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RESUMO

O Brasil € o0 segundo maior produtor mundial de etanol, que é produzido, em
nosso pais, a partir da fermentacdo da sacarose da cana-de-aglUcar pela
levedura Saccharomyces cerevisiae. Apesar de possuir uma alta capacidade de
produgéo de etanol, as leveduras industriais atuam em uma faixa estreita de
temperatura, que varia entre 30 e 35°C. Para que essa faixa de temperatura seja
mantida, utilizam-se resfriadores, acarretando aumento de custo e consumo de
agua. Além da temperatura, outros fatores de estresse, como altas
concentracbes de acUcares e de etanol e contaminagdo por microrganismos,
também afetam os rendimentos da producéo. Nesse sentido, o presente trabalho
objetivou o isolamento e a caracterizacdo de linhagens de leveduras S.
cerevisiae termotolerantes provenientes do processo fermentativo industrial.
Além disso, a expressdo dos genes OLE-1, YHRO87W e HSP26,
correlacionados na literatura a diferentes fatores de estresse, foi avaliada nessas
linhagens. Um total de 157 leveduras foi analisado quanto a capacidade de
crescimento a 40°C. Oito linhagens de S. cerevisiae, identificadas através da
regido ITS 18S, foram capazes de crescer nessa condicdo, sendo que quatro
apresentaram um excelente consumo de glicose, tanto a 30 quanto a 40°C. Apos
27 ciclos fermentativos a 40°C, as quatro linhagens apresentaram uma
preferéncia ao crescimento nessa temperatura, indicando uma possivel fixacao
da caracteristica termotolerante. Andlises posteriores mostraram que essas
linhagens possuem uma maior capacidade de crescimento celular, alta
concentracdo de etanol e resisténcia a estresse osmotico e a tratamento acido.
Andlises fermentativas evidenciaram que as leveduras termotolerantes
produziram quantidades semelhantes de etanol, tanto a 30 quanto a 40°C. A
expresséo dos genes HSP26 e YHR087W foi positivamente regulada durante a
fermentacdo a altas temperaturas, enquanto que o gene OLE-1 diminuiu a
expressao nessa mesma condicao. A aplicacao de linhagens termotolerantes em
fermentacdes a altas temperaturas podera contribuir para o aumento da
producdo de etanol, sendo uma estratégia importante para a otimizacdo da
producdo do etanol brasileiro. Além disso, a identificacdo de genes de S.
cerevisiae diferencialmente expressos em condi¢es de alta temperatura podera
contribuir para um melhor entendimento dos mecanismos moleculares que
levam a ativacdo de vias metabdlicas responsaveis pela termotolerancia.

Palavras-chave: etanol, fermentacao, termotolerancia, Saccharomyces

cerevisiae.



ABSTRACT

Brazil is the world’s second largest producer of ethanol, which is produced, in our
country, from the fermentation of sugarcane sucrose by Saccharomyces cere-
visiae yeast. Despite having a high capacity for ethanol production, the industrial
yeasts act in a narrow band of temperature between 30 and 35°C. In order to
maintain this band of temperature, chillers are used, which results in cost in-
crease and water consumption. Besides the temperature, other stress factors,
such as high sugar and ethanol concentrations and contamination by microor-
ganisms, also affect the yields of production. In this sense, the present research
aimed at isolating and characterizing thermotolerant S. cerevisiae yeast strains
from the industrial fermentative process. In addition, the expression of the genes
OLE-1, YHRO87W and HSP26, which are correlated in literature to different
stress factors, was evaluated in these strains. A total of 157 yeasts was analyzed
for growth capacity at 40°C. Eight S. cerevisiae strains, which were identified
through the ITS 18S region, were able to grow in this condition. Among the eight
strains, four showed excellent glucose consumption at 30 and 40°C. After 27 fer-
mentative cycles at 40°C, the four strains showed a preference for growth at this
temperature and indicated to be possibly thermotolerant. Previous analyses
showed that these strains have a higher capacity for cellular growth, high ethanol
concentration and resistance to osmotic stress and acid treatment. Fermentative
analyses evidenced that thermotolerant yeasts produced similar quantities of eth-
anol at 30 and 40°C. The expression of the genes HSP26 and YHRO87W was
positively regulated during the fermentation at high temperatures, while the gene
OLE-1 reduced the expression at the same condition. The application of thermo-
tolerant yeast strains in fermentations at high temperatures can contribute to in-
crease ethanol production, which is an important strategy to optimize the produc-
tion of ethanol in Brazil. In addition, the identification of S. cerevisiae genes that
were differently expressed under high temperature conditions can contribute to a
better understanding of molecular mechanisms that lead to the activation of met-
abolic pathways responsible for thermotolerance.

Keywords: ethanol, fermentation, thermotolerance, Saccharomyces cerevisiae.



Lista de ilustracdes

Figura 1 - Esquema do processo de fermentagao industrial brasileiro. ................. 14
Figura 2 - Ciclo de vida da levedura Saccharomyces cerevisiae........c..ccccceeueenunne. 16
Figura 3 - Esquema da via gliCOltiCa. ...ccciieeiiiieeecececee e 17
Figura 4. - Fatores de estresse que afetam a levedura durante a fermentacgéo. ... 19
Figura 5 - Sucesséo de leveduras ao longo da safra de producéo de etanol........ 22
Figura 6 - Identificacdo das linhagens mais prevalentes ao longo da safra na
Usina S&o Luiz entre as safras de 2010 @ 2012. ........ccocevereeiieeninenieneseneseeseeeeeeenes 39
Figura 7 - Identificac&@o de linhagens termotolerantes. .........cccocvevevenenencncenene. 40
Figura 8 - Consumo de glicose durante fermentacdo em meio YPD 4% (40 g/L
GlICOSE) ettt h bt bbbt e e ens 41
Figura 9 - Genotipagem das linhagens isoladas como termotolerantes. ............... 43
Figura 10 - Andlise da viabilidade celular das leveduras termotolerantes apds 27
ciclos de crescimento em condiGOes de ESIreSSE. ......cviviveieireneneneseseeeeeees 44
Figura 11 Fotomicrografia das leveduras termotolerantes. ........c..ccceceveveneinennee 45
Figura 12 - Determinacgdo do crescimento de e leveduras termotolerantes a 40°C
€ Na condiGao CONLrole de 30°C.......cciviiirireieeee et 47
Figura 13 Determinacédo da viabilidade celular de leveduras termotolerantes apos
(O (=1 = 10 01T 01 (o 1= Vo] T o TR0 OSSPSR 48
Figura 14 - Crescimento de leveduras termotolerantes em meio YPD 2% em pH=2
B PHTB . et bbbt bt et b e s ae et b arenes 49
Figura 15 Determinacé&o da viabilidade celular de leveduras termotolerantes em
altas concentragOes de  LaNOl. ... 50
Figura 16 Determinacé&o da viabilidade celular de leveduras termotolerantes em
altas conCentragOes A€ AGUCAN........ccuveverereieieee ettt sttt st enes 51
Figura 17. Ensaio Fermentativo das linhagens termotolerantes comparado com
alinhagem INAUSTIIAl CAT-L. ..ottt st st be st eras 52
Figura 18. Ensaio fermentativo utilizando as linhagens termotolerantes em
comparacdo com alinhagem industrial CAT-1......cccoorverieienireee e 53

Figura 19 — Analise da expressdo génica, consumo de glicose e crescimento de
[INhAQgENS tEIMOTOIEIANTES. . .ocui ettt aesreenaenee s 56



Lista de tabelas

Tabela 1. MEIO YPD 290 ......ocieeeeceeee ettt ettt st s nae e enaenees 29
Tabela 2. MEI0O YPD AQAr 290 .......ccvcveiiecieeiecieeeese sttt ettt st aa s naesnas 29
Tabela 3. M0 fEIMENTALIVO ........coeeieiieeeeceeee ettt 29
Tabela 4 - Linhagens de leveduras utilizadas............cocoverereieininineneneeeeeeee 30
Tabela 5. Genes e sequencias dos primers utilizados na genotipagem das
[EVEUUIAS. ..ottt ettt st b et e et et ae e bt e bt e b s be b et et e e eneeneens 31
Tabela 6. Sequencias e concentracfes 6timas dos primes utilizados no PCR em tempo
(== U (o | I d 1 = TSRS 37
Tabela 7. Ensaio fermentativo das leveduras termotolerantes comparadas a
linhagem industrial CAT-1 @ 400C ...ttt 53

Tabela 8. Ensaio fermentativo das leveduras termotolerantes comparadas a
linhagem industrial CAT-1 @ 400C ... 54



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...ttt tenes sttt enae e 12
1.1 Histérico da produGao de etanol..........cccoeiveiiinirenicineeeeee s 12
1.2 Producao de etanol Drasileiro ..o 12
1.3 Caracteristicas e Metabolismo das leveduras............ccccceeevenencencncnncnennenn, 14
1.4 Condic0Oes ideais e adversas na producao de etanol.........cccoceeevevveeeveneenenne. 18

1.4.1 Contaminagao COM MICrorganiSMOS .......ceceverrerieruerieieenreriesreseesseseeseeeeseenens 19
1.4.2 pH COMO falOr A€ ESIrESSE. .ottt 22
1.4.3 EStreSSe POI €LANO0.....ciiiiiieieeeeee et 23
1.4.4 Temperatura como fator de estresse na fermentagao .........c.cceceevveevvennenee. 24
1.4.4.1 Isolamento de leveduras termotolerantes..........ccoccveeneiincincncneneenene 24
1.5 Expressao génica ativada em resposta ao eStreSSe......oovvvvieeeereeeerveneeseeen, 25
L5 L OLEL ..ttt st ettt e b e st st st be b e a e st e teeteenteens 26
L5 2 HSP2B ..ottt sttt sttt ettt st st st e b e e ae e s ae e s ateeteentaens 26
1.5 3 YHROBTW ...ttt ettt st sttt et b e st eenee e 27

2. OBIETIVOS ...ttt b e sttt et e s b e s bt e sate st e e b e e beenbeeaneas 28

3. MATERIAIS E METODOS.......oo oottt sesessssesss s s sesssssssas s sssassnssnens 29
3.1 MEIOS A CUITUIA ..ttt ettt 29
3.2 Microrganismos e Isolamentos de leveduras .........cccccvveeviieeceseceece e, 29
3.3 EXIragtes d0 DNA TOTAl.....ccuoiiiiiririesieieeee ettt 30
3.4 Identificagbes molecular das INhagensS.........cocvvvevireneieic e 31
3.5 1dentifiCagBes U ESPECIE ....cvcieiciictesteeee ettt 31
3.6 Caracterizac@o morfofiSiolOgiCa......cooiviveieieieieeseseeeee e 32

3.6.1 Fototomicrografia das [eVedUras .........ccccceeeecievieiececece e 32
3.6.2 CUIrvas de CreSCIMENTO .....ceveuirieirieericesteete ettt 32
3.6.3 Teste de tolerancia ao etanol .........cccoccvveiiiiininiinec e 32
3.6.4 Fermentacao €M Meio YPD 4%0.....cccocieievireeiisieierieseee e 33
3.7 Dilui¢gbes seriada para testes de viabilidade em condi¢gdes de estresse..... 33
3.8 Determinacies d€ MaASS@ SECA ....cccvirieierierierieeieetete ettt st ee et ee e 33
3.9 Determinacfes de glicose por ensaio eNZIMALICO ......ccveveeeevenevesesieeeeene 34
3.10 ENS@I0 FErMENTALIVO ...c.coueuiieiiiciicinteee et 34
3.10.2 Determinacdes de acucar redutor € etanol.......cccccveveeeeeecececesceeeeeeae 35
3.11 Analise de expressao génica de OLE1, YHRO87W e HSP26 nas linhagens
FESTSTENTES ...ttt 35
3.11.1 EXIragles de RNA ... ettt st 36

3.11.2 STINtESES B CDINA ..o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eneeeeanens 36



3.11.3 Primers utilizados nas qRT- PCRS ......cccccoirinineneieeeeseeeeeeees 36

3.11.4 Padronizac@es dos primers para utilizagcdo nas qRT- PCRs.................. 37
3.11.5 Analise dos dados do gRT-PCR........ccccoiiieiiieeeceee e 37
A RESULTADOS ...ttt ettt ettt sttt e be e s bt e s bt e s at e st e e beesbeesaeesatesaee 38
4.1 Caracterizagbes molecular da populacdo de leveduras das dornas de
FEIMENTAGAD. .....eceeeeite et bbb 38
4.2 Linhagens com caracteristicas de termotolerancia isoladas do processo
PIOTULIVO .ottt sttt ettt eb e bt bbb s e e e e e s ene 39
4.2.2 Anélise do consumo de glicose em leveduras termotolerantes
comparando com alinhagem industrial CAT-1......cccoeveiiinninnenenereeeeee 40
4.3 ldentificacdes molecular dos isolados por sequenciamento........c.ccceeueeneee. 43
4.5 Avaliagdes do crescimento sob condigdes de eStresse......cocvveveverereeennene 43
4.5.1 Testes de fixagcdo da caracteristica de termotolerancia.......c.cc.ccecevueuennee. 44
4.4.1 Fotomicrografia das leveduras termotolerantes ..........ccccocevvevenenieeeeenne 45
4.4.2 Avaliacao do perfil de crescimento das leveduras termotolerantes...... 46
4.5.2 Crescimentos em meio liquido YPD 2% pH 2......c.cooooieveiieieceieeeceeee, 47
4.5.3 Crescimentos em YPD 14% etanol ........ccccoeiveineincinceeeceeeeseeee 49
4.5.4 Crescimentos em meio sélido estresse 0SMOLICO ......ccceeveirieeniecrieienen 50
4.6 ENSAI0 FEIMENTALIVO ....oviuieiieiiciieieeteseteee ettt st 51
4.7 Analise de expresséo dos genes OLE1, YHRO87W e HSP26..........c.cccceeveuene. 54
5. DISCUSSAD ...ttt sttt 57
B. CONCLUSOES ...ttt sttt 63
7. REFERENCIAS ...ttt sttt bbb st sae et bt e nees 64
Anexo 1. Curva de calibrag8o — MaSS@ SECA ...cevvvircierereeie sttt 67
Anexo 2. Curva de calibraGao gliCOSE ...covieieirieiceceee e 67

Anexo 3. Artigo publicado - Improvement of Brazilian bioethanol production —
Challenges and perspectives on the identification and genetic modification of new
strains of Saccharomyces cerevisiae yeasts isolated during ethanol process............ 68



12

1 INTRODUCAO
1.1Historico da producao de etanol

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com cerca de
um terco do total colhido no mundo, e o segundo maior produtor mundial de
alcool (1). A producdo de cana-de-acUcar para a safra 2016/17 foi de 690,98
milhdes de toneladas, com um crescimento estimado em 3,8% em relacdo a
safra anterior. A producdo de etanol vem aumentando gradativamente nos
ultimos anos e a estimativa € que ira se manter acima de 30 bilhdes de litros na
proxima safra (2). Todo o aporte tecnoldgico desenvolvido pelo pais na producgéo
de alcool se deve ao Programa Nacional do Alcool PROALCOOL, empreendido
pelo governo brasileiro a partir de 1975. Com o apoio governamental o
desenvolvimento e surgimento de diversas usinas para a producéo de etanol foi
estimulado, levando o Brasil a ser o maior produtor mundial de etanol.
Recentemente este posto foi ocupado pelos Estados Unidos, que nas ultimas
décadas investiu em esfor¢cos para o aumento dessa producdo (3). Para a
retomada do crescimento de producdo € portanto necessario um grande
investimento em tecnologias que propiciem a melhora tanto do processo
industrial quanto do processo fermentativo. Vale ressaltar que o processo de
producdo americano utiliza como matéria prima o milho que torna o produto final

mais caro e menos competitivo que o etanol brasileiro (4).

