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RESUMO

Selecgéo de linhagens de Saccharomyces cerevisiae tolerantes aos inibidores presentes no
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar

A busca por solucdes sustentaveis, levando a um processo energético mais eficiente
induziu a novas tecnologias e esforgos estdo sendo realizados para viabilizar o etanol de
segunda geracdo, com o aproveitamento da biomassa celulolitica como substrato para a
fermentagdo alcodlica. Contudo, durante a hidrdlise do bagago, muitos compostos toxicos a
levedura sdo formados como o furfural, hidroximetilfurfural, &cido acético, e compostos
fenolicos com efeitos depressivos sobre a fermentacdo. A adicdo de melaco no hidrolisado de
bagaco poderia permitir uma fermentagdo com maior teor alcodlico, contribuindo para um
balanco energético favoravel da destilacdo, além de propiciar nutrientes minerais e organicos
para a levedura. Tais nutrientes poderiam permitir um processo fermentativo com reciclo de
células de leveduras aproveitando assim uma estrutura e conhecimentos ja existentes na
destilaria de etanol de primeira geracdo. O reciclo de células permitiria fermentacdes rapidas,
porém impde repetidas condicdes estressantes, 0 que torna um grande desafio a obtencéo de
linhagens com o perfil de tolerancia desejado. Assim este trabalho se propds a selecionar
linhagens de Saccharomyces cerevisiae com maultiplas tolerancias em relacdo aos inibidores
tanto presentes no hidrolisado como no melago. Para tal, foram impostas condi¢fes estressantes
sobre culturas da linhagem SA-1 e de leveduras isoladas de destilarias brasileiras durante cerca
de 62 geracdes, forcando uma evolugdo adaptativa ou mesmo um enriguecimento/selecéo de
individuos mais tolerantes. Paralelamente a biodiversidade de linhagens isoladas de destilarias
foi avaliada quanto aos atributos de tolerancia aos compostos tdxicos presentes no hidrolisado
do bagaco. As linhagens com maiores desempenhos foram avaliadas em fermentacGes com
reuso de células empregando-se substrato constituido de hidrolisado e melaco, sendo que 4
linhagens se mostraram superiores as linhagens referenciais. Destas, dois isolados (242 e 408)
foram esporulados e os conjuntos dos haploides foram empregados em cruzamentos massais.
Simultaneamente, 273 haploides isolados das linhagens 242 e 408 foram avaliados quanto ao
crescimento (DOsoonm) €m substrato constituido por hidrolisado e melaco, sendo que 32 foram
selecionados. Apos a tipificagdo segundo o “mating type” os mesmos foram utilizados em
cruzamentos direcionados mediante micromanipulacao, resultando em 35 cruzamentos. Cinco
hibridos de cada cruzamento direcionado foram resgatados (155 isolados), que juntamente com
80 isolados oriundos do cruzamento massal, foram novamente avaliados quanto ao crescimento
(DOsoonm) € a seguir em fermentagdes com reciclo de células. Cinco linhagens se destacaram
como superiores aos parentais, demonstrando que mediante o protocolo empregado foi possivel
incrementar o perfil de tolerancia de Saccharomyces cerevisiae para suportar os estresses
impostos por um substrato para producédo do etanol de segunda geracéo.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae; Etanol de segunda-geracdo; Evolucdo adaptativa;
Hidrolisado lignoceluldsico; Cruzamento; Inibidores
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ABSTRACT

Selection of Saccharomyces cerevisiae strains tolerant to inhibitors in sugarcane bagasse
hydrolysate

