias aos varios estresses impostos pelo processo como também para

a obtencdo de novas linhagens (ARGUESO et al., 2009). Sendo assim, uma vez
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caracterizada como Saccharomyces cerevisiae, a levedura MA-1 foi esporulada para
obtencdo de segregantes com caracteristicas desejaveis ao processo industrial.

Alguns esporos se mostraram inviaveis (ndo germinaram), ndo sendo possivel o seu
cultivo. Segundo LITI & LOUIS (2005), a inviabilidade de alguns esporos pode ocorrer
devido a perdas de cdpias de um dado cromossomo durante a meiose, 0 que pode ser letal
para células haploides.

Apos a esporulacéo, os ascos foram dissecados para separacao das tétrades. Para isso,
foi utilizado um tratamento com a enzima zimoliase, que tornou o processo mais eficiente e
facilitou a separacdo das tétrades.

Foram selecionados 48 hapldides que apresentaram crescimento viavel durante as
primeiras 24 horas. Essas novas células foram codificadas de MA-11 até MA-148,

respectivamente.

4.3. Selecdo dos segregantes obtidos a partir do fendtipo de resisténcia ao
estresse fermentativo, como altas temperaturas, altas concentracdes de etanol, baixo

pH e floculacéo

A resisténcia a multiplos estresses € uma caracteristica desejada em leveduras
industriais envolvidas em qualquer processo biotecnoldgico, pois as células sdo expostas a
combinacgdes simultaneas ou sequenciais de diferentes tipos de estresse.

Algumas das caracteristicas requeridas para o processo industrial de producdo de
alcool combustivel séo: tolerancia a altas temperaturas e altas concentracGes de etanol,
resisténcia a baixo pH e auséncia de floculacéo.

A producdo de etanol no Brasil dispde de poucas, porém excelentes leveduras quanto
aos atributos citados acima, sendo que algumas delas (CAT-1, PE-2 e SA-1) apresentam
histdrico de longos anos com capacidade de implantacdo em processos industriais.

Por esse motivo, todos os segregantes viaveis obtidos, num total de 48, foram
avaliados quanto ao fendtipo de sensibilidade a temperatura, etanol e pH com o objetivo de
selecionar os mais resistentes a esses fatores, e as linhagens industriais PE-2, CAT-1 e SA-1
foram utilizadas como controle para comparacéo.

Inicialmente todas as leveduras foram submetidas ao crescimento a diferentes

temperaturas e diferentes concentragdes de etanol de forma isolada e foram selecionadas
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somente as leveduras que cresceram até 42°C e concentracdo de até 10% de etanol (Tabela
4),

Em seguida, as leveduras selecionadas foram testadas quanto a capacidade de
crescimento em temperatura de até 42°C e 10% de etanol simultaneamente para uma nova
selecéo (Figura 4).

Nessas duas etapas, as linhagens mostraram diferentes graus de toleréncia, mas
evidenciou-se uma sensibilidade maior a temperatura quando o etanol esta presente no
meio, ou seja, sem o etanol a maior temperatura de crescimento de algumas leveduras foi
de 42°C, no entanto quando foi avaliado o crescimento dessas leveduras no meio contendo
10% de etanol, a maior temperatura de crescimento foi de 40°C.

O etanol, em elevadas concentracdes, pode tornar-se toxico para o metabolismo
celular, sendo a membrana plasmatica o primeiro alvo a ser atingido, pois o etanol tem a
capacidade de desarranjar as proteinas (INGRAM & BUTTKE, 1984) e lipidos de
membrana (GURTOVENKO & ANWAR, 2009; MISHRA & PRASAD, 1989). A
interferéncia do etanol na fluidez da membrana tem um papel fundamental (QUINTAS et
al., 2000), tendo como consequéncia a estimulacdo do transporte passivo de protons, o
aumento da sensibilidade a temperatura com diminuicdo da temperatura 6tima e maxima de
crescimento e a inibicdo do transporte de aclcares (LOUREIRO-DIAS & PEINADO,
1982).
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Tabela 4. Selecdo das leveduras esporuladas em relacdo ao crescimento em
diferentes temperaturas e concentracoes de etanol.

Temperatura Concentracéo de etanol
Levedura 35°C 40°C 41°C 42°C 0% 5% 8% 10%

MA-1 + + + - + + + +
MA-11 + - - ; + + . +
MA-12 + + + + + + + +
MA-13 + - - ] + + + )
MA-14 + + - - + + + -
MA-15 + + + - + + + +
MA-16 + + + - + + + -
MA-17 + + + + + + + -
MA-18 + + + - + + + +
MA-19 + + + - + + + -
MA-110 + + - - + + + +
MA-111 + + - - + + + +
MA-112 + + + + + + + +
MA-113 + + + - + + + +
MA-114 + + - - + + + +
MA-115 + + - - + + + +
MA-116 + + + + + + + +
MA-117 + + + + + + + +
MA-118 + + - - + + + +
MA-119 + + - - + + + +
MA-120 + + + + + + + +
MA-121 + + + - + + + -
MA-122 + + + + + + + -
MA-123 + + + + + + + -
MA-124 + + - ; + + N +
MA-125 + + + - + + + +
MA-126 + + - - + + + +
MA-127 + + - - + + + -
MA-128 + + + - + + + -
MA-129 + + + + + + + +
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MA-130
MA-131
MA-132
MA-133
MA-134
MA-135
MA-136
MA-137
MA-138
MA-139
MA-140
MA-141
MA-142
MA-143
MA-144
MA-145
MA-146
MA-147
MA-148

+ + 4+ + + + + + + o+ + o+ + + o+ o+ o+ 4+

+

+ o+ + 4+ + o+ o+ o+

+

+ + + o+

+

+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

+ + + + + + 4+ + + + 4+ o+ + o+ o+ 4+ o+ o+ 4+

+ + + 4+ + + + + + 4+ + + + + + + + + 4+

+ + + 4+ + + + + + 4+ + + + + + + + + 4+

+ + + 4+ + + + + o+

(+) crescimento; (-) sem crescimento
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Figura 4. Temperatura maxima de crescimento das leveduras selecionadas em meio

contendo 10% de etanol.
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As leveduras que cresceram a 42°C em meio contendo 10% de etanol foram
selecionadas e testadas quanto a viabilidade celular, a capacidade de crescer em diferentes
pHs e se sdo floculantes (Tabelas 5 e 6 e Figura 5).

Com esses resultados, foi realizado um ranqueamento das células mais resistentes
(que mantiveram a viabilidade igual ou superior as linhagens industriais, apresentaram
crescimento em baixo pH e possuiram baixa capacidade floculante) para posterior selecéao.

O ensaio de viabilidade celular foi realizado com o intuito de identificar, de forma
mais completa, o efeito do tratamento sobre as células, ja que através do crescimento pode-
se analisar somente a inibicdo da taxa proliferativa, porém ndo se pode diferenciar as
células mortas das celulas vivas. Segundo (SOUZA, 2013), a viabilidade permite constatar
se os tratamentos utilizados apenas diminuem a taxa de crescimento ou matam as células.