1.2 Producéo de etanol brasileiro

No Brasil, para a obtencé@o desse combustivel, utiliza-se como substrato
(mosto) uma mistura de caldo da cana-de-aglucar e 0 melago (um subproduto
liguido da cana-de-acgucar extraido durante o processo de refinamento ainda rico
em agucares). Esse processo ocorre em um periodo de fermentacdo que varia
entre 6 e 11 horas e em temperaturas que variam entre 30-35 °C, levando a
volumes de etanol que variam entre 8-11% do mosto fermentado (v/v) (5). O
método mais utilizado nas usinas produtoras de etanol no Brasil é conhecido
como batelada. O processo inicia com a adi¢cao da levedura Saccharomyces ce-

revisiae ao caldo de cana nas dornas de fermentacdo (que variam de volumes
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entre 400 a 2 mil m3) a uma concentracao de agucares totais que varia entre 180
e 220 g/L. Apds a fermentacdo, o fermentado (denominado vinho pela industria)
€ separado das leveduras (que é denominado entdo como leite de levedura) por
centrifugacéo. O vinho segue para as unidades de destilacéo, resultando o eta-
nol absoluto ou o anidro com teor de alcool de no minimo 99,7% (6). Uma grande
vantagem da producédo brasileira de etanol esta no processo de reciclagem das
leveduras. Neste processo, o leite de levedura sofre um tratamento com acido
sulfurico, para a reducéo de possiveis contaminantes e é reutilizado na fermen-
tacdo seguinte. Esta alternativa, faz com que nas usinas brasileiras, o0 processo
fermentativo ocorra em altas densidades celulares (10-17% w/v), contribuindo

para um tempo de fermentacdo que dura entre 4 e 8 horas (5) (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema do processo de fermentacgao industrial brasileiro.
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No processo de producéo de etanol em batelada, a converséo de sacarose em etanol é realizada
em tanques independentes de fermentacéo pelas leveduras. Ao final da fermentagdo o mosto
fermentado é centrifugado e o vinho (mosto fermentado sem levedura) é direcionado para as
torres de destilacdo. A levedura é entdo direcionada para o tanque de tratamento acido e apés o
tratamento é reutilizada em um outro ciclo fermentativo. Imagem adaptada (7)

1.3 Caracteristicas e Metabolismo das leveduras

Como mencionado, anteriormente, 0 microorganismo responsavel pela
transformacdo do acucar em etanol é a levedura da espécie Saccharomyces
cerevisiae. Este microrganismo vem servindo de modelo biol6gico para
diferentes estudos moleculares e foi 0 primeiro organismo eucarioto a ter seu
genoma completamente sequenciado (8). Saccharomyces é um género do reino
fungi com diversas espécies, suas caracteristicas de resisténcia a baixos valores
de pH, concentracdes elevadas de agucar, bem como sua excelente capacidade
na producdo de etanol a partir de agucares, possuem um papel importante na
pesquisa aplicada e na utilizacao industrial (9).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo eucariotico
unicelular de formato globular alongado, podendo haver a formacéo de pseudo
hifas que sdo resultantes do brotamento multilateral. A Saccharomyces
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cerevisiae contém todas as principais organelas que também sdo comuns as
células animais, como o nucleo, reticulo endoplasmatico, as mitocondrias,
aparelho de Golgi, vacuolo, citoesqueleto e se diferencia por apresentar parede
celular constituida principalmente por glucano e mananoproteinas (9). A parede
celular confere um papel importante no transporte de moléculas, além de conter
enzimas associadas que sdo responsaveis pela hidrolise extracelular de
nutrientes ou de macromoléculas. Algumas das macromoléculas que fazem
parte da constituicdo da parede celular, participam no processo de agregacao
celular que ocorre durante a reproducéo e floculacdo, e também sdo receptores
especificos e inespecificos para outras moléculas (10). A utilizacdo de parede
celular como aditivo em racdo animal vem sendo muito empregada para a
ativacdo do sistema imune, absorcéo de toxinas e consequentemente melhora
da saude animal (11)

Além disso, a Saccharomyces cerevisiae € um organismo aerébio
facultativo que se reproduz tanto de forma sexuada através da formacéo de
ascosporos, quanto na forma assexuada com formacao de brotamento que pode

ocorrer tanto na forma haploide quanto diploide (12), figura 2.
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Figura 2 - Ciclo de vida da levedura Saccharomyces cerevisiae.
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Fonte: Lodish, 2014.

Deste modo, ela é capaz de ajustar seu metabolismo em condi¢cdes de
aerobiose ou anaerobiose. Em condi¢cdes aerdbicas a maior parte do acucar
consumido pela levedura é convertido em biomassa, CO:z e H20, enquanto que
em condi¢des anaerdbicas ocorre a conversdo a etanol e CO2em um processo
denominado fermentacdo. Outro processo importante envolve a metabolizacdo
da sacarose em glicose e frutose, catalisado pela enzima invertase. Nesse
processo, a sacarose € hidrolisada no espaco periplasmatico e transportada para
o citoplasma celular onde se da a via glicolitica (9). A fermentacé&o alcodlica, é
portanto um processo intracelular que envolve a participacdo de 12 passos

catalisados por reacdes enziméaticas até a formacao de etanol, figura 3.
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Figura 3 - Esquema da via glicolitica.
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Etapas da via glicolitica e geracao de etanol pela levedura. Quando em condicfes de
anerobiose, o piruvato é descarboxilado a acetaldeido, que sera reduzido a etanol pela
enzima alcool desidrogenase. Imagem obtida e traduzida de (13).

Em condicdes de aerobiose o piruvato gerado na via glicolitica é
direcionado para o ciclo de Krebs, enquanto que em condi¢cdes anaerdbicas o
piruvato € descarboxilado, formando-se acetaldeido que, através da acdo da
enzima alcool desidrogenase | (ADH1) é reduzido a etanol. Alem das reacdes
enzimaticas direcionadas para a formacdo de etanol, existem também vias
alternativas relacionadas a formacéo de moléculas necessarias a constituicdo da

biomassa, como polissacarideos, proteinas, lipidios, acidos nucleicos entre
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outros (14). Adicionalmente, as enzimas que participam da via glicolitica podem
sofrer influencias de diversos fatores, tais como pH e temperatura, influenciando
a atividade enzimatica e por consequéncia afetando o desempenho do processo

fermentativo.

1.4 Condicdes ideais e adversas na producéao de etanol

A fermentacéo alcodlica em condicdes ideias de acordo com a equacao
de Gay Lussac, teoricamente, produz 511g de etanol e 489 g de CO: a partir de
1000g de glicose. Assim como observado por Pasteur apresenta um rendimento
de 95 % de etanol, os outros 5 % estéo relacionados a formacéo de produtos
como glicerol, acidos organicos, alcoois superiores, acetoina, acetaldeidos,
butilenoglicol entre outros que sao excretados pela célula, além da formacgéao de
biomassa (14). Por outro lado, no processo de fermentacao industrial a levedura
esta sujeita a diversos fatores de estresse, sendo estes fatores quimicos, fisicos
e microbiologicos que afetam seu metabolismo e por consequéncia somente 90
% de rendimento pode ser obtido, figura 4 (14).

Dentre os compostos organicos secundarios formados durante a
fermentacao industrial, o glicerol € o mais abundante. A formacéo de glicerol esta
relacionada ao estresse osmoético e manutencao do equilibrio redox pela célula.
Trealose e glicogénio sao carboidratos de reserva para energia adicional quando
as células necessitam de fonte de carbono. A trealose é um composto protetor
para a membrana da célula e auxilia para aumentar a tolerancia a desidratacao
e a altas concentracbes de etanol, bem como outros fatores de estresse
industriais (14).
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Figura 4. - Fatores de estresse que afetam a levedura durante a fermentacao.
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Fatores de estresse que afetam as células de leveduras nos processos industrias de
fermentag&o durante a producgédo de etanol e componentes produzidos pelas células em
resposta aos fatores de estresse, trealose, glicogénio, acido succinico e glicerol.
Imagem adaptada de (3).

O &cido succinico juntamente com o etanol apresentam um efeito
antibacteriano. No entanto, a contaminacgéo por bactérias e leveduras selvagens
ocorrem com frequéncia, sendo um fator de suma importancia na qualidade do

processo produtivo (14).

1.4.1 Contaminagdo com microrganismos

As contamina¢des com microrganismos invasores ocorrem principalmente
devido as dificuldades encontradas para esterilizar grandes volumes do caldo da
cana-de-acucar, bem como o0s equipamentos. Isso permite que diferentes
microrganismos entrem no processo, sendo a maior parte bactérias e levedura
selvagens (Saccharomyces e ndo Saccharomyces). Lactobacilos sdo os
contaminantes mais frequentes da fermentacdo devido estes crescerem nas
mesmas condicdes que a levedura Saccharomyces cerevisiae (15). Tanto
lactobacilos quanto outras leveduras contaminantes competem com as cepas de

leveduras inoculadas no inicio do processo podendo reduzir a eficiéncia do
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processo fermentativo de maneira importante (16). Assim, para minimizar os
efeitos da contaminacdo séo utilizados como métodos para manter os niveis de
contaminacgao em valores aceitaveis, o tratamento acido e também o lapulo, uma
vez que este oferece uma protecdo contra as bactérias. O uso de antibioticos
nao vem sendo mais realizado, uma vez que o uso desse produto implica em um
alto custo para as usinas, pode disseminar a resisténcia bacteriana. Além disso,
a levedura excedente da producdo vem sendo utilizada como matéria na
producao de racédo animal (15).

As contaminagdes por leveduras selvagens sdo mais dificeis de controlar do
que as bacterianas uma vez que seu metabolismo é muito semelhante ao das
linhagens industriais. Além disso, em alguns casos, as leveduras selvagens
podem apresentam caracteristicas inadequadas como floculacdo celular,
producdo excessiva de espuma e baixo rendimento fermentativo (5).

No entanto, algumas destas linhagens se adaptam adequadamente ao
ambiente da usina e possuem uma capacidade fermentativa melhor que as
anteriormente estudadas, contribuindo com a melhora do processo fermentativo
(17). Essa dinamica da populacdo microbiana no processo ainda € pouco
compreendida no sistema industrial brasileiro, isto reforca a necessidade de
estudos sistematicos para um melhor conhecimento da sucessdo destas
linhagens nas dornas, assim como um melhor conhecimento de suas

caracteristicas bioquimicas e genéticas.

1.4.1.1 Selecéao de leveduras adaptadas ao processo industrial

Devido as dificuldades de se identificar as leveduras por métodos tradicionais
como analises morfolégicas e bioquimicas, por muito tempo a dinamica de
sucessdao de leveduras nas usinas brasileiras de etanol foi algo pouco explorado.
Uma vez que diferentes leveduras podem apresentar morfologias semelhantes
entre si, bem como uma mesma levedura pode modificar sua morfologia em
condicOes de estresse.

Com o avanco das tecnologias moleculares de analises do DNA, foi possivel
se basear nas diferencas do genoma para a identificacdo das linhagens. Uma
das primeiras metodologias utilizadas para esta finalidade foram a de

cariotipagem por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), a analise de
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restricio do DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) e a técnica de fingerprinting
baseado nas sequéncias delta repetitivas (18). Em vista disso, foram
desenvolvidas no Brasil pesquisas com o intuito de isolar linhagens de leveduras
invasoras que estariam bem adaptadas ao processo fermentativo (5). Dessa
forma, leveduras que apresentam caracteristicas desejaveis para a producéo de
etanol, tais como rapida capacidade fermentativa, estabilidade genética,
osmotolerancia, alta toler&ncia ao etanol, tolerancia aos ciclos fermentativos,
resisténcia ao estresse térmico entre outros (19). Ao longo da década de 1990,
com a utilizagdo de técnicas de cariotipagem, foram isoladas e caracterizadas
no Brasil linhagens de leveduras que apresentavam caracteristicas interessantes
para a producao de etanol industrial. Entre elas, destacam-se duas linhagens,
CAT-1 e PE-2. As linhagens isoladas CAT-1 e PE-2 mostraram se capazes de
resistirem por mais tempo a sucessivos ciclos fermentativos. As linhagens CAT-
1 e PE-2 foram responséaveis por 60% do total da producéo de etanol Brasileira
(20).

Entretanto, a constituicdo do mosto sofreu modificacdes ao longo do tempo,
tendo como principais motivos a proibi¢cdo da queima da cana-de-agucar (a partir
do ano de 2009), e a adicdo do melaco ao caldo de cana-de-agUcar, por conta
do aumento da producdo de acucar (21). Devido a essas modificacbes, as
leveduras isoladas no passado estao se tornando menos adaptadas ao processo
e sendo rapidamente substituidas por outras linhagens ao longo das safras (22).