The search for sustainable solutions to improve process efficiency has promoted the
development of new technologies, and the use of cellulolytic biomass as the substrate for
fermentation has emerged as a promising second-generation ethanol production strategy.
However, the hydrolysis of this material results in the formation of toxic compounds to yeast
such as furfural, hydroxymethylfurfural, acetic acid and phenolic compounds, with
deleterious effects on fermentation. Addition of molasses in the bagasse hydrolysate could
allow fermentation with higher alcohol content contributing to a favorable energy balance in
the distillation, as well as providing minerals and organic nutrients for the yeast. These nutrients
could allow a fermentative process with yeast cell recycle, utilizing the structure and knowledge
already existing in first generation process. The cell recycle enables a rapid fermentation, but
imposes repeated stress conditions, making it challenging to obtain strains with the desired
tolerance profile. The purpose of this study was to select Saccharomyces cerevisiae strains with
multiple tolerances to inhibitors present in the hydrolysate and molasses. Stressful conditions
were imposed on cultures of SA-1 strain and indigenous strains from Brazilian distilleries for
around 62 generations, forcing an adaptive evolution or even an enrichment / selection of more
tolerant individuals. In parallel, the biodiversity of the strains from Brazilian distilleries were
evaluated with respect to their tolerance to the toxic compounds present in bagasse hydrolysate.
The strains that showed higher performance were assessed in fermentations with cell reuse
employing substrate composed by hydrolyzate and molasses. Four of the analyzed strains
exhibited better performance than the reference strain. Of these, two isolates (242 and 408)
were sporulated and the haploids were subjected to mass mating. Simultaneously, 273 haploids
rescued from the strains 242 and 408 were evaluated for growth (OD 600 nm) in the substrate
consisting of hydrolysate and molasses, and among them 32 were selected. After the
characterization according to the "mating type", the haploids were utilized in direct mating
induced by micromanipulation, totaling 35 crossings. Five hybrids from each direct mating were
rescued (totaling 155 isolates), which together with 80 isolated from the mass mating, were
evaluated for growth (OD 600 nm) and then in fermentation with cell recycle. 5 strains have
excelled as superiors to the reference strain showing that by the protocol employed was possible
to increase profile of tolerance of Saccharomyces cerevisiae to resist pressures imposed by a
substrate for second-generation ethanol production.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae; Second-generation ethanol; Adaptive evolution;
Breeding; Lignocellulosic hydrolysate; Inhibitors
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um dos lideres de mercado e tecnologia na producdo de cana-de-agucar,
conquistando o mercado externo com o uso do bioetanol como alternativa energetica, uma vez
que seu uso reduz em até 90% a emisséo de gas carbdnico na atmosfera quando comparado aos
combustiveis fosseis (UNICA; IEA, 2007).

A busca por solucbes sustentaveis, levando a um processo energético mais eficiente,
induziu a novas tecnologias que visam o aproveitamento de residuos lignoceluldsicos como
substrato para a fermentacdo alcodlica. Etanol a partir da biomassa lignocelulésica ¢ uma
alternativa promissora pois podera reduzir custos, uma vez que a matéria-prima é abundante a
qual podera atingir altos rendimentos (LIND et al.,1991). Para cada quatro toneladas de cana-
de-acucar moidas sdo geradas aproximadamente uma tonelada de bagaco com 50% de umidade
(ANDREOLLLI, 2008; LEMOS; STRADIOTTO, 2012).

Para obter etanol empregando o bagaco da cana-de-agUcar como matéria prima (22
Geracdo) é necessario o pré-tratamento da estrutura lignocelulésica o qual reduz a quantidade
de lignina, seguido de hidrolise até acucares fermentesciveis e subsequente fermentacdo por
micro-organismos (HAMELINCK et al., 2005). No entanto a hidrolise deste material é
acompanhada da formacao de inibidores, como o &cido acético, furfural e outros, sendo que o
primeiro deles sabidamente potencializa a acdo toxica do etanol, com efeitos depressivos sobre
a fermentacdo (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).

A adicdo de melaco no hidrolisado de bagaco de cana pode permitir uma fermentacao
com maior teor alcodlico, contribuindo para um balanco energético favoravel da destilacéo,
além de propiciar nutrientes minerais e organicos para a levedura (MORRISON, 1959;
HARRISON, 1971). Tais nutrientes poderiam permitir um processo fermentativo com reciclo
de células de leveduras, aproveitando assim uma estrutura e conhecimentos ja existentes na
destilaria de etanol de primeira geragéo.

A espécie mais empregada na fermentacédo de hidrolisados de biomassa lignocelulosica
é a Saccharomyces cerevisiae que converte as hexoses presente no hidrolisado em etanol,
entretanto, ndo apresenta, naturalmente, capacidade metabolica para converter as pentoses
(CARDONA et al., 2010). Obter linhagens aprimoradas para tolerancia simultanea aos
inibidores presentes no hidrolisado visando maior desempenho diante o processo fermentativo
a partir de material lignocelulésico sera um diferencial (LIU, 2006).

Técnicas tém sido desenvolvidas com o intuito de gerar estirpes que apresentam maior

desempenho no processo industrial. Um exemplo é o processo de hibridagédo sexual que a partir
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do cruzamento de linhagens parentais gera hibridos que podem apresentar melhor performance
em relacdo as estirpes progenitoras (STEENSELS et al., 2014).

Uma outra alternativa para a formacéo de fenotipos desejaveis quanto a tolerancia aos
inibidores é a evolucgdo adaptativa que consiste em submeter linhagens & uma evolugéo pelo
crescimento continuo sob pressdo seletiva apropriada (SAUER, 2001).