A partir dos dados da Tabela 5 pode-se notar que a viabilidade celular diminui
conforme se aumenta os fatores de estresse avaliados, ou seja, apds 48 horas de ensaio, as
taxas de viabilidade apresentaram pequena reducdo nos tratamentos isolados (25°C sem
etanol, 25°C com 10% de etanol e 37°C sem etanol) quando comparados ao tratamento
contendo 10% de etanol a 37°C, para todas as linhagens estudadas. No entanto, das 6
leveduras avaliadas, apenas 2 apresentaram desempenho superior as linhagens industriais
utilizadas como controle.

Em relacdo ao pH, 3 das leveduras avaliadas cresceram em meio ajustado em pH a
1,5, no entanto, conforma relatado na revisdo deste trabalho, o pH baixo ndo impede o
crescimento das células de levedura, mas é um fator significativo para as fermentacdes
industriais devido a sua importancia tanto no controle da contaminag¢do bacteriana quanto
ao seu efeito na taxa de fermentacdo e formacao de subprodutos (SOUZA, 2009).

Para finalizar esta etapa, as leveduras selecionadas foram submetidas ao teste de
capacidade de floculacdo. A floculacdo € uma das caracteristicas mais intrigantes e
importantes industrialmente manifestadas pelas leveduras, dificultando o controle do
processo (VERSTREPEN et al., 2003). Esse fenbmeno pode causar grandes prejuizos nas
usinas brasileiras produtoras de etanol, uma vez que se inicia repentinamente durante o
processo, sem uma causa aparente conhecida. A floculagdo aumenta o tempo de
fermentagdo, pois diminui a area de contato célula-meio, além disso, o0 processo para
promover a desfloculacdo é dificil, sendo que muitas vezes as usinas sdo obrigadas a trocar

o fermento.
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BRITES (2003), atribui a floculagdo como um aspecto positivo para o processo de
fermentacdo, justificando que a floculagdo deixaria o mosto livre de células mais
rapidamente, diminuindo o tempo de espera para decantacdo e eliminando a necessidade de
utilizacdo de processos de filtracdo e/ou centrifugacdo. No entanto, para que isso aconteca
de forma positiva, deveria haver um controle do momento exato do inicio da floculagdo
durante o0 processo, 0 que ainda nao € possivel na préatica.

Os fenotipos de adeséo dependem de uma familia de proteinas de superficie celular,
também chamada de adesinas ou floculinas que séo codificados pelos genes FLO na S
cerevisiae (VERSTREPEN & KLIS, 2006)

Sabe-se que as proteinas Flo conferem ades@o por dois mecanismos distintos. A
primeira é a adesd@o célula-superficie, que se acredita depender de interacfes hidrofobicas
entre certos dominios na adesina e a superficie de ligacdo (VAN MULDERS et al., 2009).

O segundo mecanismo é a adesao célula-célula ou também chamado de floculacdo em
si. Esse € um mecanismo fisico, reversivel, dependente de ions de célcio e foi
primeiramente denominado Lectin-like theory of floculation (MIKI et al., 1982). As
proteinas de membrana das leveduras floculantes funcionam como lectinas e se ligam a
carboidratos na parede celular das células vizinhas (EDDY & RUDIN, 1958). As células
floculantes possuem em sua membrana celular floculinas (lectinas) e carboidratos, enquanto
que as células ndo floculantes possuem apenas carboidratos (STRATFORD, 1996).

Sendo assim, a caracteristica de floculacdo das linhagens estudadas foi determinada
na presenca e auséncia de solucdo de cloreto de célcio a 10 mM, com o intuito de avaliar a
capacidade de floculacdo espontanea ou induzida das leveduras.

Em todas as leveduras testadas foi observada uma baixa porcentagem de floculacéo,
tanto espontanea como induzida pelo cloreto de célcio (Figura 5). Nota-se que, com
excecdo das leveduras MA-12, MA-112 e MA-129, todas as leveduras apresentaram uma

percentagem de floculagdo maior depois da inducdo do célcio.
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Tabela 5.

Efeito do etanol e temperatura na viabilidade celular ao final de 48 horas de

ensaio.
Temperatura — 48h
Levedura 25°C 37°C
0% etanol 10% etanol 0% etanol 10% etanol
MA-1 100,0 + 0,002 98,00 + 0,332 96,50 + 0,502 69,50 + 0,51€
MA-12 100,0 + 1,532 97,5 + 1,118 100,0 + 0,002 80,00 + 1,272
MA-112 99,00 + 1,052 98,50 + 1,132 95,50 + 1,420 73,50 + 1,15€
MA-129 96,50 + 0,580 92,00+ 1,52P 97,50 + 0,912 77,50 + 0,210
MA-131 97,00+ 1,010 9500+ 1,080 100,0 + 0,002 57,50 + 0,500
MA-135 100,0 + 0,002 97,5 + 0,682 99,00 + 1,002 82,00 + 0,892
PE-2 96,67 + 0,580 87,50 +1,73¢ 90,00 + 1,860 58,50 + 0,500
CAT-1 97,23+ 0,270 93,46+ 0,120 95,77 + 1,100 79,55 + 1,180
SA-1 94,97 + 0,59¢ 88,03 + 1,19C 94,49 + 1,630 71,95 +0,34C
*Médias seguidas de mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si (P<0,05).
Tabela 6. Crescimento das leveduras selecionadas em diferentes pHs.
pH
Levedura 1,0 1,5 2,5 3,0 3,5 4,0

MA-1 - - + + + +

MA-12 - + + + + +

MA-112 - - + + + +

MA-129 - - + + + +

MA-131 - - + + + +

MA-135 - + + + + +

PE-2 - + + + + +

CAT-1 - - + + + +

SA-1 - - + + +

(+) crescimento; (-) sem crescimento
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Floculagao (%)

M A= MA-1Z MA-11Z2 MA-1292 MA-121 MA-135 FE-Z CAT-1 ShA-1

Sem calcio

Linhagens de Levedura B C ocm csicic

Figura 5. Floculacdo (%) das leveduras selecionadas na presenca e auséncia de
calcio.

4.4. Estudo dos efeitos significativos entre temperatura, pH e concentracéo de

etanol na viabilidade celular através da metodologia de superficie de resposta

O método de otimizacdo por analise de superficie de resposta tem como base o
método de planejamento fatorial, e consiste em um grupo de técnicas usadas para o estudo
empirico das relagdes entre uma ou mais respostas medidas para um namero de variaveis
de entrada que possam ser controladas (RIBEIRO, et al., 2000).

Para aplicar o método de andlise de superficie de resposta é necessario primeiramente
programar ensaios através de um planejamento fatorial. Este método consiste em
selecionar um numero fixo de niveis para cada uma das variaveis de entrada. Entdo
executam-se experimentos com todas as possiveis combinagdes (BUTTON, 2001).

Com os resultados obtidos do planejamento € possivel calcular os efeitos principais e
de interacdo das variaveis sobre as respostas e determinar quais sdo os efeitos mais
significativos (SMITH, 1998).