Recentemente, pesquisas que acompanharam a dindmica de sucesséo de
leveduras nas dornas de fermentagdo demonstraram que as linhagens
industriais atualmente utilizadas, rapidamente foram substituidas por linhagens
selvagens. A figura 5 mostra o acompanhamento realizado por n0sSso grupo em
na usina Sao luis localizada na cidade de Ourinhos - SP. As linhagens selvagens
vém persistindo ao longo das safras, o que indica que essas leveduras
provavelmente devem estar bem adaptadas ao processo fermentativo dessa

usina.
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Figura 5 - Sucesséo de leveduras ao longo da safra de producéo de etanol.
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Dinamica da populacdo de leveduras avaliada durante toda a safra de 2016, em uma
usina localizada no estado de S&o Paulo. No inicio da safra de produgédo (Abril), uma
mistura de 80% de fermento de padeiro (azul claro) e 20% de linhagem industrial CAT-
1 (cinza claro) foram genotipadas. Em maio, levedura CAT-1 representou 70% das
cepas amostradas nos tanques. USL2016-7 (preto) foi genotipada pela primeira vez em
junho e rapidamente dominou os tanques de fermentacéo até outubro. No final da safra,
uma nova estirpe (USL2016-17 azul escuro) foi encontrada na mesma proporgéo para
USL2016-7 nos tanques de fermentacédo. 1 a 8 referem-se sequencialmente aos meses
de Abril a Novembro (3).

1.4.2 pH como fator de estresse

As variacdes no pH do mosto ao longo dos ciclos de producgé&o industrial de
etanol, ocorrem devido ao tratamento acido empregado com o intuito de diminuir
a contaminacdo por bactérias. Porém, isso pode diminuir o rendimento e
produtividade do processo por afetar a fisiologia das leveduras (23). O pH muito
baixo aumenta o efeito toxico do etanol, acidos organicos e dioxido de enxofre,
e pode causar uma diminuicdo na taxa de brotamento das leveduras (24). Além
disso, o pH baixo pode causar a floculacdo das leveduras que também é um
importante fator negativo para a producéo de etanol. Isso ocorre, provavelmente
porque os valores baixos de pH alteram a ionizacdo dos aminoacidos das

lectinas, presentes nas células floculantes, causando mudanca no estado de
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conformacdo e assim, impede que reconheca e interaja com residuos de
carboidratos de alfa manose de células vizinhas (25). A floculagdo impede que
ocorra a conversdo maxima do substrato em etanol nos processos industriais,
por isso as leveduras devem estar suspensas no caldo de fermentacao (26). Em
usinas que os processos de fermentacdo ocorrem com reciclagem celular por
centrifugacéo, a floculagdo € um problema importante, uma vez que esta pode
reduzir a eficiéncia da centrifugacéo, com isso, o creme de levedura que vai para
o tratamento acido € menos concentrado. Por consequéncia, mais vinho vai para
o tratamento acido e devido a sua capacidade tamponante, mais 4cido sulfurico
€ requerido para reduzir o pH. Dessa forma, o estresse causado nessas
condicBes pode ser ainda mais prejudicial a viabilidade da levedura (27). As
células floculantes também podem decantar no fundo dos fermentadores
deixando os agucares residuais no vinho sem fermentar e aumentando assim o
tempo de fermentacéo (7). O baixo pH também esté relacionado a toxicidade do
sulfito. Nas destilarias o sulfito € normalmente utilizado no processo de
clarificacdo do acucar e estad presente em alto nivel no melaco de cana-de-
acucar, as formas mais toxicas de sulfito para células de levedura sao SO: e
HSOs e sdo encontradas a pH 1,0-4,5 e ndo a SO3 que é mais abundante a pH
5-7, isso contribui para a diminuigdo do rendimento alcodlico e da viabilidade da
levedura (28).

1.4.3 Estresse por etanol

Outro fator que pode afetar o rendimento produtivo na industria é o acumulo
de etanol durante a fermentacéo, este pode inibir o crescimento celular da
Saccharomyces cerevisiae e consequentemente a fermentacdo completa do
substrato (29). Os efeitos téxicos do etanol envolvem a modificacdo da
composicao lipidica da membrana, sintese de proteinas de estresse, modulagéo
de processos de troca i6nica, tal como reducédo da atividade metabdlica que
causa a inibicdo da absorcao de glicose, diminuicdo da taxa de crescimento (30)
e estresse hidrico (31). O CO2 acumulado também pode afetar a viabilidade

celular e reduzir o rendimento final da producao (32).
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1.4.4 Temperatura como fator de estresse na fermentagéo

Assim como as contaminacdes nas destilarias, a alta temperatura constitui-
se como uma importante condicdo de estresse durante a fermentacéo, pois é
responsavel por quedas de producdo devido a fermentacbes mal sucedidas,
principalmente em usinas localizadas em regides mais quentes. Por iSso, no
processo de producdo € necessaria a implantacdo de trocadores de calor que
mantenham a temperatura dentro da faixa adequada para a fermentacdo com
leveduras convencionais. (5).

A temperatura é também conhecida por afetar o metabolismo das leveduras,
e como resultado obtém-se a formacdo de metabolitos secundarios tal como o
glicerol, &acido acético, acido succinico, entre outros (33). A diminuicdo da
viabilidade das células de leveduras em temperaturas mais elevadas se deve a
um maior acumulo de etanol intracelular, na qual produziria toxicidade celular e
alteraria a estrutura da membrana, diminuindo sua funcionalidade (34).

No entanto, se a levedura for resistente a temperaturas mais elevadas, com
medias entre 40-50°C, a frequéncia deste tipo de perda pode ser
significativamente reduzida, além disso, muitos dos custos associados com o

resfriamento do processo de fermentacédo poderiam ser minimizados (5).

1.4.4.1 Isolamento de leveduras termotolerantes

Devido a caracteristica exotérmica da fermentacdo € necessario o uso
continuo de resfriadores ao longo dos ciclos fermentativo para manutencéo
térmica. Uma vez que as leveduras utilizadas nos processos possuem uma
temperatura ideal de operacdo que varia entre 28 e 33°C. No entanto, mesmo
utilizando resfriadores, a temperatura durante a fermentacédo pode atingir ou
exceder 35 °C, especialmente em destilarias situadas em regides de temperatura
mais elevada, o que pode prejudicar a eficiéncia de producdo de etanol
favorecendo a contaminacao por bactérias e outros microrganismos oportunistas
(35). Assim, quando as temperaturas atingem 40°C ou mais, poucos
microrganismos podem sobreviver ao processo de fermentacdo, porque a

combinagdo de temperaturas e quantidades elevadas de etanol criam um
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ambiente ainda mais hostil nos tanques (36). Assim, a selecdo ou
desenvolvimento de linhagens de leveduras termotolerantes que mostram alta
produtividade de etanol em temperaturas acima de 40 °C é de grande interesse
para o processo de fermentacéo alcodlica e por isso tém sido o foco de varios
estudos. Além disso, leveduras termotolerantes reduziriam os custos de controle
de temperatura em destilarias, especialmente em paises tropicais como o Brasil
(37).

1.5 Expresséo génica ativada em resposta ao estresse

A resposta ao estresse pela levedura Saccharomyces cerevisiae envolve
a deteccéo dessas condicfes de estresse, a ativacao de vias de transducao de
sinal, de transcricdo e de regulacdo poés-transcricional, o que resulta na
acumulacdo de agentes de protecédo e reparacado de atividades (38). Todos
esses mecanismos contribuem para que as células de leveduras possam se
adaptar as mudancas do ambiente (39). A capacidade da Saccharomyces
cerevisiae se alterar sob varias condicbes ambientais ocorre por uma via de
resposta ao estresse conhecida por ESR (Resposta ao Estresse Ambiental),
caracterizada por alteracdes na expressao de aproximadamente 900 genes. A
maioria desses genes contém a sequéncia consenso em seu promotor, que €
reconhecida pelos fatores de transcricdo Msn2p e Msn4p (39). O par de fatores
de transcricdo Msn2p / Msn4p se ligam a elementos de resposta ao estresse
(STRES) Esses elementos séo caracterizados por uma sequéncia conservada.
Msn2p / Msn4p controlam a resposta de estresse geral, uma vez que 0S genes
alvo sdo induzidos por temperatura, choque osmético, estresse oxidativo e da
falta nutrientes (39).

Diversos genes respondem aos diferentes tipos de estresses. Entre eles
0s genes OLE-1, YHRO87W e HSP26 destacaram-se e serdo discutidos em

detalhes abaixo:
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1.5.10LE1

O estresse por etanol inibe o sistema de transporte de aminoacidos e o
transporte de glicose, e com isso pode conduzir a perda de viabilidade e a
inibicdo do crescimento celular. Assim, uma compreensao mais aprofundada da
tolerancia da levedura ao etanol € importante para a criacdo de uma cepa de
levedura com tolerancia ao etanol melhorado (40). O principal alvo de estresse
por etanol € a membrana plasmatica. A tolerancia da levedura ao etanol esta
relacionada com multiplos componentes da membrana plasmatica, por exemplo,
fosfolipidios, o teor de ergosterol, e a composicdo de lipidios da membrana
plasmética (40). A olelp € uma enzima de um grupo de enzimas biossintéticas
de lipidos que modificam acidos graxos antes da sua integracdo na bicamada
lipidica de membrana (41). Na linhagem de Saccharomyces cerevisiae S288C o
gene OLE1 esta localizado no cromossomo VII, sendo a proteina codificada por
esse gene com cerca de 500 aminoacidos (42). O gene OLE1 codifica para a
enzima A-9 dessaturase de acido graxo (olelp), este gene foi caracterizado
pela primeira vez por (43). Em Saccharomyces cerevisiae a olelp é uma enzima
de membrana do reticulo endoplasmatico altamente regulada, envolvida na
formacao de &cidos graxos insaturados a partir de precursores saturados. Assim,
esta enzima converte os &cidos graxos palmitoil-CoA e estearoil-CoA,
respectivamente, em acidos palmitoleico e oleico, através da introduc¢do de uma
ligacdo dupla entre os carbonos 9 e 10 desses acidos graxos (41). Estes acidos
graxos sao componentes cruciais das membranas celulares, assim, o gene
OLEL1 é essencial a menos que o meio seja suplementado com acidos graxos

insaturados (43).

1.5.2 HSP26

Nas leveduras Saccharomyces cerevisiae a proteina sHsp26 (small heat
shock protein) possui a capacidade de detectar diretamente o aumento da
temperatura e mudar de um estado inativo para um estado ativo. Ao contrario de
outras proteinas de choque térmico a Hsp26 é uma chaperona eficiente apenas
em temperaturas elevadas (44). Na linhagem S288C de Saccharomyces

cerevisiae 0 gene HSP26 esta localizado no cromossomo Il. A proteina
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codificada por este gene a sHsp26 possui atividade chaperona e apresenta 214
aminoacidos (54 kDa) (Saccharomyces Genome Database, 2016). As proteinas
de choque térmico (HSPs) compreendem uma familia de proteinas cuja
expressao pode ser induzida quando uma célula esta a responder a certos
estimulos. Essas proteinas podem manter o estado enovelado normal das
proteinas, degradar proteinas deformadas, estabilizar cadeias polipeptidicas, e
evitar a inatividade proteica (45). A Hsp26 sob condicdes fisioldgicas encontra-
se na forma de complexos oligomericos que consiste em 24 monomeros, apos o
choque térmico a Hsp26 € diretamente ativada por meio da dissociagéo dos 24
monomeros em dimeros (44). Estes por sua vez, reconhecem e se ligam
especificamente a uma cadeia polipeptidica na forma ndo nativa.
Posteriormente, os complexos dimero substrato se organizam em grandes e
bem definidos complexos Hsp26-substrato, em um processo cooperativo, a
proteina ndo nativa dissocia-se do complexo de forma espontanea ou com ajuda

de outras chaperonas e , em seguida retorna para o estado nativo (44).

1.5.3 YHRO87W

A expressdo do gene YHRO87W esta relacionado a condigbes de
estressse hiperosmético. O gene YHRO87W exibe maior expressdo nesta
condicao, ele é induzido aproximadamente 5 vezes em glicose 20% e, codifica
para uma proteina de funcédo desconhecida de 111 aminoacidos (12 kDa) (39).
A expressao deste gene também aumenta sob outras condicdes de estresses
hiperosmoticos (sal e sorbitol) e em resposta a outras condicfes de estresse,
tais como o choque térmico, dano oxidativo produzido por H202 ou diamida,
etanol, pH &cido ou basico durante a fase estacionaria da célula (39).

O entendimento do metabolismo durante os diferentes tipos de estresse
€ de suma importancia para a melhora do processo produtivo. A termotolerancia
foi o foco de investigacao deste estudo, no qual procuramos identificar leveduras
termotolerantes, caracterizando-as do ponto de vista morfolégico, genético e

suas possiveis aplicacdes industriais.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral
Isolar e caracterizar linhagens de leveduras Saccharomyces cerevisiae
termotolerantes, provenientes do processo de produgéo industrial de etanol, bem

como avaliar a expressao de genes que estao relacionados a termotolerancia.

Objetivos especificos

I Isolamento de linhagens de Saccharomyces cerevisiae termotolerantes
do banco de linhagens do LBGA (laboratorio de bioquimica e genética aplicada).
il. Caracterizacado molecular das linhagens isoladas.

iii. Caracterizacao das linhagens isoladas quanto ao consumo de glicose,
taxa de crescimento a 40°C, resisténcia ao etanol e glicose, analise microscopica
dos isolados e viabilidade durante o tratamento acido.