O presente estudo objetivou selecionar linhagens com mdaltiplas tolerancias aos
inibidores presentes no hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar mediante exploracdo da
biodiversidade das linhagens indigenas encontradas em destilarias brasileiras, hibridacdo e

evolucdo adaptativa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bioetanol

Com o intuito de reduzir a dependéncia do petroleo importado aliado a motivacdo do
uso de energia renovaveis, foi introduzido no Brasil o Programa Nacional do Alcool (Proélcool)
para competir com a gasolina em veiculos leves (BIODIESELBR, 2006). Entre os motivos para
a producdo do etanol destacam-se o0 desenvolvimento tecnolégico e agricola, uso sustentavel do
solo e agua, reducdo da emissdo de gas carbonico (CO>) e geracdo de empregos (MOREIRA,;
GOLDEMBERG, 1999).

Desde o advento do Proalcool, tecnologias no setor sucroalcooleiro vém sendo
desenvolvidas, com ganhos expressivos em rendimento e em eficiéncia, contribuindo para que
0 pais apresente 0 menor custo de producdo do etanol, quando comparado com 0s demais
produtores (GOLDEMBERG et al.; 2004).

Atualmente, a cultura da cana-de-agucar ocupa no Brasil uma area de aproximadamente
8,5 milhdes de hectares, correspondendo a uma producédo total na safra 2014/15 de 659,10
milhdes de toneladas gerando cerca de 35 milhGes de toneladas de acucar e 28 bilhdes de litros
de etanol no mesmo periodo (CONAB, 2015).

A producdo de bioetanol pode ser classificada em etanol de primeira e segunda-geracéo
com base no tipo de matéria-prima empregada. O etanol de primeira-geracao utiliza o acucar
ou amido presente nas plantas, enquanto o etanol de segunda-geracdo emprega material
lignocelulésico previamente convertido em acglcares fermentesciveis (RUTZ; JANSSEN,
2008).

A utilizacdo de recursos renovaveis para a producdo de etanol de segunda-geracao tem
cada vez maior interesse pelo fato das materias-primas ndo serem finitas, motivando assim a
busca por solucfes sustentaveis o qual inclui possuir um processo energetico mais eficiente. A
implantacéo da tecnologia de etanol do bagaco de cana-de-aglcar vem sendo considerada uma
alternativa promissora para aumentar a producao de etanol, pois a partir da biomassa seca pode-
se produzir etanol considerando somente o uso da parte celulésica (SOCCOL et al., 2010).

S&o gerados, anualmente, mais de 500 milhdes de toneladas de bagaco sendo os dois
maiores produtores o Brasil com 40% e a india com 19% (SUN et al., 2013). O bagaco é
produzido na proporgéo de 240 a 280 Kg (com 50% de umidade) por tonelada de cana, sendo

oriundo da moagem da cana-de-agucar (CGEE, 2009).
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E valido ressaltar que o uso de material lignocelul6sico esta agregando valor a essa
producdo uma vez que o0 bagaco ja se encontra na usina e a palha ja esta produzida, necessitando
apenas de novos equipamentos e o custo operacional de coleta e transporte da palha.

O aproveitamento dos excedentes de bagaco, palha e das pontas presentes no campo
pode elevar consideravelmente a produgdo de bioetanol, sem aumentar a area plantada e o

comprometimento com a producdo de alimentos (CTC, 2013).

2.2 Matéria-prima lignocelulésica

Sao os materiais lignoceluldsicos: a madeira, residuos gerados pelo uso da madeira,
residuos agroindustriais, entre outros. Esses materiais podem ser utilizados para gerar bioetanol,
no entanto algumas tecnologias sao empregadas.

Dependendo do tipo da biomassa empregada, 0 pré-tratamento é requerido para assim
aumentar a susceptibilidade desses materiais a converséo eficiente da celulose e hemicelulose
em etanol (GRAY; ZHAO, 2006).

Os materiais lignocelulésicos sdo constituidos por estruturas complexas. Embora esse
material possa variar entre as plantas, os trés principais componentes sdo lignina, hemicelulose
e celulose (Figura 1) (YANG et al., 2005).

Cell wall —

x. NRCVAR
Layered mesh of
microfibrils in
plant cell wall

Single microfibril —

Paracrystalline
cellulose

Crystalline cellulose

Cellulose molecule

OH 7 OH OH OH
HO'\\. \ “O‘ ifo‘ \ "09 v
HO O\H ! £OH HO 3 dH 0. OH
4440440400400 e

Glucose Cellobiose oS0 SEEEEEEEEE S0 b0
S s S e

Crystalline cellulose

Figura 1 - Estrutura da Lignocelulose

Fonte: science.energy.gov/ber/
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A lignina esta presente em toda biomassa lignocelul6sica e é responsavel por sua rigidez,
impermeabilidade e resisténcia. Sua estrutura é complexa, apresentando diferentes tipos de
ligacbes (HAMELINCK et al., 2005). Durante a transformacgédo do material lignoceluldsico em
etanol, a lignina € liberada como residuo.