Antes de iniciar a etapa de fermentacdo, foram realizados alguns experimentos com o

intuito de avaliar os efeitos significativos entre temperatura, pH e concentragdo de etanol
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na viabilidade celular das leveduras selecionadas e definir a melhor combinagdo entre esses
fatores (condicdo em que a viabilidade se manteve maximizada) para o ensaio de
fermentacao.

A partir da andlise estatistica dos resultados, obteve-se os efeitos de cada variavel, os
coeficientes de regressdo dos modelos lineares (L) e quadraticos (Q), a analise de variancia
(ANOVA) do modelo e as superficies de resposta para a viabilidade celular.

Na Tabela 7 estdo apresentados os efeitos principais de cada variavel e os efeitos de
sua interacdo sobre a viabilidade celular. Observa-se que os trés fatores avaliados
(temperatura, etanol e pH) exercem efeito significativo (p<0,05), na variavel resposta
estudada, que foi a viabilidade celular. Pode-se perceber que o etanol (E) é o efeito
principal das variaveis, que ¢ a média dos efeitos na resposta devido a mudanca da variavel
da faixa de -1 para O ou de O para +1. Isto significa, por exemplo, que ao passar a
concentracdo de etanol (E) de 5% para 10%, a resposta, no caso a viabilidade, cai em
média 34%.

Quando foram avaliadas as interacGes entre os fatores que mais influenciaram na
viabilidade, nota-se que somente as interacdes dependentes de etanol (etanol+pH e
etanol+temperatura) apresentaram efeito significativo (Tabelas 7 e 8).

Como o principio do planejamento é uma analise multivariavel, é possivel avaliar o
efeito da interacdo entre as variaveis (RIBEIRO, et al., 2000). Isso significa que ao variar,
por exemplo, a concentracao de etanol (E) de -1 para 0 ou +1, a mudanca na resposta pode
ndo ser a mesma, pois depende da variacdo da temperatura (T) (Tabela 7).

A importancia dos efeitos juntamente com os efeitos de interacdo podem ser melhor
visualizados pelo gréafico de probabilidade normal dos fatores e suas interagdes na
viabilidade celular (Figura 6), que mostra uma estimativa dos efeitos absolutos e das

varidveis estatisticamente significativas.
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Tabela 7. Coeficientes de regressdo do fatores temperatura (T), pH e concentragéo de
etanol (E) e as respectivas interagdes na viabilidade celular.

Fator Coeficiente de regressdo  Erro padréo t P
Média 41,67 2,25 18,52  0,000000
(1) Temperatura (L) 2,20 5,51 0,39 0,692141
Temperatura (L) 12,68* 4,77 2,65 0,011775
(2) pH (L) 20,15* 5,52 3,65 0,000832
pH (Q) 22,30* 4,77 4,67 0,000043
(3) Etanol (L) -33,98* 5,51 -6,16  0,000000
Etanol (L) -3,15 4,77 -0,66  0,513527
1L*3L -18,15* 6,74 -2,69  0,010860
1L*3Q 14,51* 5,84 2,48 0,017968
2L*3L -18,65* 6,75 -2,76  0,009058
2L*3Q -19,32* 5,84 -3,30  0,002191

*Valores significativos (no nivel de 95%)

Tabela 8. Andlise de variancia (ANOVA) dos fatores temperatura (T), pH e
concentracdo de etanol (E) em niveis lineares (L) e quadraticos (Q) e as respectivas

interacdes na viabilidade celular.

Fonte de variagdo Soma gl.  Quadrado FO P

Quadrado Médio
Temperatura (L+Q)* 1973,96 2 986,982 3,61154 0,037503
pH (L+Q)* 9626,14 2 4813,072 17,61186 0,000005

Concentragdo de

Etanol (L+Q)* 10516,27 2 5258,136 19,24043 0,000002
TxpH 2228,73 4 557,182 2,03882 0,110224
TXxE* 3961,92 4 990,480 3,62434 0,014228
pH x E* 5269,52 4 1317,381 4,82052 0,003334

Erro 9565,00 35 273,286

Total 43141,55 53

*Fatores ou interacdo com efeito significativo (p<0,05)
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Figura 6. Probabilidade normal dos efeitos dos fatores avaliados e suas interacdes na

viabilidade celular das leveduras avaliadas.

Em seguida, foi possivel gerar as superficies de resposta e as curvas de contorno
otimizadas da viabilidade celular da levedura. A Figura 7 apresenta a superficie de resposta
e as curvas de contorno para a viabilidade celular em fungéo da concentracdo de etanol e do
pH, com a temperatura ajustada para 32°C (temperatura maxima que a viabilidade se
manteve desejavel em conjunto com os outros fatores). Esse comportamento mostra que a
queda da viabilidade celular esta vinculada com o aumento da concentracdo de etanol e
reducdo do pH do meio de fermentacéo.

Na Figura 8 é apresentada a mesma interacdo mas com a temperatura ajustada para
40°C. Esta temperatura, em conjunto com 0s outros fatores, ndo mantém a viabilidade alta,
mas € importante ressaltar que, como se tratam de linhagens termotolerantes, observa-se
que a viabilidade celular s6 comeca a diminuir significativamente (<60%) quando a
concentracdo de etanol esta por volta de 8% em pH 4,0.

Ja a figura 9 demonstra a interacdo entre temperatura e concentracao de etanol com o

pH ajustado para 4,0.
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Fitted Surface; Variable: Viabilidade Celular (%)
3 3-level factors, 1 Blocks, 54 Runs; M5 Residual=273 2858
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Figura 7. (A) Superficie de resposta ajustada correspondente a viabilidade celular em

fungdo da concentracdo de etanol e pH com a temperatura ajustada em 32,5°C. (B) Grafico
de contorno da superficie de resposta em fungdo da concentracdo de etanol e pH.
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Fitted Surface; Variable: Viabilidade Celular (%)
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Figura 8. (A) Superficie de resposta ajustada correspondente a viabilidade celular em

funcdo da concentracdo de etanol e pH com a temperatura ajustada em 40°C. (B) Grafico
de contorno da superficie de resposta em funcdo da concentracdo de etanol e pH.
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Figura 9. (A) Superficie de resposta correspondentes a viabilidade celular em funcéo da
temperatura e concentracdo de etanol com pH ajustado em 4,0. (B) Grafico de contorno da

superficie de resposta em fungdo da temperatura e concentracdo de etanol com pH ajustado
em 4,0.
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4.5. Ensaio fermentativo com reciclo de célula e tratamento do fermento

Além das caracteristicas de resisténcia ao estresse fermentativo, a eficiéncia
fermentativa da levedura é outra habilidade fundamental exigida de uma levedura industrial
para o processo de producdo de bioetanol.

O ensaio de fermentacdo permite avaliar as células de levedura de processos
industriais utilizando parametros comportamentais e, além de determinar se uma célula é
igual a outra, avalia suas caracteristicas fermentativas evidenciando se elas s&o
fermentativas (adequadas aos processos fermentativos industriais) ou ndo fermentativas
(inadequadas aos processos fermentativos) (ANDRIETTA et al., 1999).