V. Analise da expressao dos genes OLE-1, YHR087W e HSP26 durante a

fermentacao das leveduras termotolerantes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Meios de Cultura

Tabela 1. Meio YPD 2%

g/L
Extrato de levedura.............ccccccoeviiinnnnnns 10g
Peptona......cccoeiviiiiie 209
GlICOSE....eiiiiiiiiieiieee e 20g
Tabela 2. Meio YPD agar 2%
g/L
Extrato de levedura.............cccoooviiiiiiiinnnnen, 10g
Peptona.....ccoooviiiiiii 209
GlICOSE....oiiiii 20g
AGA e 209
Tabela 3. Meio fermentativo
g/L
Y= (02 [0 ] = PPN 180g
Fosfato de potassio.........ccccceeeiiiiiiiieeennns 5,60
Sulfato de magneésio...........cccceceeeeeieeeeennnn. 1,49
Extrato de levedura...........ccccvvvvvvnncinnnnnn. 6,89
(0T TSRS 5,329

3.2 Microrganismos e Isolamentos de leveduras

As leveduras foram coletadas de uma usina sucroalcooleira localizada na
cidade de Ourinhos no estado de S&o Paulo. Para isso, o leite de leveduras foi
coletado das dornas de fermentacdo durante a etapa de centrifugacdo. No
laboratério as amostras foram lavadas com agua deionizada e posteriormente
realizado uma diluicdo seriada para, entdo, serem espalhadas em placas de agar
YPD 2%. As placas foram incubadas a 30 °C durante 24-48h. Dez coldnias de
leveduras foram selecionadas de cada placa. As culturas puras de leveduras
foram armazenadas em 30% de glicerol a -80°C. Os isolados foram analisados
guanto a capacidade de crescimento a 40°C e as linhagens que apresentaram
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perfil de termotolerdncia foram submetidas a analise molecular para
diferenciacdo entre as linhagens e também para a identificacdo de espécies. As
leveduras com perfil de termotolerancia utilizadas nesse trabalho encontram-se
listadas na tabela 1. Os meios de cultivo utilizados para manutencéao, ativacao e
fermentacao foram o YPD 2°%, YPD 4%. Todas as linhagens foram estocadas

e mantidas em glicerol 30% a -80°C.

Tabela 4 - Linhagens de leveduras utilizadas

Linhagem Espécie Genotipo Origem
AZJ-01 Saccharomyces cerevisiae Selvagem USL -LBGA
AZJ-02 Saccharomyces cerevisiae Selvagem USL -LBGA
AZJ04 Saccharomyces cerevisiae Selvagem USL -LBGA
AZJ05 Saccharomyces cerevisiae Selvagem USL -LBGA
CAT-1 Saccharomyces cerevisiae Industrial

Relacédo dos nomes das linhagens de leveduras utilizadas nesse estudo.

3.3 Extra¢cdes do DNA total

Para extracdo do DNA total, as linhagens isoladas foram crescidas em 4
mL de YPD durante 24 h a 30°C e o DNA extraido pelo método fenol cloroférmio.
Para tanto, o pellet de células foi tratado com um tampéao de extragdo (Tris-HCI
200mM, NaCl 250mM, EDTA 25mM e SDS 0,5%) por 10 minutos sob agitacéo
com pérolas de vidro. Apos esse periodo adicionou-se 200uL de solucéo fenol-
cloroférmio (50-50%) sob agitacdo por 10 minutos e submetido a centrifugacéo.
Em seguida o sobrenadante foi transferido para um outro tubo e adicionados 300
ul de isopropanol, e deixado no ultra freezer por 30 minutos. Posteriormente, o
tubo foi submetido a centrifugacdo (5000rpm) por 5 minutos, o sobrenadante foi
descartado e adicionado etanol 70%. Novamente a amostra foi centrifugada a
(5000rpm) por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o tubo contendo o
DNA genbmico foi deixado em temperatura ambiente para secar. A amostra foi
ressuspendida em 80 ul de agua deionizada. A integridade do DNA foi avaliada
em gel de agarose 0,8%. E o DNA foi quantificado em espectrofotdmetro

nanodrop.



3.4 Identificagdes molecular das linhagens

Para identificacdo molecular dos isolados de leveduras, foi realizado a
técnica de PCR, utilizando iniciadores que amplificam regides polimérficas de

acordo com a metodologia proposta por (46). A sequéncia de genes e primers

utilizados, estdo listados na tabela 5.

Tabela 5. Genes e sequencias dos primers utilizados na genotipagem das

leveduras.

Genes Sequéncias do Primer TemperatLEEaé)de Melting
SPA2F GAAAATGACGATGCAGACGA 55

SPA2R AGGACTCGCTTTCCCTTACC

MN4F TAGACCTTTTTGCGCCAACT 57

MN4R ATTACCACGATTCCGTCGAA

PIR3F TGTCGCCTCATCTAAAGCAA 54

PIR3R TGTAATTTGGGATGCAGCAG

EPL1F ACGATTCCAAATACGACGAA 57

EPL1R TTCTGTTTCGCTTCTGAATTG

3.5 ldentificacdes de espécie

Para determinacdo da espécie foi realizado o sequenciamento do
produto amplificado ITS-18S. A analise das sequencias foram avaliadas
utilizando a ferramenta BLASTn disponivel no portal NCBI. Dessa forma, as

sequencias obtidas foram comparadas com as sequencias depositadas no

GenBank.
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3.6 Caracterizacdo morfofisioldgica

3.6.1 Fototomicrografia das leveduras

A caracterizacdo morfologica das linhagens identificadas como
termotolerantes foi realizada através de fotomicrografia em microscopio éptico,
analisando o perfil de cada linhagem apdés o crescimento em meio liquido YPD

2% durante 16 horas nas condi¢des de 30 e 40°C.

3.6.2 Curvas de crescimento

Para determinar a taxa especifica de crescimento as células na fase
exponencial de crescimento, foram inoculas em meio YPD 2% com densidade
optica inicial de 0,1 (D.Osoonm) € incubadas na condigéo teste e de controle com
rotacdo de 180 rpm por 8 horas, tendo os valores de absorbancia medidos em

intervalos de 2 horas.

3.6.3 Teste de tolerancia ao etanol

Para o teste de resisténcia ao etanol as leveduras foram incubadas
overnight em meio liquido YPD 2%, e posteriormente inoculadas em meio liquido
com D.Osoonm igual a 0,1 por 4h de crescimento a 30°C sob agitagdo de180 rpm.
Apés este periodo, foi adicionado etanol ao meio de cultura, para uma
concentracgéo final de 8 e 14% (v/v). Nas linhagens controle o mesmo volume de
agua foi adicionado. Em seguida, todas as linhagens foram incubadas por mais
5h a 30°C sob agitacdo de 180 rpm. Ao final do experimento essas leveduras
foram avaliadas quanto ao crescimento e viabilidade pela técnica de diluicdes
em série e meio solido YPD e incubadas durante 24 horas a 30°C.
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3.6.4 Fermentac&o em meio YPD 4%

As linhagens de leveduras isoladas foram submetidas a ensaios de
fermentacao utilizando como substrato fermentativo glicose 4 % [(p/v) YPD] em
duas temperaturas distintas 30 e 40°C. A concentragdo inicial de inoculo com
D.Oes0onm correspondeu a 1. As leveduras foram inoculadas em meio YPD 2%,
em frascos erlenmeyers de 100 mL, para cada ponto de coleta de cada linhagem
havia uma um frasco contendo um volume de 20ml. As amostras foram coletadas
em intervalos de 2 horas, para determinacdo de massa celular e quantificacdo
de glicose pelo método de glicose oxidase. Assim, todo o contetdo de 20 ml foi
centrifugado em cada coleta a 500 rpm por 5 minutos a uma temperatura de 4°C.
O sobrenadante foi utilizado para determinacéo dos niveis de glicose e o pellet

utilizado para extragéo de RNA.

3.7 Diluicdes seriada para testes de viabilidade em condi¢cfes de estresse

A diluicdo seriada foi realizada para avaliar a tolerancia das leveduras
isoladas as condi¢cdes de estresse. As linhagens de Saccharomyces cerevisiae
foram inoculas em meio liquido YPD 2% overnigth a 30°C sob agitacdo de 180
rom. Foram realizadas medidas de abosrbancia para que assim, fosse feita
diluicdes seriadas (1:10), para obter-se as seguintes concentragdes celulares
108, 10%,10%,103. Um volume de 5ul de cada diluicdo foi aplicado em placas de
YPD 2% solido.

3.8 Determinac0es de massa seca

A linhagem comercial Fleischmann liofilizada foi utilizada como modelo
para estimar a concentracao celular dos experimentos de fermentacdo. Dessa
forma, foi construida uma curva padrao que relaciona a massa seca de levedura
por absorbéancia. Para isso, massa seca de leveduras (5, 7, 10,12,15,18 e 20 g/L)
foram inoculadas em meio YPD 2% a 30°C por 30 minutos. Posteriormente, para
cada concentracdo foi realizado uma leitura de absorbéancia em

espectrofotometro a 600nm. Cada amostra foi centrifugada a 500 rpm durante 5
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minutos em tubos previamente pesados e secos em estufa a 60°C por 24 horas.
O sobrenadante foi descartado para que o tubo fosse seco novamente em estufa
a 60°C por 24 horas. Posteriormente, os tubos foram pesados e o valor de massa
obtido descontando a massa inicial do tubo. Os valores de massa e a
absorbancia obtidos foram utilizados para construir uma curva padrdo. Essa
curva foi utilizada para estimar o valor de massa seca dos experimentos de

fermentacao.

3.9 Determinacgbes de glicose por ensaio enzimatico

A dosagem de acucar foi realizada pelo método enziméatico colorimétrico
da glicose oxidase (Glicose GOD-PAP), seguindo as recomendacbes do
fabricante. Seu fundamento se baseia na oxidacdo da glicose catalisada pela
glicose oxidase formando &cido gliconico e peroxido de hidrogénio. Este
peréxido de hidrogénio, através de uma reacdo oxidativa de acoplamento
catalisada pela peroxidase, reage com 4-aminoantipirina e fenol formando um
complexo de cor vermelha (quinoneimina), cuja absorbancia medida em 505 nm,

é diretamente proporcional a concentracdo de glicose na amostra.

3.10 Ensaio Fermentativo

Para determinar a capacidade fermentativa, as leveduras isoladas foram
submetidas a ensaios de fermentacdo utilizando como substrato fermentativo
sacarose (100g/L) em duas temperaturas distintas 30 e 40°C. A concentracéo
inicial de inoculo correspondeu a aproximadamente 4 g/L de células. As
leveduras foram inoculadas em meio fermentativo (100 mL) em frascos
erlenmeyers de 250 mL. As amostras foram coletadas em intervalos de 2 horas,
para determinacdo de glicose, frutose e etanol pelo método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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3.10.1 Determinagdes dos Parametros fermentativos

A taxa de converséo de substrato em etanol (Yps E/ART) foi calculado ao
final de 8 horas, dividindo-se a diferenca da massa final e inicial de etanol pela
massa inicial de acucar redutor total (ART), ambos expressos em gramas por
litro (g/L).

O rendimento de etanol foi calculado ao final das 8 horas de fermentacéo,
dividindo-se a taxa de conversdo (Yps) pelo rendimento teérico (0,51),
multiplicado por 100, para que assim os valores obtidos fossem expressos em

porcentagem (%).

3.10.2 Determinacdes de acucar redutor e etanol

A determinacdo das concentracOes de glicose, frutose e etanol foi
realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando uma
coluna Sugar-Pak |I. mantida a 80°C, acoplada a um detector de indice de
refraccdo. Foram utilizadas solucbes de sacarose, glicose, frutose, etanol e
glicerol em concentracdes entre 0,1 e 8,0 g/L como padrdes para calibracao.

A andlise foi realizada em colaboracdo no departamento de engenharia

guimica (UFSCar), sob coordenacédo do Prof. Dr° Alberto Colli Badino.

3.11 Analise de expressao génica de OLE1, YHRO87W e HSP26 nas
linhagens resistentes

As analises de expressdo genica foram realizadas com o objetivo de
avaliar o padrdo de expressdo dos genes OLE1l, YHRO87W e HSP26 em
condi¢cbes de estresse ao longo da fermentacdo em escala laboratorial. Dessa
forma, as amostras de células foram coletadas ao longo da fermentacéo e
tiveram seus RNAs extraidos para realizar os experimentos de expressao

génica.
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3.11.1 ExtragOes de RNA

A extracdo do RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIzol® de
acordo com as instrucdes do fabricante, e os RNAs extraidos armazenados em
freezer a -80°C. A andlise da integridade do RNA total extraido foi feita por
eletroforese em gel desnaturante 1,5% contendo formaldeido.

3.11.2 Sinteses de cDNA

As amostras de RNA obtidas foram submetidas a sintese de DNA
complementar (cDNA) utilizando-se o kit de transcricdo reversa seguindo as
recomendacfes do fabricante. Para verificar a sintese de cDNA foi realizado a
amplificacdo de uma regido do gene que codifica a subunidade ribossomal 5.8S,

um gene com expressao constitutiva em Saccharomyces cerevisiae.

3.11.3 Primers utilizados nas qRT- PCRs

Os primers para a amplificacdo do gene OLE1 YHRO87W e HSP2 foram
desenhados tendo como base a sequéncia do gene depositada no SGD
(Saccharomyces Genome Database). Como controle enddgeno foi utilizado o
gene que codifica a subunidade ribossomal 5.8S de leveduras, amplamente
utilizado na literatura em experimentos de PCR em tempo real. A sequéncia dos
primers, bem como as concentracdes utilizadas e sua eficiéncia testada para o

experimento de qRT-PCR est&o descritos na tabela 6.
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Tabela 6. Sequencias e concentra¢des 6timas dos primes utilizados no PCR em tempo
real (QRT-PCR).

Gene Sequencia Concentragdo.(uM) Eficiéncia
F/IR

5.85-F  CCCCAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG 100/100 98%
5.85-R GCCAAATGACGCTCAAACAGGC
HSP-F  5-GATTCGGATCCGGTATTCAAAAAAGCAAACA 3' 100/100 97,72%
HSP-R  5-GATCCTCGAGGAAGTAGAAGTAGGCAAGAC 3'
YHR-F  5-TTAGCAAACACACCCGCAAAGG 3 100/150 95,07%
YHR-R  5-ACCGAAACCAGATGGGAACAGG 3'
OLE1F 5-GTCTACCGTCACTCAAATGC -3 150/150 97,70 %

OLEIR 5-CCAGTTTCGTAGATTTCACCTC -3’

3.11.4 PadronizagOes dos primers para utilizacdo nas qRT- PCRs

Em PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR), a concentracdo ideal
de primer a ser utilizada deve ser a minima suficiente para permitir a duplicacédo
de todas as cépias do material a cada ciclo de reacdo. Para isso, utilizando a
mesma quantidade de amostra, foram realizadas rea¢des contendo cada um dos
primers (sense e anti-sense) nas concentracdes de 100 nM, 200 nM e 300 nM.
Todas as combinacdes possiveis destas concentracdes foram utilizadas, porém
foi escolhida a menor concentracéo que nédo verificou-se a formacao de dimeros

de primers.