A hemicelulose apresenta uma estrutura de cadeias curtas altamente ramificadas sendo
composta por aclcares de seis carbonos tais como galactose, glicose e manose e acucares de
cinco carbonos, arabinose e principalmente xilose (HAMELINCK et al., 2005). Sua
composicao varia consideravelmente dependendo do tipo de biomassa utilizada.

A celulose é um polimero de cadeia longa composto por unidades de glicose unidos por
ligacdes [B-1,4-glicosidicas. As ligacOGes intermoleculares sdo responsaveis pela rigidez
enquanto as ligacdes intramoleculares pela formacéo fibrilas. Sua estrutura micro-cristalina a
torna resistente, sendo dificilmente dissolvida ou hidrolisada (HAMELINCK et al., 2005).

2.2.1 Bagago como matéria-prima

O processamento da cana-de-acucar gera subprodutos, como o bagaco e a palha da cana-
de-acucar. No entanto ambos possuem altos teores de materiais lignocelulésicos (MACEDO,
2005). O bagaco de cana é produzido em larga quantidade e geralmente é queimado para
produzir vapor no processo de aquecimento das caldeiras e/ou gerar energia elétrica para o
préprio consumo, bem como para a venda.

Cerca de 140 Kg de palha sdo gerados por tonelada de cana-de-acucar, entretanto é
necessario manter uma parte dessa palha (cerca de 50%) na superficie do solo devido ao seu
beneficio para o canavial, por exemplo, ciclagem de nutrientes e diminuic&o de plantas daninhas
(BNDS, 2008; LOMBARDI et al.,2012). Portanto nem toda a palha produzida no cultivo podera
ser utilizada na industria, quer para producdo de vapor ou etanol de segunda geracéo.

A composicdo quimica do bagaco de cana depende da sua exposi¢do ao clima e aos
micro-organismos, variando entre 19 a 24% de lignina, 27 a 32% de hemicelulose e 32 a 44%
de celulose. Ainda podem conter, em menor quantidade, outros compostos tais como cinzas e
extrativos (ROCHA, et al. 2012).

O melhor aproveitamento da biomassa residual da cana-de-agUcar para a producgéo de
etanol como fonte de carboidratos esta sendo amplamente estudado e apresenta potencial para
competir em larga escala, porém é necessario avangos em sua tecnologia principalmente em
relacdo as enzimas que apresentam alto custo e a producéo inibidores durante o pré-tratamento
(HU et al., 2013).
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O bagaco apresenta caracteristicas de recalcitrancia ao ataque de agentes quimicos e
bioldgicos devido a sua composi¢do constituida por uma complexa mistura de carboidratos
poliméricos e lignina, fator limitante para o processamento desse material (CARDONA,; PAZ,
2010). Devido a essa estrutura & necessario um pré-tratamento para disponibilizar os
polissacarideos através da remocdo de lignina, reducdo do carater cristalino da celulose e o
incremento da porosidade do material seguidos de hidrolise acida ou enzimatica para obtencéo
de agucares e fermentacdo microbiana destes acucares a etanol (MOSIER et al., 2005). Entre
0s métodos de pré-tratamento principais relatados na literatura incluem aquecimento com acido
diluido e explos&o a vapor.

O pré-tratamento utilizando &cido diluido é realizado sob alta temperatura e pressao em
um intervalo de tempo relativamente curto. Neste processo, o0 acido sulfurico nas concentracoes
entre 0,5 a 1,5 por aproximadamente 160°C € o mais empregado, resultando na quebra da
estrutura da hemicelulose, resultando em uma parte liquida (oriunda da hemicelulose) e uma
parte sélida (celulose e lignina) e formacdo de compostos inibidores (SUN; CHENG, 2002).

No método de explosdo a vapor, todos os componentes da biomassa sofrem a
desestruturacdo e desagregacdo das fibras, além do rompimento das liga¢fes quimicas devido
a alta pressdo de vapor empregado. Este processo € iniciado a uma temperatura de 160 a 260°C
por varios segundos antes da exposicdo da biomassa ao vapor. Este processo resulta na
degradacdo da hemicelulose e lignina potencializando o processo de hidrolise da celulose
(SUN; CHENG, 2002). Compostos inibidores podem ser formados durante a desidratacdo da
glicose e xilose em 5-hidroximetilfurfural (HMF) e furfural respectivamente (JONSSON et al.,
2013).

O tratamento térmico prévio do bagaco ja pode liberar as pentoses (xilose, e arabinose)
em uma fracdo de agucares a ser transformada por processo fermentativo em etanol (WYMAN,
1994).