Na fermentacdo alcodlica, existem dois ciclos distintos que definem o processo de
transformacdo de aclcares soliveis em moléculas menores pela acdo da levedura. O
primeiro, denominado glicdlise, tem a fungdo de “quebrar” a molécula de glicose até acido
piravico, através de uma serie de reacdes catalisadas por enzimas especificas, que se situam
na parede celular e no interior da célula (AMORIM et al., 2011). Na auséncia de oxigénio
hd uma tendéncia para a atuacdo das enzimas piruvato-descarboxilase e alcool-
desidrogenase, produzindo etanol e 4gua a partir do acido piravico. Porém, na presenca de
oxigénio ha um deslocamento reacional de parte do acido piravico para o ciclo de Krebs,
onde sera oxidado enzimaticamente a didxido de carbono e agua (CARVALHO, 1996).

A reacdo global da glicélise demonstra que 1 mol de glicose (180 g) produz 2 mols
de etanol (92 g), 2 mols de diéxido de carbono (88 g) e 57 kcal de energia. Assim, 0
rendimento tedrico (Ypss) para a producéo de etanol é de 0,511 g/g (RIBEIRO, 2010). Na
pratica, no entanto, esse valor ndao é observado devido a influéncia de alguns fatores como
pH, temperatura, pressdo, concentracdo de nutrientes e etanol no meio, etc., que afetam os
parametros que definem as taxas de reproducédo celular, consumo de substrato e producao
de etanol.

Por esse motivo, para compreender a influéncia de fatores externos como pH,
temperatura e inibidores na produgdo de etanol deve-se quantificar a producdo especifica
de células, consumo de substrato ou substrato residual, formacdo de produtos,
produtividade e demais parametros relacionados (CEBALLOS SCHIAVONE, 2009).
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A producdo especifica de células ou biomassa expressa a massa celular produzida por
grama de acucar consumido. Valores superiores ao do padrdo indicam um maior desvio de
acucar para a producdo de células em detrimento a producdo de etanol (ANDRIETTA et
al., 1999).

Na fermentacdo alcodlica é necessario que a levedura cresca apenas para sustentar a
alta viabilidade celular durante o reciclo de células. Segundo AMORIM (2005), 0 excesso
de fermento nas dornas das usinas (acima de 15%) pode esgotar os nutrientes mais
rapidamente causando exaustdo dos elementos essenciais a levedura, decréscimo da
viabilidade, aumento do consumo de &cido (durante o tratamento &cido) e redugdo do
rendimento da fermentacdo. Além disso, operando nessas condigcdes, circula-se uma
quantidade maior de células mortas nas centrifugas, que liberam vitaminas, aminoacidos e
minerais que servem como fonte de alimento para as bactérias, agravando os problemas
causados pela contaminacéo.

Importante ressaltar também que, a perda de biomassa durante o processo € um
indicativo de estresse etanolico para a levedura, pois o etanol interfere no metabolismo e
biossintese de macromoléculas e na estrutura e fungdes da membrana plasmatica, podendo
resultar em perda da biomassa (WALKER, 1998). Além disso, segundo DORTA et. al.,
(2006), o efeito sinergistico entre 0s varios estresses resulta em um aumento na energia de
manutencdo da levedura sob condi¢cdes desfavoraveis, 0 que promoveria um desvio de ATP
em detrimento da formacdo de biomassa (ALVES, 1994).

Para determinacdo da biomassa, previamente foi estabelecida uma curva padréo que
relacionou os valores de absorbancia a 570 nm com a concentra¢do (massa seca) das
amostras. Inicialmente foi determinada a massa seca das suspensfes concentradas de
células, para as linhagens de S cerevisiae (20,51 mg/mL) e, a partir desta suspensdo
concentrada, foram feitas as dilui¢cGes para a curva padréo.

Em seguida, foi calculado o valor do fator de conversio (F = 0,84 mg célula/mL™),
que corresponde ao coeficiente angular desta curva. A formula geral utilizada para o
calculo foi: [mg/mL] = F x AA x diluigéo.

A Figura 10 mostra a curva que relaciona as massas secas equivalentes, de cada
suspensdo diluida, com as absorbancias. A regressao linear Y = A + B*X mostrou os
seguintes parametros: A = 1,179 com desvio de 0,04139, B = 0,06053 com desvio de
0,03941 e o fator de correlagéo da reta (R = 0,9902). O coeficiente angular (F = 1/A =
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1/1,179) considerado foi o fator de correlagdo F = 0,84 com desvio padrdo (SD) de
0,00137.

A Tabela 9 mostra a Biomassa (mg/mL) das culturas puras e mistas de
Saccharomyces cerevisiae durante os quatro ciclos de fermentacdo. Observa-se que o tipo
de cultura (pura ou mista) ndo influenciou na produgéo de biomassa e que, as culturas que
apresentaram as maiores médias de biomassa durante os quatro ciclos de fermentagdo
foram, a M8 (PE-2+MA-12+MA-135), a P2 (CAT-1) e a M1 (PE-2+CAT-1+SA-1),
respectivamente.

Esperava-se encontrar um valor menor de biomassa no dltimo (quarto) ciclo de
fermentacdo, no entanto, curiosamente o ultimo ciclo foi o que apresentou maior valor
entre o0s quatro ciclos, para todas as culturas. Esse resultado sugere que, no ultimo ciclo, as
células de levedura possam estar mais adaptadas ao estresse sofrido pelo processo de

fermentacao do que nos ciclos iniciais.

ABS (570 nm)|
|

-0.2 a.0 0.2 0.4 L= 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8

Concentracg:o (mg/mL})

Figura 10. Curva analitica de concentracdo de Biomassa.
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Tabela 9. Biomassa (mg/mL) apresentada pelas fermentacdes com culturas puras e
mistas de S.cerevisiae durante os quatro ciclos de fermentagéo.

Culturas C1* c2* C3* C4* Media * DP
P1 31,00 31,86 31,65 32,33 31,71%0,55¢f
P2 37,84 35,02 35,15 38,94 36,74%1,96ab
P3 23,31 24,49 26,77 24,12 24,67*1,48h
P4 29,11 29,56 29,22 29,98 29,47%0,399
P5 34,52 33,63 35,29 35,61 34,76%0,88bcd
M1** 32,44 36,29 37,19 39,48 36,35%2,93abc
M2 29,57 31,34 33,21 33,97 32,02*1,97¢
M3 27,13 28,76 30,38 29,54 28,95%1,389
M4 35,20 33,99 34,18 36,47 34,96%1,14abcd
M5 34,98 33,09 33,74 36,62 34,61*1,55¢d
M6 32,80 32,43 33,28 33,12 32,91%0,38de
M7 27,25 29,64 30,17 31,53 29,65%1,79fg
M8 36,49 35,15 37,99 38,11 36,941,402
M9 28,47 28,16 29,32 29,40 28,840,629

M10 32,19 35,44 35,24 34,04 34,23%1,49d

Media*DP  31,49%4,02a 31,92*3,282 32,853,192 33,5574,21a

*Apods 8 horas de fermentacdo;**Controle das culturas mistas; P1(PE-2); P2(CAT-1); P3(SA-1); P4(MA-12); P5(MA-
135); MI1(PE-2+CAT-1+SA-1); M2(PE-2+CAT-1+MA-12); M3(PE-2+ SA-1+MA-12); M4(CAT-1+SA-1+MA-12);
M5(PE-2+CAT-1+MA-135); MB6(PE-2+SA-1+MA-135); M7(CAT-1+SA-1+MA-135); MB8(PE-2+MA-12+MA-135):
M9Y(CAT-1+MA-12+MA-135); M10(SA-1+MA-12+MA-135). As médias seguidas pela mesma letra nas colunas e linhas
ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste ao nivel de 5% de probabilidade

A viabilidade celular é outro parametro afetado pelo estresse oferecido pela dorna de
fermentacdo. No entanto, de acordo com BASSO et al., (2008), a viabilidade € um
parametro de extrema significancia, visto que é determinante para 0 sucesso das
fermentacdes com reciclos e, juntamente com o crescimento definem a tolerancia de uma
linhagem.