3.11.5 Analise dos dados do gRT-PCR

A expressao dos genes foi determinada de forma relativa. Dessa forma,
os valores de expressao foram normalizados em relacdo ao gene enddgenos,
5.8S. Os valores de Ct para cada gene estudado foi obtido em duplicata, para o
calculo da média aritmética dos resultados. Em seguida, foi obtido o valor de
delta Ct (ACt), que consiste na subtragédo do Ct do gene com o Ct do gene
endogeno. O proximo passo foi de determinacdo do delta-delta Ct (AACt), que
consiste na subtracdo do Ct das amostras testes (condicdo em que se deseja
avaliar as alteracdes na expressdo génica) com o Ct da amostra calibradora
(condicao controle). Assim, a expressao relativa foi calculada de acordo com a
formula 2—-22% fornecendo os resultados de variagdes da expressdo em relacdo

a amostra calibradora.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizagc6es molecular da populacédo de leveduras das dornas de

fermentacao.

A caracterizacdo molecular dos isolados do banco de leveduras, a fim
de diferenciar os isolados entre si, foi realizada por PCR baseado na
amplificac@o de regides polimérficas (46). Para tanto, um total de 289 isolados
foram caracterizados molecularmente e como resultado obteve-se 157 linhagens
identificadas como sendo diferentes entre si. O gréafico da figura 6 mostra a
porcentagem de leveduras diferentes encontradas neste banco de leveduras.
Pode-se notar que a linhagem LBGAS87 foi a mais prevalente durante toda a
amostragem. Nosso laboratorio vem analisando a dindmica de leveduras nas
dornas de fermentacdo desta usina anualmente e, curiosamente, esta linhagem

continua sendo a mais prevalente (dados ndo mostrados).
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Figura 6 - Identificagdo das linhagens mais prevalentes ao longo da safra na Usina

Sao Luiz entre as safras de 2010 a 2012.
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Porcentagem de linhagens de leveduras isoladas do processo de producgéo de etanol
da usina Sao luiz, localizada na cidade de Ourinhos —SP. 25 linhagens foram mais
predominantes no banco e a linhagem LBGAO087 foi a mais prevalente.

4.2 Linhagens com caracteristicas de termotolerancia isoladas do

processo produtivo

As leveduras isoladas foram avaliadas quanto a capacidade de
crescimento em temperatura elevada através do cultivo dos isolados e da
linhagem de referéncia CAT-1 em meio YPD solido a 40°C. Apoés estas analises
foi possivel a obtengdo de oito isolados com potencial caracteristica de
termotolerancia (figura 7). As linhagens 22, 30, 69, 157 e 175 apresentaram
crescimento em todas as diluicbes na temperatura de 40°C apos 24h de
incubacdo. Enquanto que a linhagem industrial CAT-1 n&o apresentou
crescimento a 40°C. Como pode ser observado, as linhagens 74, 76, 86
apresentaram crescimento evidente apenas até a segunda diluicdo. Embora
essas linhagens tenham apresentado esse perfil de crescimento, estas foram
também analisadas no teste posterior de consumo de glicose. Na condicao
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controle de 30°C pode ser notado que todas as linhagens apresentaram
crescimento em todas as diluigdes.

Figura 7 - Identificacdo de linhagens termotolerantes.
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As linhagens foram diluidas em série, plaqueadas em meio solido YPD 2% e incubadas
em diferentes temperaturas (30 e 40°C). Linhagens foram consideradas termotolerantes
guando o crescimento observado a 40°C foi semelhante a condi¢do controle de 30°C.

4.2.2 Analise do consumo de glicose em leveduras termotolerantes

comparando com a linhagem industrial CAT-1

Para melhor caracterizar as oito linhagens identificadas como
termotolerantes, estas foram avaliadas quanto a capacidade de consumir glicose
em YPD (40 g/L), a 30 e 40°C. Os resultados foram comparados a linhagem

industrial CAT-1 e estdo apresentados na figura 8.
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Figura 8 - Consumo de glicose durante fermentacdo em meio YPD 4% (40 g/L

glicose).
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As linhagens 30,69,157 e 175 apresentaram consumo de glicose mais rapido que a linhagem
industrial CAT-1 em ambas as condi¢6es (30 e 40°C).

Pode se observar que a 40°C, quatro isolados sendo estes, as leveduras

identificadas como, 30, 69, 157 e 175 apresentaram comportamento parecido

entre si, consumindo a glicose em menor tempo que a levedura industrial CAT-

1. A linhagem 30 foi capaz de consumir a glicose a 30° e 40°C em 6 horas de
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experimento. A linhagem 69, também foi capaz de consumir toda a glicose do
meio em 6 horas de experimento a 30 e 40°C. A linhagem 157, consumiu toda a
glicose a 40°C em 6 horas, enquanto que a 30° consumiu toda a glicose em 8
horas. Para a linhagem 175, o consumo de toda a glicose aconteceu em 6 horas
tanto a 30 quanto a 40°C. No entanto, as outras 4 linhagens ndo apresentaram
um consumo de glicose satisfatorio. Pode se observar que a linhagem 74 foi
capaz de consumir aproximadamente apenas 50% da glicose durante as 8 horas
de experimento a 30 e 40°C. A linhagem 76 apresentou acucar residual ao final
das 8 horas de experimento a 30 e 40°C. As linhagens 22 e 86 também né&o
foram capazes de consumir toda a glicose ao longo do experimento, sendo que
as linhagens 22 e 86 consumiram apenas 10 % do total de glicose ao longo das
8 horas.

Inesperadamente, a linhagem controle CAT-1 consumiu toda a glicose
em 8 horas tanto a 30°C quanto a 40 °C.

Assim, com esses resultados, as linhagens 30, 69, 157 e 175 foram
escolhidas para as analises posteriores e renomeadas da seguinte forma:
AZJ01, AZJ02, AZJ04 e AZJ05, respectivamente. Essas linhagens foram
selecionadas para as andlises posteriores devido ao fato de serem capazes de
consumir em menor tempo toda a glicose, principalmente a 40°C. Pode-se notar
gue as quatro linhagens isoladas apresentam perfil diferentes entre si e por isso

foram identificadas individualmente.
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Figura 9 - Genotipagem das linhagens isoladas como termotolerantes.
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Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 2%. Marcador
de massa molecular 1Kb.. As linhagens termotolerantes estdo identificadas como
AZJ01, AZJ02, AZJ04 e AZJ05. P1-P4- Iniciadores utilizados para a amplificacdo dos
fragmentos por PCR. As quatro linhagens testadas apresentaram padrdes diferentes de
amplificagéo.

4.3 Identificagbes molecular dos isolados por sequenciamento

Para que essas linhagens termotolerante fossem identificadas como
sendo leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, foi realizado o
sequenciamento da subunidade 18S do DNA ribossomal das leveduras. O
resultado do sequenciamento foi submetido a comparacdo com sequéncias do
banco de dados GenBank utilizando a ferramenta BLASTn da plataforma do
NCBI. O resultado da analise identificou todas as leveduras como pertencentes

a espécie Saccaromyces cerevisiae.

4.5 AvaliagOes do crescimento sob condi¢cdes de estresse

Buscando melhor caracterizar as leveduras em relacdo a capacidade de
crescer em condicdes de estresses existentes na producao industrial de etanol,
tais como concentragbes elevadas de etanol e de agucares, bem como o
tratamento acido que as leveduras sao submetidas a cada ciclo de fermentacéo.

As leveduras foram avaliadas nessas condi¢cOes de estresse.
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4.5.1 Testes de fixacdo da caracteristica de termotolerancia

Uma vez que o objetivo desse trabalho é o estudo de genes relacionados
as caracteristicas de termotolerancia, foi realizado um experimento para
aumentar a fixacao desta caracteristica. As leveduras previamente selecionadas
como resistentes a temperatura de 40°C foram submetidas a um teste para
verificar a capacidade de fixar a caracteristica de termotolerancia, apés
passarem por diversos ciclos de crescimento na temperatura de 40°C. Ao longo
de 9 dias essas leveduras foram incubadas em meio YPD 2%, sendo que a cada
ciclo de crescimento (8h), 20% do contetudo de células eram transferidos para
um novo meio de cultivo. Apos esse periodo, as células foram avaliadas quanto
a sua capacidade de crescimento e viabilidade nas temperaturas de 30 e 40°C.

Pode se observar que ap0s passar por um longo periodo de crescimento
na temperatura de 40°C essas linhagens apresentaram uma preferéncia maior

de crescimento nesta condicdo do que a 30°C (figura 12).

Figura 10 - Analise da viabilidade celular das leveduras termotolerantes apés 27

ciclos de crescimento em condi¢gdes de estresse.
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Perfil de crescimento das linhagens termotolerantes em meio sélido YPD 2% apés 27
ciclos de crescimento na temperatura de 30 e 40°C em meio liquido YPD 2% sob
agitacdo de 180rpm. As quatro linhagens apresentaram uma capacidade aumentada de
crescimento na condicdo de estresse, sugerindo a fixacdo de caracteristicas
termotolerancia.
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4.4.1 Fotomicrografia das leveduras termotolerantes

Para visualizar a morfolégia das células de leveduras termotolerantes de
Saccharomyces cerevisiae foi realizado uma fotomicrografia dessas leveduras e
da levedura de referéncia CAT-1, ap0Os o cultivo por 16 horas em meio liquido
YPD 2% nas temperaturas de 30 e 40°C. Na figura 11 encontram-se as imagens
das leveduras termotolerantes e da linhagem CAT-1 utilizada como controle de
comparagao.

Figura 11 Fotomicrografia das leveduras termotolerantes.

)

Fotomicrografia em microscopio Otico em aumento de 40x na lente objetiva. A
fotomicrografia evidencia o perfil morfoldgico das linhagens de leveduras previmente
inoculadas overnigth nas temperaturas de 30 e 40°C. Observa-se que a linhagem CAT-
1 a 40°C apresenta possui menor tamanho a 40°C, além de ter menos células de
leveduras nessa condigéo.

Os isolados AZJO1, AZJ0O2, AZJO4 e AZJO5 cultivados a 30°C
apresentaram aparéncia arredondada e presenca de brotamentos. No entanto,
a linhagem CAT-1 apresentou células arredondadas e em formato eliptico, e
também células com brotamentos. Na temperatura de 40°C as células das
leveduras termotolerantes mantiveram o mesmo perfil fenotipico que a 30°C. No
entanto, a linhagem CAT-1 apresentou um tamanho muito diminuido a 40°C.
Além disso a concentracao celular tanto de CAT-1 quanto da AZJO5 diminuiu

consideravelmente.
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4.4.2 Avaliagéo do perfil de crescimento das leveduras termotolerantes

Para melhor caracterizar o crescimento das linhagens resistentes as
temperaturas foram realizadas experimentos de crescimento em frascos de
50ml, contendo 20 ml de meio liquido YPD 2% com densidade 6tica inicial de 0,1
D.Oes0onm. Por meio deste foram tragadas curvas de crescimento realizados nas
temperaturas de 30°C (controle) e 40°C sob agitacdo de 180rpm por um periodo
de 8h. Os resultados das curvas de crescimento das linhagens AZJ01, AZJ02,
AZJ04, AZJO5 em comparacao com a linhagem CAT-1, estdo apresentados na
figura 12.

Como o esperado, todas as linhagens cresceram a 30°C apresentando a
fase lag (fase de adaptacdo) com um periodo de cerca de 2h, seguido pela fase
exponencial. Na temperatura de 40°C as linhagens termotolerantes também
apresentaram fase lag com um periodo de 2 horas, porém apresentando maior
crescimento que a 30°C. Para a linhagem CAT a 40°C foi observado que a fase
lag se estendeu por todo o periodo de 8 horas de crescimento, ndo foi detectado

a fase log nessa linhagem.
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Figura 12 - Determinacdo do crescimento de e leveduras termotolerantes a 40°C e
na condi¢cdo controle de 30°C.
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Curva de crescimento em meio YPD 2% a 30 e 40°C sob agitagéo (180 rpm) ao longo
de 8 horas das linhagens identificadas como termotolerantes AZJ01, AZJ02, AZJ04 e
AZJ05 em comparacao com a linhagem industrial CAT-1. Observa-se que as linhagens
termotolerantes apresentam maior taxa de crescimento tanto a 30°C quanto a 40°C que
a linhagem industrial CAT-1.

4.5.2 Crescimentos em meio liquido YPD 2% pH 2

No processo industrial de fermentacdo, ap6s o final de cada ciclo
fermentativo, o mosto fermentado é centrifugado. Isso € realizado para que a
levedura seja separada do mosto, que € direcionado para as torres de destilacao.
Apdés esse processo, as leveduras passam por um processo de
descontaminacéo com acido sulfarico (pH aproximadamente 2). Com o intuito de
analisar os efeitos do tratamento acido nas leveduras, estas foram submetidas
ao tratamento com &cido sulfarico por 4h e posteriormente plaqueadas em
diferentes diluicdes em meio solido YPD 2%. Além disso, foi realizado uma curva
de crescimento em pH 2 ao longo de 8 horas.

Como pode ser visualizado na figura 13, as linhagens termotolerantes e a
linhagem controle CAT-1, apdés tratamento acido por 4 horas apresentaram perfil

de crescimento semelhantes apés o tratamento acido, com uma pequena queda



48

de viabilidade. Isso demonstra que todas essas linhagens séo resistentes ao

tratamento acido.

Figura 13 Determinacdo da viabilidade celular de leveduras termotolerantes ap6s
o tratamento &cido.
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Perfil de crescimento em meio sélido YPD 2% apds tratamento acido em solugéo de
agua e acido sulfarico por 4h em pH 2 e pH 6 (condicdo de controle) sob agitacédo
(180rpm) em temperatura ambiente. Observa-se a capacidade resisténcia ao tratamento
acido tanto das linhagens termotolerantes quanto da CAT-1.