Apos a etapa de pre-tratamento, a hidrdlise da celulose é realizada para ser convertida
em glicose. Neste processo a celulose, na presenca de uma enzima especifica, é convertida em
celobiose. A celobiose € entdo hidrolisada, gerando a glicose e assim podendo ser convertida
em etanol pelo micro-organismo empregado. As enzimas utilizadas neste processo Sao
denominadas celulases, sendo divididas em endocelulases, celobio-hidrolases e B-glicosidades,

sendo que cada enzima apresenta papel catalisador especifico (WYMAN, 1994).
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2.3 Fermentacao alcoodlica

O etanol é produzido pela fermentacdo dos acUcares, tal como a glicose, pela via
denominada via Embden-Meyerhof. Esse processo ocorre anaerobicamente e pode ser dividido
em trés etapas segundo Madigan (2010):

A primeira etapa inclui a transformagao da glicose em gliceraldeido 3-fosfato. Esse
processo ocorre por fosforilacdo e acdo de enzimas com consumo de energia (ATP).

Na segunda etapa ocorre a sintese de ATP e piruvato. O gliceraldeido 3-fosfato é
oxidado a 1,3-bifosfoglicérico e nessa etapa a enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
reduz o NAD" a NADH. Quando a molécula 1,3-bifosfoglicérico é convertida em acido 3-
fosfoglicérico ocorre a sintese de 2 moléculas de ATP.

A molécula 3-fosfoglicérico é convertida em 2-fosfoglicérico e esta em
fosfoenolpiruvato. Durante a conversao do fosfoenolpiruvato a piruvato, ocorre nova sintese de
2 moléculas de ATP.

A (ltima etapa corresponde a sintese de produtos de fermentacdo. Para que ocorra a
reducdo do piruvato a produtos de fermentacdo, 0 NADH gerado durante a etapa de glicolise
deve ser oxidado em NAD*. Esse processo ocorre durante a reducdo do piruvato em etanol e
CO2 por enzimas.

Outras vias metabolicas ocorrem durante a fermentacéo alcodlica, tanto para a formacao
de materiais necessarios para a producdo de biomassa (proteinas, acidos nucléicos e
polissacarideos), quanto para a formacdo de outros produtos relacionados com a adaptacéo e
sobrevivéncia (glicerol e &cidos organicos). Ambas as formacgdes ocasionam uma redugdo na
producdo de etanol, pois procedem a partir do desvio de uma parte da fonte de carbono (REED;
NAGODAWITHANA, 1990).

O glicerol e os acidos organicos, conjuntamente com a biomassa, sdo subprodutos
relacionados ao equilibrio de 6xido-reducdo em anaerobiose, pois a fermentacdo alcoolica é um
processo ndo oxidativo, e, para manter o equilibrio de oxido-reducéao, todo NADH formado em
reacOes de oxidacdo (decorrentes da producdo de biomassa e a formagéo de &cidos organicos,
como acidos succinico e acético) deve ser consumido em reacfes de redugdo (estas ultimas
acopladas a producéo de etanol e glicerol) (BLOMBERG; ADLER, 1992; VAN-DIJKEN;
SCHEFFERS, 1986). O glicerol é o produto secundario formado em maior quantidade pelas
leveduras e formado na mesma via em que o etanol é sintetizado. E um metabélito
osmorregulador, sendo sua formacdo aumentada quando h& alta pressdo osmatica no meio,
protegendo as células na presenca deste estresse (ALBERTYN et al., 1994; GUO et al., 2011).
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2.3.1 Hidrolisado de bagago e melago como substrato para fermentacéo

No Brasil, € utilizado caldo da cana-de-agucar e/ou melaco (um subproduto de usinas)
como mateéria-prima para a producdo de etanol de primeira-geracdo devido a sua lideranca de
mercado e de tecnologia, além do maior rendimento energético obtido através do
processamento quando comparado a outros tipos de cultura (HASSUANI et al., 2005).

A sacarose presente no caldo de cana é um dissacarideo constituido de glicose e frutose.
Essa molécula deve ser convertida em acgucares simples antes de serem convertidos a etanol.
As leveduras possuem uma enzima em seu metabolismo denominada invertase, a qual faz a
hidrélise dessa molécula para utiliza-la como suprimento energético.

A producdo de etanol a partir da cana-de-acUcar unido a fermentacdo do hidrolisado
possibilita a producdo de etanol de primeira e segunda geracao sem a necessidade de grandes
alteracfes nas unidades de industrias de agUcar e alcool, seja em relacdo a equipamentos ou
condigOes do processo, exigindo investimentos mais baixos e consequentemente aumentando a
competitividade deste produto.

A principal dificuldade encontrada no processo de fermentacdo da biomassa
lignoceluloldsica € a formacao de inibidores durante a etapa de pré-tratamento, o qual interfere
negativamente no micro-organismo adotado para essa conversio (HORVATH, 2001).