TORIJA et al., (2003) estudaram o efeito da temperatura em relacdo aos pardmetros
analiticos de producdo de etanol, acido acético e glicerol e em relacdo a viabilidade das
leveduras, demonstrando que a temperatura afeta ndo somente a cinética da fermentagéo,

mas também o metabolismo das leveduras. Eles observaram uma curva de crescimento
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usual as temperaturas entre 25°C e 30°C, mas a 35°C uma grande quantidade de leveduras
ja estavam mortas. Concluiram que a alta mortalidade celular pode induzir a uma
finalizagdo demorada do processo e produzir “paradas” nas fermentacdes (Stuck
fermentations), com grandes quantidades de agUcares residuais.

Na fermentacdo, a medida que a temperatura aumenta a viabilidade celular diminui
devido, provavelmente, ao acumulo de etanol intracelular, o qual altera a estrutura da
membrana e diminui sua funcionalidade. Por esse motivo, os quatro ciclos de fermentacéo
em conjunto com o tratamento acido do fermento entre cada reciclo, levariam a uma queda
acentuada da viabilidade da levedura, porém esta se manteve constante e elevada (acima de
80%) durante todos os ciclos de fermentacdo (Tabela 10), para todas as culturas, ou seja,
tanto para as culturas puras quanto para as mistas. Curiosamente a viabilidade das culturas
mistas se mantiveram acima de 90%, ou seja, foram maiores quando comparadas as

culturas puras (Tabela 10).

Tabela 10. Viabilidade celular (%) apresentada pelas fermenta¢cdes com culturas puras e

mistas de S.cerevisiae durante os quatro ciclos de fermentacéo.

Culturas C1* Cc2* C3* C4* Media = DP
P1 84,56 85,21 83,77 87,12 85,17 £ 1,43°
P2 89,73 89,18 92,95 94,29 91,54 = 2,48b
P3 93,45 95,29 91,73 93,38 93,46 * 1,45b
P4 96,30 92,46 95,61 95,38 94,94*1,70%
P5 88,98 84,82 83,17 81,94 84,73+3,07°
M1** 94,01 94,46 94,15 94,66 94,32 0,29b
M2 96,49 98,59 98,16 97,03 97,57%0,972
M3 98,19 98,73 98,60 97,97 98,370,352
M4 92,47 93,11 96,91 96,10 94,65%2,19%
M5 96,92 95,80 96,09 96,30 96,28 £ 0,472
M6 96,13 96,78 94,34 96,88 96,03%1,18%
M7 94,21 95,23 95,96 95,47 95,220,742
M8 97,28 93,49 95,19 96,26 95,56 1,622
M9 92,61 94,38, 94,77 96,02 94,47+ 1,73b
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M10 91,99 92,63 91,59 92,57 92,20 *0,50"

Media * DP 93,552 93,272 93,532 94,092

*Apods 8 horas de fermentacdo;**Controle das culturas mistas; P1(PE-2); P2(CAT-1); P3(SA-1); P4(MA-12); P5(MA-
135); MI1(PE-2+CAT-1+SA-1); M2(PE-2+CAT-1+MA-12); M3(PE-2+ SA-1+MA-12); M4(CAT-1+SA-1+MA-12);
M5(PE-2+CAT-1+MA-135); M6(PE-2+SA-1+MA-135); M7(CAT-1+SA-1+MA-135); MB8(PE-2+MA-12+MA-135);
M9(CAT-1+MA-12+MA-135); M10(SA-1+MA-12+MA-135). As médias seguidas pela mesma letra nas colunas e linhas
ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste ao nivel de 5% de probabilidade

A quantificacdo dos agUcares redutores totais inicial e final (residual), foi realizada
em duplicata e também foi feita em compara¢do com uma curva padrdo (concentracéo de
glicose X absorbancia em 540 nm) que apresentou um coeficiente de correlacdo (R =
0,9955) e um desvio de 0,0049 para a seguinte equacdo de regressdo linear: Y = 0,60977 +
0,02946X (Figura 11).

Os limites de deteccdo e quantificacdo, estimados a partir das equacdes descritas no

item 3.2.12.4.4, foram respectivamente iguais a 0,0148 g/L'l e 0,0491 g/L'l.

A Tabela 11 mostra os teores residuais de agUcares redutores totais presentes no
mosto de fermentacdo das culturas puras e mistas, durante os quatro ciclos de fermentacéo.
Os teores de acucares residuais foram baixos ao longo dos reciclos, diminuindo a cada

ciclo de fermentacéo.

Absorbanciaa 540 nm

T T T T T T T T T
Q.0 0.5 1.0 1.5 20
Concentracao glicose (g L-1)

Figura 11. Curva analitica de concentracdo de Glicose.
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Tabela 11. Teor de ART residual (g/100 mL) apresentado pelas fermentacfes com

culturas puras e mistas de S.cerevisiae durante os quatro ciclos de fermentacao.

Culturas Cc1* c2* C3* c4* Media * DP
P1 6,23 3,78 1,90 1,82 3,43%2,07a
P2 8,40 6,78 3,31 4,75 5,81%2,24a
P3 5,56 5,20 3,09 3,17 4,261,312
P4 5,97 411 2,92 1,75 3,691,802
P5 6,12 4,83 3,10 2,34 4,101,702
M1** 7,56 4,85 3,89 2,14 4,61%2,26a
M2 7,11 4,05 2,52 2,25 3,982,232
M3 8,27 4,72 2,99 1,90 4,47%2,792
M4 5,49 3,93 3,79 1,14 3,59%1,80a
M5 7,95 4,31 2,81 2,08 4,29%2,61a
M6 6,10 4,25 2,77 1,30 3,612,062
M7 10,44 5,11 3,24 2,41 5,30%3,61a
M8 5,57 3,96 3,37 1,89 3,70%1,52a
M9 7,34 4,20 3,29 1,57 4,102,422

M10 5,68 3,98 3,22 2,47 3,84%1,37a

Media * DP 6,92%1,42a 4,540,770 3,0870,49¢  2,20%0,86d

ART: Acucares Redutores Totais; *Apds 8 horas de fermentagdo;**Controle das culturas mistas; P1(PE-2); P2(CAT-1);
P3(SA-1); P4A(MA-12); P5(MA-135); M1(PE-2+CAT-1+SA-1); M2(PE-2+CAT-1+MA-12); M3(PE-2+ SA-1+MA-12);
M4(CAT-1+SA-1+MA-12);  M5(PE-2+CAT-1+MA-135); MB(PE-2+SA-1+MA-135); M7(CAT-1+SA-1+MA-135);
MB8(PE-2+MA-12+MA-135); M9(CAT-1+MA-12+MA-135); M10(SA-1+MA-12+MA-135). As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste ao nivel de 5% de probabilidade.