No entanto, ao avaliar o crescimento celular dessas em meio YPD liquido
em pH=2, conforme esperado, nenhum crescimento foi observado, porém as
células se mantiveram viaveis mesmo apos 8 horas nesta condi¢édo (Figura 14).
Este resultado mostra o carater inibitorio do tratamento acido sob as células, que
nao inviabiliza as leveduras isoladas. As células se mantiveram viaveis até o fim

do experimento.
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Figura 14 - Crescimento de leveduras termotolerantes em meio YPD 2% em pH=2

e pH=6.
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Curva de crescimento em meio YPD 2% com valores de pH de 2 e 6 sob agitacdo (180
rpm) ao longo de 8 horas das linhagens identificadas como termotolerantes AZJO1,
AZJ02, AZJ04 e AZJO5 em comparagdo com a linhagem industrial CAT-1. Observa-se
que todas as linhagens nao cresceram em meio YPD 2% com pH 2.

4.5.3 Crescimentos em YPD 14% etanol

Os processos fermentativos necessitam de linhagens de leveduras
capazes de suportar a altas concentracdes de etanol. Portanto, para a analise
de viabilidade em estresse de etanol, as leveduras foram crescidas por 16 horas
em meio liquido YPD 2%, e posteriormente inoculadas em meio liquido com
DOe00=0,1 por 4h de crescimento a 30°C sob agitacdo del180 rpm, para que duas
geracdes destas linhagens fossem formadas. Apos este periodo, foi adicionado
etanol ao meio de cultura, para que ficasse com uma concentracgéo final de 8 e
14% (v/v). Ao final do experimento essas leveduras foram avaliadas quanto ao
crescimento e viabilidade pela técnica de gotejamento (dropout) em diferentes
diluicbes em meio solido e incubadas durante 24 horas a 30°C.

Os resultados evidenciam a capacidade de resisténcia das leveduras
termotolerantes e da linhagem industrial CAT-1 na condigédo de 8% de etanol.
Este resultado ja era esperado, uma vez que essa concentracdo normalmente é

encontrada ao final do processo fermentativo nas usinas e com o qual a levedura
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CAT-1 estd bem adaptada. No entanto em concentragfes superiores, a levedura
CAT-1 teve uma importante redugcéo em sua viabilidade, enquanto as linhagens
termotolerantes isoladas apresentaram crescimento semelhante ao observado

sem a adicao de etanol, figura 15.

Figura 15 Determinacdo da viabilidade celular de leveduras termotolerantes em

altas concentracfes de etanol.
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106 105

Perfil de crescimento em meio sélido YPD 2% apoOs estresse de etanol nas
concentracdes de 8 e 14% por 5h sob agitacdo (180rpm) a 30°C. Observa-se a perda
de viabilidade linhagem CAT-1 na concentracéo de 14% de etanol.

4.5.4 Crescimentos em meio sélido estresse osmotico

Para o experimento de resisténcia osmotica, as leveduras foram
incubadas em meio liquido YPD 2% por 16 horas, posteriormente foi realizado
uma diluicdo em série em meio YPD agar suplementado com 20% de glicose e
as placas incubadas a 30 e 40°C. Pode-se observar na figura 16 que todas as
leveduras cresceram a 30°C, porem o controle CAT-1 néo cresceu a 40°C, o que
ja era esperado uma vez que essas linhagens ndo possuem a caracteristica de
crescer a 40°C. Contudo as leveduras termotolerantes n&o tiveram o
crescimento afetado a 40°C em meio YPD solido suplementado com 20% de
glicose. Esse resultado evidencia que a concentracdo de aclUcar néo foi
suficiente para inibir por estresse osmoético nenhuma das linhagens nesse
experimento. Novos experimentos estdo sendo conduzidos em concentracdes
crescentes de glicose para a avaliacdo da concentracao limite de crescimento

de cada linhagem.
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Figura 16 Determinacdo da viabilidade celular de leveduras termotolerantes em

altas concentrac8es de acucar.
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Perfil de crescimento em meio sélido YPD suplementado com 20% de glicose e
crescimento a 30 e 40°C. Observa-se a capacidade resisténcia ao estresse osmético de
todas as linhagens na condicédo de 30°C e perda de viabilidade da linhagem CAT-1 a
40°C.

4.6 Ensaio Fermentativo

As figuras 17 e 18 mostram o perfil fermentativo das linhagens AZJ01,
AZJ02, AZJ04, AZJ05 e CAT-1 em 100ml de meio fermentativo acrescido de 100
g/L de sacarose com concentragao celular de aproximadamente 4 g/L, a 30°C e
40°C respectivamente. A 30°C as linhagens consumiram acucar de modo distinto
entre si, assim o rendimento fermentativo foi diferente entre elas, tabela 7. Pode
se observar na figura 17 que a linhagem AZJO1 foi a que apresentou maior
consumo de ART (acUcar redutor total), produzindo 34,18 g/L de etanol, as
linhagens AZJ02, AZJ04, AZJ0O5 e CAT produziram 32 g/L, 2,55 g/L, 19,08 g/L e
30,52 g/L de etanol respectivamente, figura 18.

A 40°C as leveduras apresentaram um comportamento bastante diferente.
A linhagem AZJO1 foi capaz de consumir todo o ART e produziu 35,65 g/L de
etanol, aumentando assim seu rendimento (tabela 8). A linhagem AZJ02
consumiu menos ART e produziu menos etanol, mantendo o rendimento bem
proximo que a 30°C. A linhagem AZJ04 teve um aumento no consumo de ART
(70,82 g/L final) e na producgao de etanol (5,87 g/L final), aumentando assim seu
rendimento. A linhagem AZJO5 diminuiu o etanol produzido (11,22 g/L) e 0 ART

consumido também diminuiu (53,3g/L final). A linhagem CAT-1 produziu menos
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etanol (23,22 g/L) e consumiu menos ART (42,22 g/L final), consequentemente

diminui seu rendimento.

Figura 17. Ensaio Fermentativo das linhagens termotolerantes comparado com
alinhagem industrial CAT-1.

Consumo de ART
100-

804

ART (g/L)

Ensaio fermentativo a 30°C e 40°C com concentragdo célular de aproximadamente
4g/L em 100mL de meio fermentativo com 100g/L de sacarose. Consumo de agucar
redutor total (ART).
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Figura 18. Ensaio fermentativo utilizando as linhagens termotolerantes em

comparacdo com alinhagem industrial CAT-1

Producao de etanol

O\
%%
N
N

S0

Etanol (g/L)

30°C 40°C

Ensaio fermentativo a 30°C com concentracdo célula de aproximadamente 4g/L em
100mL de meio fermentativo com 100g/L de sacarose. Producéo de etanol.

Tabela 7. Ensaio fermentativo das leveduras termotolerantes comparadas a
linhagem industrial CAT-1 a 30°C

Linhagem  Sacarose Sacarose Etanol Etanol Yps (g Glicerol Rendimento

inicial final (g.L- inicial final (g.L- etanol/g (g.LY) (%)
(g.LY) O] (g.LY) 0] sacarose)

AZJ01 114,87 2,73 0 34,18 0,3 6,86 59,65

AZJ02 102,72 9,1 0 32,47 0,35 7,50 67,87

AZJ04 100,64 85,54 0 2,55 0,17 1,01 33,04

AZJ05 104,37 36,95 0 19,08 0,28 5,46 55,38

CAT-1 106,95 32,84 0 30,52 0,41 2,28 80,59

Ensaio fermentativo a 30°C com concentragdo célula de aproximadamente 4g/L em
100mL de meio fermentativo com 100g/L de sacarose. Producdo de etanol e consumo
de acgucar redutor total (ART).
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Tabela 8. Ensaio fermentativo das leveduras termotolerantes comparadas a
linhagem industrial CAT-1 a 40°C

Linhagem de Sacarose Sacarose Etanol Etanol Yps (g Glicerol Rendimento
levedura inicial final (g.L- inicial  final (g.L- etanol/g (g.L Y (%)
(g.LY) D) (g.LY) D) sacarose)

AZJ01 114,87 0 0 35,65 0,31 6,79 60,73
AZJ02 102,72 22,34 0 27,10 0,34 7,63 65,98
AZJ04 100,64 70,82 0 5,87 0,2 2,29 38,52
AZJO5 104,37 53,31 0 11,22 0,22 3,92 43
CAT-1 106,95 42,22 0 23,22 0,36 1,29 70,2

Ensaio fermentativo a 40°C com concentracdo célula de aproximadamente 4g/L em
100mL de meio fermentativo com 100g/L de sacarose. Producdo de etanol e consumo
de acucar redutor total (ART).

4.7 Analise de expressao dos genes OLE1, YHRO87W e HSP26

Uma vez identificadas as linhagens termotolerantes e tendo visto que 0s
resultados eram bastante promissores resolvemos avaliar a expressao de genes
destacados na literatura por terem sua expressao regulada por diferentes tipos
de estresses. Desse modo, avaliamos a expresséo dos genes HSP26, OLE1 e
YHRO087W nas linhagens termotolerantes durante a fermentacao, utilizando meio
YPD com 4% glicose. O experimento foi realizado a 40°C na condi¢ao teste e
30°C na situacdo controle, utilizando uma concentracdo inicial de inoculo
correspondente a 1,5g/L. Durante a fermentacdo foram avaliados o consumo de
glicose e 0 aumento da concentracao celular.

Como pode ser observado o consumo de glicose foi semelhante entre
todas as linhagens termotolerantes estudados, sendo que, conforme o esperado,
todas consumiram toda a glicose no tempo de 6 horas (figura 19-D). O
crescimento, assim como o consumo de glicose também foi semelhante em
ambas as temperaturas (figura 19-E)

Os resultados de expressdo génica mostraram um aumento gradativo na
expressao de HSP26 para as linhagens termotolerantes AZJO1 e AZJ04 quando

crescidas a 30°C. Ja a linhagem AZJO5 apresentou um pico na expressao deste
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gene no meio do processo fermentativo. Quando a fermentacao ocorreu a 40°C
percebe-se que o perfil de expressdo se mantém, no entanto com uma
quantidade relativa muito maior da producdo do RNA mensageiro que codifica
para esta proteina (figura 19-A).

Para o gene OLE1, observa-se um aumento importante e gradativo de sua
expressao apenas na linhagem termotolerante AZJO1, enquanto que para as
outras duas ocorre um pico de expressao no meio do processo fermentativo a
30°C. Quando a fermentacédo ocorre a 40°C nota-se uma reducao importante na
expressao deste gene para a linhagem AZJO1, enquanto a linhagem AZJO4
apresenta um aumento gradativo da expressao deste gene e ao final do processo
fermentativo apresenta um nivel elevado de expressdo. A linhagem AZJ05
apresentou um perfil de expressdo semelhante ao observado a 30°C com um
pequeno aumento de quantidade (figura 19-B).

O gene YHRO087W apresentou o mesmo perfil transcricional ao longo da
fermentacdo a 30°C em todas as linhagens termotolerantes, com um pico de
expressdo no meio do processo. Vale notar que para as linhagens AZJO1 e
AZJO05 o nivel de expressao foi superior ao encontrado para a linhagem AZJO04.
Quando a fermentacdo ocorreu a 40°C, a expressdo deste gene foi muito
aumentada no final do processo fermentativo em todas as linhagens analisadas
(figura 19-C).
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Figura 19 — Analise da expressao génica, consumo de glicose e crescimento de

linhagens termotolerantes.
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A expressao génica foi realizada por gRT-PCR e a expressao relativa foi calculada de
acordo com a férmula 2--CT. A quantificacdo da concentracdo de glicose foi realizada
através do método enzimatico da glicose oxidase e o crescimento medido através de
medida em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 600nm (DOsoo).
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5. DISCUSSAO

O processo de fermentacdo industrial ndo apresenta um ambiente
favoravel para as leveduras, que estdo sujeitas a diferentes condi¢cdes de
estresse, sendo a competicdo com outros microorganismos, principalmente
leveduras selvagens, um dos mais bem estudados na literatura. Entender o
processo da dinamica de sucesséo de linhagens tem sido os esfor¢cos de varios
pesquisadores ao longo dos anos. Ao investigar a dinamica de sucesséo de
leveduras em varias usinas do estado de S&o Paulo, Basso e colaboradores
isolaram 4 linhagens denominadas PE-2 (isolada na usina da Pedra), CAT-1
(isolada na usina Catanduva), SA-1 (isolada na usina Santa Adélia) e BG-1
(isolada na usina de Barra Grande) (5) . Efetivamente as duas primeiras se
estabeleceram em aproximadamente 60% das usinas do estado de S&ao Paulo,
sendo responsaveis por quase 15% da producdo mundial de etanol (3). No
entanto com a modificacdo da matéria prima e dos processos para a obtencao
de etanol, fica evidente a necessidade de isolamento de novas linhagens.

Nosso grupo vem estudando a dinamica de populagédo de leveduras
desde 2009. Como mostra a figura 6, existe uma prevaléncia de linhagens
especificas em cada usina. Em nossos resultados encontramos a prevaléncia de
uma linhagem (LBGA87) que se mostrou muito bem adaptada ao processo da
usina estudada. Ela vem sendo prevalente nas amostragens dos ultimos 8 anos
e por isso vem sendo estudada pela usina em colaboracdo com nosso
laboratorio, para uma possivel implantacdo desta linhagem na safra.

Apesar da identificagdo de leveduras personalizadas ser muito
importante para a melhora do processo de producéo, alteragdes como o0 aumento
de temperatura podem influenciar negativamente neste processo. As
fermentacdes nas usinas de produgéo de etanol ocorrem em temperaturas que
variam entre 30 e 35°C. No entanto, em usinas localizadas em regiées mais
quentes a fermentacao pode facilmente exceder essa faixa de temperatura. 1Sso
ocorre, devido as maiores dificuldades no resfriamento do processo. Como
consequéncia, pode causar quedas na producdo devido a perda de viabilidade

de leveduras sensiveis a temperatura.
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A utilizacdo de levedura termotolerantes pode ser uma estratégia para
contornar esta problematica. Diversos estudos tém sido realizados no sentido de
se isolar leveduras com tais caracteristicas, tanto, para o processo de etanol de
primeira quanto de segunda geracao (47).