Portanto a adicdo de melaco ao hidrolisado de bagaco podera proporcionar nutrientes
para a levedura permitindo assim uma fermentacdo com reuso de células, aproveitando assim
uma estrutura e conhecimentos ja existentes na destilaria de etanol de primeira geracdo. O
reciclo de células permitiria fermentacbes rapidas, porém impde repetidas condi¢des
estressantes, 0 que torna um grande desafio a obtencdo de linhagens com o perfil de toleréncia

desejado.

2.3.2 Processo industrial brasileiro

Nas fermentagOes alcodlicas industriais, leveduras se deparam com uma infinidade de
fatores estressantes. Tais fatores impOem restricbes as células, interferindo sobre seu
crescimento e metabolismo. Estas tensdes incluem: alta concentracdo de agucar (estresse
osmotico), temperatura elevada, alta concentracdo de etanol, baixo pH externo (devido ao
tratamento acido), contaminacdo bacteriana, entre outros sendo estes intensificados com o
reciclo de leveduras (BASSO et al., 2011).

Na década de trinta surgiu o processo chamado Melle-Boinot (Fermentacdo em Bateladas

com centrifugacdo), esse processo consiste na recirculacdo de células, no tratamento do
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fermento com &gua e acido, a centrifugacéo e, a reinsercdo do fermento no processo (reciclo
celular). Desde entdo, este € o processo mais usado (75% das destilarias), pois, com o
aproveitamento do fermento em varias fermentacGes € obtido um maior rendimento (BASSO
etal., 2011).

Este processo (Figura 2) € iniciado pela adicdo do mosto (caldo de cana e melago) na
concentracdo de 18 a 22% de ART em uma suspensdo com 30% de células de levedura (pé-de-
cuba), resultando em um aumento na velocidade de fermentagédo devido a alta densidade celular.
A alimentacéo é gradativa durante 4 a 6 horas e a fermentacéo finaliza com 6 a 10 horas. Ao
término da fermentacdo, com teores entre 8 a 12% de etanol, a levedura é separada mediante
centrifugacdo e o creme de levedura é diluido em agua e o tratamento acido é realizado com pH
variando entre 1,8 e 2,5 por aproximadamente 2 horas. O tratamento acido é feito visando
eliminar contaminantes e ser reutilizado para iniciar o proximo ciclo fermentativo (BASSO et
al., 2011). Segundo Lima et al. (2001) com base na dimensdo do processo fermentativo, este
ndo é realizado em condicBes de completa assepsia e contaminac@es, principalmente por
Lactobacillus e Bacillus, podem estar presentes.

Contudo, o tratamento &cido pode afetar negativamente a levedura facilitando o
transporte de acidos fracos ndo dissociados, presentes no substrato ou mesmo produzidos pelo
micro-organismo contaminante, através da membrana celular da levedura resultando em queda
no valor do pH intracelular (ALVES, 1994), exigindo gastos adicionais de ATP para a levedura
manter seu pH interno (NARENDRANATH et al, 2005).

No processo brasileiro ocorrem até 2 ciclos fermentativos diarios, durante um periodo de
safra de 200 a 250 dias (BASSO et al., 2011) e a temperatura varia entre 32 a 35°C podendo
alcancar até 40°C em determinadas épocas do ano (WHEALS et al, 1999; LIMA et al., 2001,
BASSO et al, 2011). Altas temperaturas podem acarretar inibigdo temporaria da divisdo celular,
agregacao de proteinas, alteracdo na funcdo de homeostase, defeitos na estrutura e organelas,
entre outros (RICHTER et al., 2010). Com o0 aumento da temperatura no processo fermentativo,
a velocidade da fermentagdo aumenta. Neste contexto, a toxidez do etanol afeta a levedura
levando a formacao de produtos secundarios (LIMA et al., 2001).

O etanol gerado durante o processo fermentativo pode agir negativamente sobre a
membrana celular, alterando seu mecanismo de transporte ou até mesmo sua inativacao.
Enzimas também podem perder sua fungdo afetando o seu crescimento celular (CANILHA et
al., 2012).
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Figura 2 - Esquema do processo fermentativo tipo batelada alimentada com tratamento acido e recirculagéo
do fermento. O mosto é adicionado ao pé-de-cuba j& contido na dorna, iniciando-se a
fermentacdo que é finalizada ap6s 6-10 horas. As células de levedura séo coletadas por
centrifugacdo, tratadas com &cido e reutilizadas em fermentagdo subsequente (BASSO et al.,
2015, no prelo)

2.3.3 Inibidores fermentativos

No processo de fermenta¢do do hidrolisado, sabe-se que compostos téxicos prejudiciais
ao micro-organismo fermentador sdo formados durante a etapa de pré-tratamento
(VELMURUGAN; MUTHUKUMAN, 2011), cuja natureza e concentracdo dependera da
biomassa utilizada e o método de processamento empregado (SUN; CHENG, 2002). A
quantidade de inibidores formados aliado ao seu efeito sob a espécie utilizada para a
fermentacdo dependera da adaptacdo da mesma ao meio e o tipo de fermentacdo empregado.