Antes da realizacdo da dosagem de alcool nas amostras da fermentacao, foi realizada
uma adaptacdo da metodologia padrdo utilizada anteriormente no Laboratorio de
Biotecnologia de Alimentos da Unesp. Essa adaptacdo consistiu em substituir a enzima
alcool desidrogenase proveniente de fermento de panificacdo pela alcool desidrogenase de
Saccharomyces cerevisiae comercial - ADH (Sigma A7011).

Para isso, foram determinados o tempo de formacdo do NADH em fungéo do tempo
com esta enzima, atividade enzimatica (U/mL) e uma curva analitica com diferentes

concentracdes de etanol em funcéo da absorbancia (Figura 12 Ae B).
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Os limites de deteccdo e quantificagdo, estimados a partir das equacOes descritas no
item 3.2.6.5, foram respectivamente iguais a 0,02312 uM e 0,0584 uM.

Em seguida, foi realizada a dosagem de alcool nas amostras provenientes da
fermentacdo, o que pode ser visto na Tabela 12. Observa-se que os teores alcodlicos
aumentaram no transcorrer dos reciclos para todas as culturas avaliadas, chegando a
duplicar em algumas culturas. As culturas mistas M2 (PE-2+CAT-1+MA-12) e M9 (CAT-
1+MA-12+MA-135) foram as que apresentaram 0s maiores teores médios de etanol entre
todas as culturas avaliadas. Importante destacar que essas culturas produziram baixos
teores de biomassa. A biomassa e 0 etanol sdo gerados em rotas metabdlicas distintas,
portanto se mais acucar € desviado para a producdo de etanol, menos biomassa sera
formada.

Observando somente as culturas puras, nota-se que a P1 (PE-2) a P2 (CAT-1) e a P4
(MA-12) destacaram-se por produzirem maior teor de etanol e as culturas P2 (CAT-1) e P4
(MA-12) produziram quantidades superiores as da PE-2. Isso € um fator extremamente
positivo, pois a linhagem PE-2 é conhecida pelo seu alto rendimento em etanol (BASSO et
al., 2008), e portanto linhagens com eficiéncia proximas da mesma, seriam linhagens com
atributos desejaveis neste parametro.

Ja para as culturas mistas, nota-se que o teor de etanol produzido por todas as culturas
mistas, com exce¢do da M5 (PE-2+CAT-1+MA-135), foram superiores ao valor encontrado
pela cultura M1 (PE-2+CAT-1+SA-1) utilizada como controle.
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Figura 12. (A) Variacdo da velocidade de formacdo de NADH em funcdo do tempo de
reacdo da amostra em comparacdo ao branco e Atividade (U/mL) da enzima alcool
desidrogenase em diferentes concentracbes de etanol (coeficiente de correlagdo linear

R2=0,9756). (B) Curva analitica de concentracdo de Etanol.
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Tabela 12. Teor alcodlico % (v/v) apresentado pelas fermenta¢fes com culturas puras
e mistas de Scerevisiae durante os quatro ciclos de fermentagéo.

Culturas Cc1* Co* Ca* Ca* Media = DP
P1 250 4,92 5,08 6,54 4,761,672
P2 2,05 4,01 4,63 5,55 4,061,482
P3 255 4,73 5,54 6,26 4,771,612
P4 3,11 5,16 5,82 7.47 5,391,802
P5 2,40 4,27 5,25 6,38 4,581,692

M1* 2,87 3,68 4,49 6,14 4,301,408
M2 4,43 4,44 7,00 8,87 6,192,168
M3 3,05 5,48 6,02 8,45 5,755,222
M4 4,06 6,10 7,04 6,71 5,081,344
M5 233 4,37 3,86 5,60 4,041,358
M6 4,48 4,67 4,06 4,80 4,500,322
M7 2,06 5,60 7,38 7,82 5,742,622
M8 3,47 4,58 5,75 5,85 4,91%1,12a
M9 3,89 4,46 7,16 8,77 6,07%2,302
M10 283 6,02 6,74 7,62 5,802,008

Media * DP 3,07+0,82d 4,84*0,72¢  572*1,16b 6,861,252

*Teor de &lcool produzido apds 8 horas de fermentacdo;**Controle das culturas mistas; P1(PE-2); P2(CAT-1); P3(SA-1);
P4(MA-12); P5(MA-135); M1(PE-2+CAT-1+SA-1); M2(PE-2+CAT-1+MA-12); M3(PE-2+ SA-1+MA-12); M4(CAT-
1+SA-1+MA-12); M5(PE-2+CAT-1+MA-135); M6(PE-2+SA-1+MA-135); M7(CAT-1+SA-1+MA-135); MB8(PE-
2+MA-12+MA-135); M9(CAT-1+MA-12+MA-135); M10(SA-1+MA-12+MA-135). As médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste ao nivel de 5% de probabilidade.

A Tabela 13 apresenta a eficiéncia fermentativa (%) das culturas puras e mistas
durantes os quatro ciclos de fermentacdo. Todas as culturas avaliadas, com excecdo da M6
(PE-2+SA-1+MA-135), apresentaram uma eficiéncia fermentativa crescente ao longo dos
quatro ciclos de fermentacdo, ou seja, a eficiéncia foi aumentando gradativamente do
primeiro ao quarto ciclo, sendo menor no primeiro e maior no ultimo ciclo.

As culturas que apresentaram maior eficiéncia fermentativa (%) foram as mistas M2
(PE-2+CAT-1+MA-12) e M7 (CAT-1+SA-1+MA-135). Ressalta-se que as culturas que
apresentaram maior eficiéncia ndo sdo necessariamente as que produziram maior
quantidade de etanol, pois a eficiéncia fermentativa € medida através do etanol produzido

em relacdo ao teor de aglcar consumido.
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Tabela 13. Eficiéncia fermentativa (%) das culturas puras e mistas de Saccharomyces

cerevisiae nos quatro ciclos de fermentacéo.