Nesse trabalho, apresentamos oito linhagens de leveduras isoladas do
processo produtivo capazes de crescerem a 40°C, mostrando viabilidade
superior a linhagem industrial CAT-1 quando incubadas nessa condicdo em meio
sélido (figura 7). Isso sugere que essas linhagens apresentam mecanismos de
resisténcia celular a temperatura mais elevada. Ha trabalho na literatura que
confirmando que a temperatura limite de crescimento para a linhagem de
referéncia CAT-1 é de 39°C, temperatura na qual seu crescimento ja € bastante
prejudicado (48). Isso impossibilita o uso desta linhagem em processos de
fermentacdo em altas temperaturas.

A capacidade de fermentar em temperatura mais elevada e de fermentar
em periodo de tempo menor, sdo caracteristicas desejadas em processos
industriais, uma vez que em temperatura mais elevada a competicdo dessas
leveduras com outros microrganismos que invadem o processo de producao
seria bastante diminuida. Nossos resultados mostraram que dentre as 8
linhagens selecionadas, 4 apresentaram um consumo de glicose superior ao da
linhagem industrial CAT-1 (figura 8) evidenciando um potencial de aplicacdo
industrial interessante.

Possuir maior consumo de glicose em menor tempo, apesar de ser uma
caracteristica interessante, pode ndo estar diretamente relacionada com um
aumento na producao de etanol. Isto porque o metabolismo deste aglcar pode
estar sendo direcionado para a producdo de outros metabolitos, como por
exemplo o glicerol ou até mesmo para a producao de biomassa (14). Além disso,
€ importante que a levedura a ser utilizada seja da espécie S. cerevisiae, pois
esta linhagem € extremamente adaptada ao processo de producéo brasileiro.
Sabe-se que existe a possibilidade de outras espécies se estabelecerem nas
dornas de fermentacéo, sendo algumas delas com um perfil de termotolerancia
conhecido, como € o0 caso da levedura da espécie kluyveromyces.
marxianus.(49). As linhagens termotolerantes isoladas neste trabalho foram
identificadas como S. cerevisiae e portanto de interesse para aplicacédo

industrial.
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Em relacdo a producéo de etanol, nossos resultados mostraram que as
linhagens AZJO1 e AZJO2 foram as mais promissoras, produzindo niveis
proximos ao da levedura industrial CAT-1. Vale salientar que o rendimento
destas linhagens ndo foi alterado quando comparadas as diferentes
temperaturas (tabela 7 e 8).

Além da necessidade de leveduras com excelente capacidade
fermentativa, também é necessario que sejam capazes de suportar as diversas
condicles de estresse existentes no processo produtivo, tais como estresse por
etanol, estresse osmotico e de pH entre outros. Antes de avaliar o perfil de
resisténcia desses isolados, essas linhagens foram expostas continuamente na
temperatura de 40°C por varias geracfes, afim de se obter geragcdes com o
fendtipo da termotolerancia fixado. De forma interessante, ap0s diversos ciclos
fermentativos as leveduras termotolerantes passaram a crescer mais
rapidamente na temperatura elevada (figura 10), evidenciando sua possivel
aplicacdo em processos de producao industrial de etanol. Além disso, para a
producao destas linhagens faz-se necessario seu cultivo antes do inicio da safra
e por isso a proliferacdo celular € de suma importancia. Mais uma vez as
linhagens termotolerantes se destacaram, pois apresentam uma maior producéo
de biomassa que a levedura CAT-1 tanto a 30 quanto a 40°C (figura 12).

Em resposta as condi¢cdes de estresses o perfil morfoldgico da levedura
pode ser alterado. Diversos relatos de literatura, evidenciam que linhagens de
levedura, quando colocadas em condi¢des estressantes, diminuem de tamanho
e/ou diminuem sua proliferagéo (50). Os resultados apresentados na figura 11
mostraram nado ser esse o0 caso das linhagens isoladas neste trabalho, uma vez
gue os isolados apresentaram o mesmo perfil morfolégico tanto a 30 quanto a
40°C. Além disso, néo foi verificado a formacdo de pseudohifas que € uma
ocorréncia frequente e relacionada a resposta ao estresse ambiental. Além
disso, essa caracteristica morfologica € indesejavel para a producao industrial,
uma vez que esta associada a floculagdo e como consequéncia perdas de
producao (5).

O aumento da concentracdo de glicose pode causar estresse osmotico
nas leveduras, sendo um limitante do processo (5). Nas condi¢gbes testadas
neste trabalho, ndo foi verificado efeito do estresse osmotico nos isolados (figura

16). Com o aumento da concentracgao inicial de agucar, quantidades maiores de
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etanol poderiam ser produzidas no mesmo intervalo de tempo. No entanto, para
que isso seja possivel, € necessario também que as linhagens sejam resistentes
a concentracdes maiores de etanol. Linhagens industriais sdo resistentes até
concentracfes na faixa de 8-11% (v/v) que é a concentracéo limite atualmente
utilizada nas usinas brasileiras (5). Os isolados termotolerantes apresentaram
resisténcia a concentragbes de 14% de etanol (figura 15), sendo portanto
possivel sua aplicacdo em condic¢des industriais com maiores concentracdes de
ART iniciais.

O pH é outro importante fator de estresse que ocorre ao longo da
fermentacao industrial uma vez que no Brasil ocorre o reciclo de linhagens e para
minimizar as contaminagdes sao realizados tratamento acido em pH entre 2,5 e
3,5 utilizando para isso o acido sulfarico. A exposicao das leveduras ao pH baixo
afeta o metabolismo da célula e poderia implicar em um aumento da morte
celular (30). Assim é importante que a viabilidade seja mantida apos este
tratamento, possibilitando a fermentacdo apds o reciclo. Os resultados
mostraram que todas as linhagens apresentaram alta viabilidade apés o
tratamento &cido, mantendo as caracteristicas fermentativas (figuras 13 e 14).

Nos ensaios fermentativos realizados, os resultados mostraram que as
leveduras termotolerantes, direcionaram uma parte do consumo de substrato
tanto para a producédo de glicerol quanto para a producdo de biomassa. E
conhecido na literatura que niveis aumentados de glicerol estao relacionados
com a protecao da célula a diferentes tipos de estresse (51). Essa protecéo pode
ser benéfica, uma vez que, a instalacdo de processos fermentativos em altas
temperaturas, a competicdo com outros microrganismos seria reduzida. Isto
tornaria 0 processo muito mais estavel gerando, ao longo da safra, ganho
significativo no volume total de etanol produzido. Além disso, noSsos ensaios
foram realizados com concentracdes celulares inferiores (4 g.L) as utilizadas
pelas usinas (10 g.LY). Ensaios com maior concentracéo celular inicial poderéo
indicar um desvio menor de ART para estes processos, uma vez que as
linhagens ja estariam adaptadas e em concentracdes limitantes para sua
proliferacao.

Entender os processos metabdlicos que levam a aquisi¢cdo de resisténcia
aos diferentes fatores de estresse durante o processo fermentativo vem sendo

foco de diferentes estudos. Experimentos que identificam a expresséao diferencial



61

de genes em resposta ao estresse por etanol, ja € descrito na literatura. (52).
Adicionalmente, experimentos mostrando a expressao em diversas leveduras de
genes relacionados a osmotolerancia, estresse oxidativo, metabolismo de
trealose e temperatura também ja foram descritos na literatura (53). No- entanto,
com relacdo ao processo fermentativo utilizando leveduras termotolerantes para
a obtencéo do etanol, sdo poucos os dados descritos, principalmente porque a
obtencéo de isolados com potenciais caracteristicas de aplicacdo séao dificeis.
Uma vez que os isolados deste estudo apresentaram caracteristicas importantes
para a aplicagéo industrial, investimos esfor¢os na caracterizagao da expressao
de 3 genes j& descritos na literatura como relacionados a diferentes tipos de
estresse. O gene HSP26 ja foi descrito como sendo responsavel por proteger a
célula de estresse causado pelo aumento da temperatura (44). Além disso, ja foi
relatado que sua expresséo pode nao estar relacionada com a via de biossintese
de glicerol quando as células de Saccharomyces cerevisiae sdo expostas em
condicBes de estresse osmatico (38). Corroborando os dados da literatura,
nossos resultados mostraram um aumento importante da expresséao deste gene
na fase final do processo fermentativo nas leveduras termotolerantes em
condicdes fermentativas de 40°C. A expressao aumentada desse gene também
pode estar relacionada em resposta ao estresse por etanol (52).

O mesmo aumento de expresséao foi observado para o gene YHRO87W.
A expressao deste gene ocorre em resposta ao estresse osmotico, também ja
foi descrito como sendo um alvo importante na via de biossintese de glicerol (39).
Como niveis aumentados de glicerol foram observados nas linhagens
termotolerantes no processo de fermentacdo, esse aumento poderia estar
relacionado com a expressao do gene. A supressao deste gene poderia inibir a
producao de glicerol e talvez contribuir para um aumento na producéo de etanol.

JA o0 gene OLE1l que é responsavel por adicionar acido oleico nas
membranas lipidicas em resposta ao estresse por etanol, mostrou uma redugéo
de sua expressdo em 2 das 3 linhagens analisadas neste trabalho quando a
fermentacao foi conduzida a 40°C. Experimentos realizados em outras leveduras
mostram um aumento deste gene quando em condi¢des de estresse ao etanol.
Ao contrario disso, em analises realizadas em leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans mostrou uma relagdo negativa

deste gene em temperaturas elevadas (54). A diminuicdo da expresséao deste
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gene nas linhagens termotolerantes isoladas, pode estar relacionada a uma
diminuicdo da insaturacdo da membrana nas fases finais de fermentagcao, no
qual além do estresse de temperatura tém-se aliado ao estresse por etanol.
Dessa forma, seria um mecanismo de protecao celular para manter a viabilidade
destas linhagens. Assim, como se trata de uma expresséao relativa, apesar dos
niveis de expressao diminuirem na fase final da fermentacéo, é possivel que os
niveis iniciais de producao desta proteina ja fossem suficientes para a protecéo
da célula. Sabe-se que a delecdo deste gene é letal para a levedura, o que
dificulta experimentos de identificacdo de fungcdo. No entanto se mutantes
condicionais fossem produzidos de modo que a expressdo do gene fosse
inativada apdés o processo inicial de fermentacdo, seria possivel estabelecer
melhor esta relacdo. Para isso, seriam necessarios experimentos com

promotores especificos ativados apenas no inicio do processo fermentativo.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel a obtencdo de 4 linhagens termotolerantes isoladas do
processo de producédo industrial de etanol.

Essas linhagens mostraram-se superiores em consumo de glicose em
relacdo a linhagem industrial CAT-1.

As linhagens termotolerantes mostraram uma resisténcia superior a
concentracbes de etanol elevadas quando comparadas a linhagem
industrial CAT-1.

A resisténcia ao tratamento acido e osmotolerancia das linhagens
termotolerantes foi similar a linhagem industrial CAT-1.

Duas linhagens apresentaram rendimento fermentativo similares ao
apresentado pela linhagem industrial.

O acumulo de glicerol foi maior nas linhagens termotolerantes.

O padréo de expressédo génica dos genes HSP26, OLE1 e YHRO87W foi
alterado em relacdo a temperatura, sendo aumentado para 0s genes
HSP26 e YHR087W e reduzido para o gene OLE1 em fermentacfes em
alta temperatura.

Portanto, os resultados do presente trabalho contribuiram para uma
melhor caracterizacdo de leveduras termotolerantes da espécie
Saccharomyces cerevisiae isoladas da producéo industrial de etanol,
visando sua potencial utilizacdo na producdo de etanol nas industrias
sucroalcoleiras.

Outros experimentos poderdo ser realizados para entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na aquisicdo de tolerancia a altas
temperaturas, e assim indicar genes de interesse para o melhoramento
das linhagens a serem utilizadas no processo de producao industrial.

A implantacéo de processos fermentativos em altas temperaturas podera
trazer ganhos significativos na producao de etanol, contribuindo para que

o Brasil volte a ocupar o primeiro lugar neste segmento.



64

7. REFERENCIAS

10.

CONAB. ACOMPANHAMENTO DA SAFRA BRASILEIRA: Cana-de-agucar. 2016 abr. 2016
[cited 2016; Available from: http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arqui-
vos/16 04 18 14 27 15 boletim cana portugues - 1o lev - 16.pdf.

MINISTERIO DA AGRICULTURA, P.E.A. Producéo Brasileira de Cana-de-acticar, Agucar e
Etanol. 2017 [cited 2017; Available from: http://www.agricultura.gov.br/assuntos/sus-
tentabilidade/agroenergia/arquivos-precos/producao-brasileira-de-cana-de-acucar-
acucar-e-etanol.pdf.

Paulino de Souza, J., et al., Improvement of Brazilian bioethanol production — Challenges
and perspectives on the identification and genetic modification of new strains of Saccha-
romyces cerevisiae yeasts isolated during ethanol process. Fungal Biology, 2017.
Abreu-Cavalheiro, A. and G. Monteiro, Solving ethanol production problems with genet-
ically modified yeast strains. Braz J Microbiol, 2013. 44(3): p. 665-71.

Basso, L.C., et al., Yeast selection for fuel ethanol production in Brazil. FEMS Yeast Res,
2008. 8(7): p. 1155-63.

Wheals, A.E., et al., Fuel ethanol after 25 years. Trends Biotechnol, 1999. 17(12): p. 482-
7.

Amorim, H.V., et al., Scientific challenges of bioethanol production in Brazil. Appl Micro-
biol Biotechnol, 2011. 91(5): p. 1267-75.

Goffeau, A., et al., Life with 6000 genes. Science, 1996. 274(5287): p. 546, 563-7.
Montes de Oca, R., Salem, A.Z.M., 2Kholif, A.E., Monroy, H., Pérez, and Z. L.S., J.L.
and1Gutiérez, A., YEAST: DESCRIPTION AND STRUCTURE, in YEAST ADDITIVE AND ANI-
MAL PRODUCTION. 2016, Publisher: PubBioMed

FLEET, G.H., The yeasts: yeast

organelles, in Cell Walls. 1991, Academic Press: London.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Kogan, G. and A. Kocher, Role of yeast cell wall polysaccharides in pig nutrition and
health protection. Livestock Science, 2007. 109(1): p. 161-165.