Acidos alifaticos (por exemplo, &cido acético), compostos furanos (como, furfural e
HMF) e compostos fendlicos sdo considerados os principais compostos toxicos formados na
degradacdo do material lignocelulésico (SAMSOM, 1955; PALMQVIST, HAHN-
HAGERDAL, 2000). Inibidores tais como furfural e acido acético sdo formados afetando
negativamente tal procedimento.

Segundo Jonsson et al. (2013), o &cido acético é formado pela hidrolise do grupo acetil
que esta presente na fracdo hemicelulose. O furfural é formado pela degradacéo das pentoses
(D-xilose e L-arabinose) e 0 HMF, pela degradacdo das hexoses (D-glicose, D-manose e D-
galactose) (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema indicando as principais vias de formagao de inibidores (JONSSON et al., 2013)

Durante a fermentacéo, a forma ndo dissociada do &cido acético contido no hidrolisado
atravessa a membrana celular do micro-organismo fermentador, o qual apresenta um pH mais
alto, resultando em sua dissociacdo e consequente queda no valor do pH do citoplasma. Para
manter o pH intracelular, é necessario o bombeamento dos prétons para fora da célula por meio
do consumo de ATP o qual seria utilizado para o seu crescimento. Desta forma, é requerido
maiores quantidades de ATP para manutencdo deste transporte e uma alteragdo na morfologia
celular é observada (VERDUYN et al., 1992).

O furfural e 0 HMF sdo aldeidos quimicamente reativos. Durante a fermentacdo, a
presenca do furfural mesmo que em baixas concentracdes (0,05 g/L) podem afetar a viabilidade
das células e sua taxa de crescimento especifico (ALLEN et al., 2010). Este efeito é justificado
pois enzimas glicoliticas sdo sensiveis a presenca desse composto (PALMQVIST et al., 1999;
HORVATH et al., 2003). A linhagem S. cerevisiae pode reduzir o furfural em alcool furfurilico
(PALMQVIST et al., 1999). Algumas linhagens podem ter a capacidade de reduzir o HMF a 5-
hidroximetilfurfurilico evitando assim que a fermentacéo seja inibida na presenca deste inibidor
(PETERSSON et al., 2006)

Dependendo das concentracbes de furfural e HMF e da levedura utilizada, estes

promovem a inibicdo da velocidade especifica de crescimento do micro-organismo e
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consequentemente leva a diminuicao na sintese de biomassa e producéo de etanol (ALMEIDA
et al., 2007).

Durante a degradacéo da lignina, compostos fenolicos séo formados os quais podem
afetar a integridade da membrana plasmética da levedura resultando na perda de sua funcéo
como barreira seletiva e inativacao de enzimas essenciais (HEIPIEPER et al., 1994).

E valido ressaltar que além dos efeitos individuais desses inibidores, ndo podemos
desconsiderar o efeito sinergico destes, o qual afeta negativamente a levedura durante o
processo fermentativo (SANCHEZ; BAUTISTA, 1988).

Existem tratamentos tais como detoxificacdo quimica, fisica e bioquimica que
amenizam esses efeitos, no entanto, leva a um aumento no custo e geracéao de residuos (LIU et
al., 2009). Uma alternativa é o desenvolvimento de processos que reduza a formacdo desses

compostos e a selecdo de linhagens que apresentam maior tolerancia a esses inibidores.

2.4 Saccharomyces cerevisiae

A espécie mais empregada na fermentacdo alcoolica é a S. cerevisiae, independente se
a producdo é feita exclusivamente do caldo de cana-de-acUcar (etanol de primeira geracéo) ou
obtido a partir do aproveitamento de biomassas lignocelul6sicas (etanol de segunda geracéo)

Este sdo organismos eucariotos, com parede rigida, unicelulares, os quais se
desenvolvem em uma ampla faixa de temperatura, na qual o intervalo 6timo situa-se entre 26 a
35 °C. Seu pH interno concentra na faixa de 5,8 a 6,9, variando somente quando o pH externo
for inferior a 2 ou superior a 7 (PELCZAR JR et al., 1997)

A reproducdo assexuada em S. cerevisiae é por brotamento, onde o nucleo da célula
divide-se por constrigcdo. Parte do nicleo entra no broto juntamente com outras organelas e novo
material da parede celular é secretado e a nova célula formada, na maioria dos casos, se separa
da célula-méae.