Culturas C1 C2 C3 C4 Media = DP
Pl 39,46 62,14 55,66 71,21 57,12+13,39%
P2 41,71 67,07 56,29 76,19 60,32:14,83°°
P3 37,68 67,59 66,24 75,35 64,63:16,52°°
P4 47,80 66,99 68,67 80,89 66,09:13,67°°°
P5 37,44 59,04 62,80 72,06 57,8414,66"
M1* 52,63 51,07 57,37 68,48 57,39:7,86°%C
M2 77,05 57,48 80,28 99,63 78,61%17,26
M3 61,01 75,12 71,45 92,57 75,04:13,13%°
M4 59,77 78,15 89,11 69,80 74,21:12,46%°
M5 44,73 57,75 45,25 62,14 52,4748,82°
M6 69,98 61,46 47,48 50,45 57,34:10,35°
M7 57,37 80,69 89,41 88,85 79,0815,01%
M8 51,41 58,84 70,34 64,08 61,17:8,03%°
M9 69,37 58,38 86,99 93,85 77,15:16,21%
M10 42,48 77,33 81,46 87,07 72,09:20,14°0%
52,66°12,70
Media * DP c 65,27'8,98°  68,59714,59°°  76,84*13,56°

*Controle das culturas mistas; P1(PE-2); P2(CAT-1); P3(SA-1); P4A(MA-12); P5(MA-135); M1(PE-2+CAT-1+SA-1);
M2(PE-2+CAT-1+MA-12); M3(PE-2+ SA-1+MA-12); M4(CAT-1+SA-1+MA-12); M5(PE-2+CAT-1+MA-135); M6(PE-
2+SA-1+MA-135); M7(CAT-1+SA-1+MA-135); M8(PE-2+MA-12+MA-135); M9(CAT-1+MA-12+MA-135); M10(SA-
1+MA-12+MA-135).As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste ao nivel de 5%
de probabilidade.

4.6. Andlise da expressao génica quantitativa por PCR em tempo real.

Diante dos resultados deste trabalho, que apontaram o etanol como o principal efeito
inibidor da viabilidade celular, este ensaio foi proposto e realizado para estudar a expressao
de genes relacionados diretamente com a tolerdncia ao etanol nos segregantes termo e

alcool resistente (MA-12) e nao resistente (MA-139), que foi selecionada por ser excluida
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logo no inicio do experimento, por apresentar crescimento maximo até 35°C. Segundo
BARBOSA (2008), estudos com caracterizacdo fenotipica e genotipica e expressao génica
sdo uma ferramenta importante na determinacdo da funcdo de genes no modelo S
cerevisiae.

Os genes escolhidos para este ensaio, com exce¢do do HSP12, foram identificados e
relacionados em estudos recentes utilizando linhagens industriais, com uma maior
toleréncia ao etanol (SWINNEN et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2009; ALEXANDRE et al.,
2001).

SWINNEN et al., (2012), investigaram, através da analise de sequenciamento do
genoma, segregantes com alta tolerancia ao etanol (16% e 17%) e identificaram trés genes
estreitamente relacionados com esta caracteristica: MKT1, SWS2 e APJ1, com SWS2
sendo um alelo negativo localizado entre dois alelos positivos.

O gene MKT1 parece estar relacionado aos diversos aspectos da funcao celular sob
condicGes estressantes. Alguns estudos identificaram MKT1 como um gene de
caracteristicas quantitativas responsavel pela determinacdo do crescimento da levedura em
alta temperatura (STEINMETZ, et al., 2002; SINHA, et al., 2006), a eficiéncia na
esporulacdo (DEUTSCHBAUER & DAVIS, 2005) e de resisténcia a drogas
(DEMOGINES, et al., 2008; KIM & FAY, 2009; EHRENREICH, et al., 2010). Em todos
0s estudos acima, o mapeamento foi realizado na linhagem laboratorial S288c. O efeito
pleiotropico de MKT1 na funcdo celular pode provavelmente ser atribuido ao seu papel
regulador estabelecido recentemente na expressdo génica global (ZHU, et al., 2008).

TADAUCHI et al. (2004) investigaram a regulacao da expressao de HO e sugeriu que
MKT1 pode controlar a expressdo pos-transcricional do gene. Sugeriu também que MKT1
é recrutado para os polissomos através da atividade de PBP1. Como MKTL1 interage
fisicamente com PBP1, foi investigado se PBP1 é um gene de caracteristicas quantitativas
para a determinacdo da alta tolerancia ao etanol (TADAUCHI et al., 2004).

Ja 0 gene SWS2 foi previamente associado com a tolerdncia ao etanol em dois
estudos onde foram selecionados mutantes sensiveis ao etanol (delecdo do SWS2). Um
estudo investigou o crescimento das cepas com a delecéo do gene em placas contendo 8%
de etanol (TEIXEIRA et al., 2009), e o outro determinou a taxa de crescimento especifico

das cepas, também com delecdo do gene, em meio liquido contendo 8% de etanol (v/v)
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(YOSHIKAWA, et al., 2009). O gene SWS2 codifica uma proteina ribossomal mitocondrial
que é essencial para o crescimento celular (MERZ & WESTERMANN, 2009).

Em relagdo ao gene APJ1, (ALEXANDRE, et al., 2001) encontrou uma expresséo
aumentada em pelo menos trés vezes em estudo que investigou a resposta da transcricéo de
S288C a um choque de etanol a curto prazo (7% de etanol, durante 30 min). No entanto, a
relevancia deste gene para a tolerancia ao etanol ndo foi investigada. APJ1 codifica uma
proteina de chaperona da familia Hsp40 que é conhecida por estimular a atividade de
membros da familia Hsp70 (QIU, et al., 2006). Como SWS2, APJ1 esta localizada na
mitocondria e seu efeito pode ter a ver com a exigéncia de respiracdo mitocondrial eficiente
durante o crescimento com altos niveis de etanol como unica fonte de carbono.

TEIXEIRA, et al. (2009), também encontrou, em estudo realizado, a participacdo de
FPS1 na reducdo da concentracdo intracelular de etanol em células de levedura, ou seja, a
medida em que a expressdo de FPS1 aumenta, aumenta a capacidade da levedura para
conseguir se manter a elevadas concentracdes finais de etanol durante a fermentacéo
alcoolica. O FPS1 é um gene que codifica a membrana plasmatica aquaglicerolporina
(facilita o transporte trans membrana de moléculas pequenas ndo carregadas, como poliois
e uréia) e facilita a difusdo de compostos toxicos em toda a membrana plasmatica da
levedura, incluindo o arsenito e Antimonite (51), acido acético (28), e de boro (30).

Outro gene selecionado para esta etapa foi 0 HSP12, uma proteina de choque térmico,
relacionada ao estresse em levedura. Alguns estudos evidenciaram a expressao do gene
HSP12 como sendo um indicador problemas com resisténcia ao estresse em linhagens de
leveduras (RISI, et al, 1997; VELCULESCU, et al., 1997).

Assim, considerando a existéncia dessa correlacdo, neste trabalho foi realizada
também a verificacdo dos niveis de expressdo do gene HSP12 nas células submetidas ao
estresse por etanol e ao estrese por etanol, pH e temperatura, na tentativa de investigar se o
HSP12 pode ser utilizado como um marcador molecular de estresse na levedura.

Antes de iniciar os ensaios de PCR em tempo real com as amostras de cDNA a
partir das linhagens selecionadas, foi necessario determinar as concentrac@es ideais dos
oligonucleotideos, assim como sua especificidade em amplificar apenas o fragmento de
interesse. Além disso, também foi necessario determinar a eficiéncia de amplificacdo de

cada fragmento.
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Para isso, foram realizadas reacdes de amplificacio com os pares de
oligonucleotideos para cada gene alvo e do controle endégeno. Em seguida, foram geradas
curvas de dissociacdo dos fragmentos amplificados dos genes APJ1, FPS1, MKT1, SWS2,
HSP12, ACT1, GCN4 e PGK1 e foi observado apenas um pico de dissociacdo para cada
par de oligonucleotideo dos genes analisados. Para esses pares de oligonucleotideos dos
genes que comprovam que apenas um fragmento estd sendo amplificado,
independentemente da concentragdo de oligonucleotideo, foram estabelecidas as
concentracdes ideais dos pares de oligonucleotideos (Tabela 14).