LODISH, H.e.a., Biologia celular e molecular. Vol. 7. ed. 2014.

Mohammed, I., Gene expression profile of ethanol-stressed yeast in the presence of ac-
etaldehyde. 2007, Victoria University Australia.

Lima, U.d.A., L.C. Basso, and H.V.d. Amorim, Produg¢do de Etanol, in Biotecnologia indus-
trial. 2001, EDGARD BLUCHER: Sao Paulo, SP.

Albers, E., et al., Selective suppression of bacterial contaminants by process conditions
during lignocellulose based yeast fermentations. Biotechnology for Biofuels, 2011. 4: p.
59-59.

Cabrini, K.T. and C.R. Gallo, IDENTIFICACATO DE LEVEDURAS NO PROCESSO DE FERMEN-
TACAO ALCOOLICA EM USINA DO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL. Scientia Agricola,
1999. 56: p. 207-216.

Brexo, R.P. and A.S. Sant'Ana, Microbial interactions during sugar cane must fermenta-
tion for bioethanol production: does quorum sensing play a role? Crit Rev Biotechnol,
2018. 38(2): p. 231-244.

Schuller, D., et al., Survey of molecular methods for the typing of wine yeast strains.
FEMS Microbiology Letters, 2004. 231(1): p. 19-26.

Stewart, G.G. and |. Russell, Biochemistry and genetics of carbohydrate utilization by in-
dustrial yeast strains, in Pure and Applied Chemistry. 1987. p. 1493.

Argueso, J.L., et al., Genome structure of a Saccharomyces cerevisiae strain widely used
in bioethanol production. Genome Res, 2009. 19(12): p. 2258-70.

Dias, M.0.d.S,, et al., Sugarcane processing for ethanol and sugar in Brazil. Environmen-
tal Development, 2015. Volume 15: p. Pages 35-51.


http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/16_04_18_14_27_15_boletim_cana_portugues_-_1o_lev_-_16.pdf
http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/16_04_18_14_27_15_boletim_cana_portugues_-_1o_lev_-_16.pdf
http://www.agricultura.gov.br/assuntos/sustentabilidade/agroenergia/arquivos-precos/producao-brasileira-de-cana-de-acucar-acucar-e-etanol.pdf
http://www.agricultura.gov.br/assuntos/sustentabilidade/agroenergia/arquivos-precos/producao-brasileira-de-cana-de-acucar-acucar-e-etanol.pdf
http://www.agricultura.gov.br/assuntos/sustentabilidade/agroenergia/arquivos-precos/producao-brasileira-de-cana-de-acucar-acucar-e-etanol.pdf

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

65

0O.Basso, T, et al., Engineering topology and kinetics of sucrose metabolism in Saccharo-
myces cerevisiae for improved ethanol yield. Metabolic Engineering, 2011. Volume
13(Issue 6): p. 694-703.

Dorta, C,, et al., Synergism among lactic acid, sulfite, pH and ethanol in alcoholic fermen-
tation of Saccharomyces cerevisiae (PE-2 and M-26). World Journal of Microbiology and
Biotechnology, 2005. 22(2): p. 177.

Cartwright, C.P., et al., Ethanol Dissipates the Proton-motive Force across the Plasma
Membrane of Saccharomyces cerevisiae. Microbiology, 1986. 132(2): p. 369-377.

Miki, B.L., et al., Possible mechanism for flocculation interactions governed by gene FLO1
in Saccharomyces cerevisiae. Journal of Bacteriology, 1982. 150(2): p. 878-889.
Nonklang, S., et al., Construction of Flocculent <I>Kluyveromyces marxianus</I> Strains
Suitable for High-Temperature Ethanol Fermentation. Bioscience, Biotechnology, and Bi-
ochemistry, 2009. 73(5): p. 1090-1095.

Claro, F.B., K. Rijsbrack, and E.V. Soares, Flocculation onset in Saccharomyces cerevisiae:
effect of ethanol, heat and osmotic stress. Journal of Applied Microbiology, 2006. 102(3):
p. 693-700.

Gibbons William, R. and A. Westby Carl, Effects of sodium meta bisulfite on diffusion
fermentation of fodder beets for fuel ethanol production. Biotechnology and Bioengi-
neering, 1987. 30(7): p. 909-916.

Izawa, S., et al., Vacuolar morphology of Saccharomyces cerevisiae during the process of
wine making and Japanese sake brewing. Applied Microbiology and Biotechnology,
2010(Issue 1): p. 277-282.

Martini, S., et al., In vivo 13C-NMR and modelling study of metabolic yield response to
ethanol stress in a wild-type strain of Saccharomyces cerevisiae. FEBS Letters, 2004.
564(1-2): p. 63-68.

Hallsworth, J.E., Ethanol-induced water stress in yeast. Journal of Fermentation and Bi-
oengineering, 1998. 85(2): p. 125-137.

Attfield, P.V., Stress tolerance: The key to effective strains of industrial baker&#39;s
yeast. Nature Biotechnology, 1997. 15: p. 1351.

Lafon-Lafourcade, S., E. Carre, and P. Ribéreau-Gayon, Occurrence of Lactic Acid Bacteria
During the Different Stages of Vinification and Conservation of Wines. Applied and Envi-
ronmental Microbiology, 1983. 46(4): p. 874-880.

Nagodawithana, T.W., C. Castellano, and K.H. Steinkraus, Effect of Dissolved Oxygen,
Temperature, Initial Cell Count, and Sugar Concentration on the Viability of Saccharomy-
ces cerevisiae in Rapid Fermentations. Applied Microbiology, 1974. 28(3): p. 383-391.
Abdel-Banat, B.M.A,, et al., High-temperature fermentation: how can processes for eth-
anol production at high temperatures become superior to the traditional process using
mesophilic yeast? Appl Microbiol Biotechnol, 2010. 85(4).

Estruch, F., Stress-controlled transcription factors, stress-induced genes and stress toler-
ance in budding yeast. FEMS Microbiology Reviews 2000. 24(4).

Laluce, C., C. Palmieri Mauricio, and C. Lopes da Cruz Rose, Growth and fermentation
characteristics of new selected strains of Saccharomyces at high temperatures and high
cell densities. Biotechnology and Bioengineering, 1991. 37(6): p. 528-536.

Rep, M., et al., The Transcriptional Response of Saccharomyces cerevisiae to

Osmotic Shock. THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 2000. 275.

39.

40.

Gomar-Alba, M., E. Jiménez-Marti, and M. del Olmo, The Saccharomyces cerevisiae
Hotlp regulated gene YHRO87W (HGI1) has a role in translation upon high glucose con-
centration stress. BMC Molecular Biology, 2012. 13(1): p. 19.

Lei, J., et al., Ethanol tolerance and the variation of plasma membrane composition of
yeast floc populations with different size distribution. Journal of Biotechnology, 2007.
131(3): p. 270-275.



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

66

Gonzalez, C.I. and C.E. Martin, Fatty Acid-responsive Control of mRNA Stability: UNSATU-
RATED FATTY ACID-INDUCED DEGRADATION OF THE SACCHAROMYCES OLE1 TRAN-
SCRIPT. Journal of Biological Chemistry, 1996. 271(42): p. 25801-25809.

GENOMIE, Y. Saccharomyces genome data base. 2016 [cited 2016 01 maio ]; Available
from: http://www.yeastgenome.org.

Stukey, J.E., V.M. McDonough, and C.E. Martin, Isolation and characterization of OLE1,
a gene dffecting fatty acid desaturation from Saccharomyces cerevisiae. Journal of Bio-
logical Chemistry, 1989. 264(28): p. 16537-16544.

Haslbeck, M., et al., Hsp26: a temperature-requlated chaperone. The EMBO Journal,
1999. 18(23): p. 6744-6751.

Xue, Y., et al., Yeast heat-shock protein gene HSP26 enhances freezing tolerance in Ara-
bidopsis. Journal of Plant Physiology, 2009. 166(8): p. 844-850.

Carvalho-Netto, 0.V, et al., A simple and effective set of PCR-based molecular markers
for the monitoring of the Saccharomyces cerevisiae cell population during bioethanol
fermentation. J Biotechnol, 2013. 168(4): p. 701-9.

Barros, E.M., et al., A yeast isolated from cashew apple juice and its ability to produce
first- and second-generation ethanol. Appl Biochem Biotechnol, 2014. 174(8): p. 2762-
76.

Mukherjee, V., et al., Phenotypic landscape of non-conventional yeast species for differ-
ent stress tolerance traits desirable in bioethanol fermentation. Biotechnology for Bio-
fuels, 2017. 10: p. 216.

Limtong, S., C. Sringiew, and W. Yongmanitchai, Production of fuel ethanol at high tem-
perature from sugar cane juice by a newly isolated Kluyveromyces marxianus. Biore-
source Technology, 2007.

Reis, V.R., et al., Characteristics of Saccharomyces cerevisiae yeasts exhibiting rough col-
onies and pseudohyphal morphology with respect to alcoholic fermentation. Brazilian
Journal of Microbiology, 2013. 44(4): p. 1121-1131.

Yalcin, S.K. and Z. Yesim Ozbas, Effects of pH and temperature on growth and glycerol
production kinetics of two indigenous wine strains of Saccharomyces cerevisiae from
Turkey. Brazilian Journal of Microbiology, 2008. 39(2): p. 325-332.

Alexandre, H., V. Ansanay-Galeote, and S.D.B. Blondin, Global gene expression during
short-term ethanol stress in Saccharomyces cerevisiae. FEBS Letters, 2001. 498(1).
Abdel-Banat, B.M., et al., High-temperature fermentation: how can processes for etha-
nol production at high temperatures become superior to the traditional process using
mesophilic yeast? Appl Microbiol Biotechnol, 2010. 85(4): p. 861-7.

Leach, M.D. and L.E. Cowen, Membrane Fluidity and Temperature Sensing Are Coupled
via Circuitry Comprised of Olel, Rsp5, and Hsfl in Candida albicans. Eukaryotic Cell,
2014. 13(8): p. 1077-1084.



http://www.yeastgenome.org/

8. ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracdo — massa seca

Curva padrao - massa seca y=1,5418x +0,8383
R? = 0,9992
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Anexo 2. Curva de calibracéo glicose

Curva padrao - Glicose y =0,2924x + 0,3925
R? = 0,9994
60

50

30

D.0 505,

20

10

0 50 100 150 200
Concentragao glicose (g/L)

67



68

Anexo 3. Artigo publicado - Improvement of Brazilian bioethanol production —
Challenges and perspectives on the identification and genetic modification of new strains
of Saccharomyces cerevisiae yeasts isolated during ethanol process.

Fungal Biology xxx (2018) 1-9

journal homepage: www.elsevier.com/locate/funbio

Contents lists available at ScienceDirect

Fungal
Biology

Fungal Biology

Improvement of Brazilian bioethanol production — Challenges and
perspectives on the identification and genetic modification of new
strains of Saccharomyces cerevisiae yeasts isolated during ethanol

process

Jonas Paulino de Souza °, Cleiton Dias do Prado ?, Elis C.A. Eleutherio °, Diego Bonatto ¢,
Iran Malavazi “, Anderson Ferreira da Cunha *~
2 Department of Genetics and Evolution, Health and Biological Sciences Center, Federal University of Sao Carlos, Brazil

Y Department of Biochemistry, Chemistry Institute, Federal University of Rio de Janeiro, Brazil
¢ Department of Molecular Biology and Biotechnology, Center for Biotechnology of Federal University of Rio Grande do Sul, Federal University of Rio Grande

do Sul, Brazil

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 28 October 2017
Received in revised form

7 December 2017
Accepted 9 December 2017
Available online xxx

Corresponding Editor: Drauzio E.N Rangel

Keywords:

Ethanol production
Genetic modification
Saccharomyces cerevisiae
Thermotolerant yeast

In Brazil, bioethanol is produced by sucrose fermentation from sugarcane by Saccharomyces cerevisiae in
a fed-batch process that uses high density of yeast cells (15-25 % of wet weight/v) and high sugar
concentration (18—22 % of total sugars). Several research efforts have been employed to improve the
efficiency of this process through the isolation of yeasts better adapted to the Brazilian fermentation
conditions. Two important wild strains named CAT-1 and PE-2 were isolated during the fermentation
process and were responsible for almost 60 % of the total ethanol production in Brazil. However, in the
last decade the fermentative substrate composition was much modified, since new sugar cane crops were
developed, the use of molasses instead of sugar cane juice increase and with the prohibition of burning of
sugarcane prior harvest. As consequence, these previously isolated strains are being replaced by new
wild yeasts in most of ethanol plants. In this new scenario the isolation of novel better adapted yeasts
with improved fermentative characteristics is still a big challenge. Here, we discuss the main aspects of
Brazilian ethanol production and the efforts for the selection, characterization and genetic modifications
of new strains with important phenotypic traits such as thermotolerance.
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1. Introduction

became very important for worldwide economy, since it emerged
as a renewable and environmentally friendly source of energy

1.1. A history of Brazilian ethanol production

The independence on petroleum-based fossil fuel is a big chal-
lenge to be overcome, since the continuous increase in demand of
oil in the last decades is making it increasingly scarce. Besides, fossil
fuel is one of the main sources of greenhouse gases since its use for
energy implicates the release of massive amounts of CO,, being
daming to the environment and to life. For this reason, bioethanol
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versidade Federal de Sao Carlos, Rodovia Washington Luis, km 235 - SP-310, Sao
Carlos, Sao Paulo, CEP 13565-905, Brazil.
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(Cunha, Missawa et al. 2006; Solomon 2010; Basso, Basso et al.
2011; Della-Bianca & Gombert 2013) with steadily rising produc-
tion that will probably reach 26 billion of liters in 2017 (source:
www.novacana.com )

In 1905, ethanol was first tested as fuel for vehicles; however,
governmental investments in technology were necessary to make
its production viable and competitive over gasoline. In Brazil, when
oil crisis tripled oil import costs at the beginning of 70's, Brazilian
government launched the Brazilian Program for Alcohol Fuel
(Proalcool), that offered a financial plan in which an increase in area
for sugarcane plantations and the construction of new mills for its
processing. This program encouraged the production of ethanol
from sugarcane and established a law that demanded the blend of
20 % of ethanol content with gasoline in Brazil (Wheals, Basso et al.
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