Para determinacdo da eficiéncia de amplificagdo dos oligonucleotideos, foi
utilizada uma curva de concentracdo de amostras contendo diferentes concentragdes de
cDNA. A partir dos valores de “slope” das curvas de concentragdo, foi possivel calcular as
eficiéncias de cada par de oligonucleotideos (Tabela 14).

Apos a etapa de padronizacdo da técnica de PCR em tempo real, foi dado inicio a
analise da expressdo diferencial dos genes selecionados. Como o gene PGK1 apresentou
melhor eficiéncia de amplificacdo comparada com os outros enddgenos (ACT1 e GCN4),
esse gene foi escolhido para os calculos da expressdo relativa. As amostras foram testadas
em triplicata com controles negativos. A diferenca dos niveis de cada gene analisado foi
calculada utilizando o método de Pfaffl (PFAFFL, 2001). O cut-off para validar a diferenca
de expressao de cada gene nas amostras submetidas ao estresse em relacdo a controle (sem
estresse) foi de > 2.0 fold change, para expressdo aumentada e < 0.5 para expressao
reduzida (CALMON et al., 2009).

A Figura 12 mostra as andlises de expressdo dos RNAm utilizando cDNA das
linhagens MA-12 e MA-139 respectivamente para os genes APJ1 (Painel A), FPS1 (Painel
B), MKT1 (Painel C), SWS2 (Painel D) e HSP12 (Painel E). Como pode ser visto nesta
figura, foi possivel detectar um aumento significativo do nivel de expressdo de todos 0s
genes avaliados na linhagem resistente (MA-12). Além disso, para a linhagem ndo
resistente (MA-139), foi possivel observar uma pequena variacdo da expressao dos genes
analisados, porém, com exce¢do do gene APJ1, em nenhum deles essa expressdo foi
significativa, ou seja, com valor superior ao cut-off > 2.0.

Observando-se a expressdao dos genes avaliados na linhagem resistente, observa-se
que esta foi superior no estresse geral (Etanol+Temperatura+pH) para todos os genes

avaliados, com excecdo do MKT1, que apresentou expressdo aumentada para as duas
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situacOes de estresse, mas esta foi maior no estresse por etanol. Esperava-se encontrar uma

expressdo superior no estresse por etanol, pelo fato de serem genes descritos e

relacionados, em trabalhos anteriores, com a resisténcia ao etanol. Por esse motivo, esses

resultados sugerem que os genes avaliados estdo diretamente relacionados a resisténcia ao

estresse de forma geral sofrido pela levedura industrial na dorna de fermentacéo.

Tabela 14. Concentracdo otimizada e eficiéncia de amplificagdo dos oligonucleotideos

utilizados para amplificacdo por g-PCR em tempo real dos genes alvos e controles

enddgenos.
Gene Concentracdo otimizada Eficiéncia de amplificacao R2
(rM) (%)

APJ1 0,50 97 0,99
FPS1 0,50 102 0,99
MKT1 0,70 98 0,99
SWS2 0,40 94 0,99
HSP12 0,40 93 1,00
ACT1 0,25 95 0,99
GCN4 0,25 91 0,99
PGK1 0,25 91 0,99

86



A B
APRJ1 FPsl
. . : . .
an 1
i L o
1 13
] L
L MALD MA-130 . MAD MA-130
12 - 1] -
I K t
Crmimie B BTl Cansk E ETiptt Coslsde E E+T+gH  Coakols E E+T=gH
C D
METI1 BRI
. - . .
i It}
& i
L] "0
- H T
. MA-12 AA-130 ; MA12 | MA-130
I* 11 1
{1} 1k 3 I
Comiol= E E+T+pH  Croukolc E E+T+pH Carrk 5 BT Comimle E E+Tipl
E
H5P12
[ 1]
1
41
3
£ 1)
ol
m AlA-12 AA-130
13
n - - — ——
Cingtazlz E E+T+pH  Cimirele E E+T+pH

Figura 13. Analise da expressao relativa dos niveis de RNA mensageiro dos genes APJ1,
FPS1, MKT1, SWS2 e HSP12 em linhagens industriais de S. cerevisiae.
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5. CONCLUSOES

- O ensaio de identificacdo das leveduras através da técnica de PCR com primers
especificos do gene HO sugeriu que tanto a levedura isolada na usina brasileira de
producdo de etanol quanto as linhagens PE-2, CAT-1 e SA-1 sdo leveduras do género
Saccharomyces cerevisiae. Alem disso, € uma técnica rapida e relativamente facil para esse
tipo de identificacéo;

- Nos testes de resisténcia ao estresse por temperatura, pH e etanol, duas das células
geradas a partir da linhagem isolada, apresentaram maior resisténcia as concentracfes de
etanol e elevadas temperaturas quando comparadas aos controles industriais; Em relacéo a

floculagéo, todas as leveduras analisadas apresentaram pouca ou nenhuma floculacdo (<

20%) tanto na auséncia quanto presenca de calcio; J& em relagdo ao estudo dos efeitos
significativos entre temperatura, pH e concentracdo de etanol na viabilidade celular através
da metodologia de superficie de resposta mostrou que a interacdo entre os fatores citados
acima interferiram de forma significativa na viabilidade celular; Além disso, o fator que

mais influenciou na reducéo da viabilidade celular foi o etanol;

- O ensaio de fermentacdo com reciclo de célula ndo resultou em prejuizo na eficiéncia
fermentativa, muito pelo contrario, pois pode-se constatar que a eficiéncia fermentativa foi
maior no ultimo ciclo de fermentacdo. Além disso, esses resultados nos permite sugerir que

0s segregantes obtidos a partir da levedura isolada, possuem boa capacidade fermentativa;

— Os dados obtidos no ensaio de q-PCR mostraram um aumento significativo do nivel de
expressdo de todos os genes avaliados na linhagem resistente (MA-12). Para a linhagem
ndo resistente (MA-139), foi possivel observar uma pequena variacdo da expressdo dos
genes analisados, porém, com excecao do gene APJ1, em nenhum deles essa expressao foi
significativa, ou seja, com valor superior ao cut-off > 2.0. Esses dados sugerem que os
genes avaliados neste trabalho (APJ1, FPS1, MKT1, SWS2 e HSP12) estdo diretamente
relacionados com o estresse sofrido pela linhagem industrial de Saccharomyces cerevisiae

na dorna de fermentagéo; Em relacdo ao gene HSP12, os dados sugerem que ele pode ser
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utilizado como um marcador molecular de estresse em linhagens de levedura industriais,
uma vez que apresentou expressao significativa nas duas situacoes de estresse, sendo maior

na situagéo de estresse geral (Etanol+Temperatura+pH).
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