A reprodugéo sexuada também ocorre entre S. cerevisiae. As células haploides possuem
em seu ndcleo um conjunto de 16 cromossomos enquanto os diploides apresentam 2 conjuntos
desses cromossomos (MADIGAN, 2010). As células vegetativas, de uma levedura tipica, sdo
diploides e esporos sdo produzidos como o resultado da meiose e, em consequéncia, geram
celulas haploides.

Células de S. cerevisiae na presenca de nutrientes adequados se reproduzem
rapidamente por mitose assexuada, entretanto na sua auséncia podem ser induzidas a entrar em

meiose durante a qual ha formacéo de esporos (STELKENS et al., 2014). A esporulacdo € uma
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resposta a insuficiéncia de nutrientes o qual permite que uma célula diploide de origem a
esporos haploides. Podemos citar como condi¢cdes necessarias para a esporulacao: deficiéncia
de acUcar, oxigénio, agua, temperatura e pH adequados, auséncia de alcool e CO, (FOWELL,
1954).

S. cerevisiae é um organismo sexual o qual apresenta trés tipos de células (a, a ¢ a/a),
formando até 4 esporos envolto por uma estrutura denominada asco. Para que ocorra 0 processo
de acasalamento entre os haploides, os genes reguladores “a” e “a” secretam horménios
peptidicos, fator a e fator a, o qual induz o acasalamento (FOWELL, 1954).

O cromossomo de S. cerevisiae apresenta uma regido denominada locus MAT (do
inglés, mating type) onde apenas um desses genes pode ser inserido determinando o seu tipo de
acasalamento. As células haploides “a” somente cruzam com células haploides “a” e vice-versa.
A partir da fusdo das células opostas ocorre o processo de diploidizagdo, isto é, formacéo do
zigoto (Figura 4) (LODISH et al, 2013).

As leveduras podem ser diferenciadas em homotélicas e heterotéalicas. Nas espécies
homotalicas, o haploide pode mudar seu mating type durante a formac&o de uma col6nia e assim
ocorrer o cruzamento com as células da mesma coldnia que ndo tiveram seu mating type
alterado. As heterotalicas, ao se multiplicarem sempre vao dar origem ao mesmo mating type
(HERSKOWITZ; OSHIMA,1981).

A linhagem PE-2, assim como outras isoladas de destilarias de etanol, sdo diploides é
heterotalicas (STAMBUK et al, 1998; ARGUESO et al, 2009).

O processo de hibridagdo tem sido utilizado para criar novas linhagens industriais, no

entanto algumas cepas sé@o incapazes de esporular.
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Figura 4 - Ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae

A hibridacdo pode gerar diversidade genética e consequentemente linhagens
aprimoradas. Apo0s a esporulacdo, pode ser feito dois tipos de cruzamento para obter células
diploides: cruzamento massal ou direcionado.

O cruzamento massal pode ser feito com apenas uma cepa ou mais, sem identificacéo
dos haploides. Desta forma, ndo é possivel identificar se o diploide formado foi a partir do
cruzamento de duas linhagens ou entre a mesma linhagem.

O contrario ocorre no cruzamento direcionado, pois cada linhagem é esporulada
individualmente e o “mating type” € realizado para identificar qual € o tipo celular (“a” ou “a”).
Ap0s o cruzamento, os nucleos se fundem e o zigoto (2n) é formado e este passa a produzir
células diploides (FOWELL, 1954). O cruzamento pode ser feito inter ou intra linhagens.

A principal vantagem do cruzamento direcionado € que os haploides parentais podem
ser totalmente fenotipados antes de realizar o cruzamento o qual aumenta a chance de produzir
um hibrido com as caracteristicas desejadas (LINDEGREN, 1949).

H& evidencias crescentes de que a hibridagcdo ajuda a adaptacdo e especiacdo pois
confere vantagens distintas para o organismo gerado. A heterose (também chamado vigor
hibrido) é a tendéncia de um individuo hibrido para mostrar qualidades superiores aqueles de
qualquer um dos progenitores (GIBSON; LITI, 2015).
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2.4.1 Condic0es estressantes para a levedura

Em condicdes estressantes ocorre queda na viabilidade e vitalidade das leveduras, assim
como na produtividade do etanol, aumento na formacéo de glicerol, e diminuigcdo nos conteddos
celulares de glicogénio e trealose (BASSO; AMORIM, 1998; ALVES, 2000;). Os carboidratos
de reserva, trealose e glicogénio, podem representar até 30% da matéria seca da levedura. A
trealose, dissacarideo formado por duas moléculas de glicose, € responsavel pela manutengédo
de células vegetativas e esporos viaveis. A funcédo protetora da trealose é resultado da relacao
entre sua localizagio e mobilizagio celular. E acumulada no citoplasma, exercendo influéncia
na atividade de &gua do citosol contribuindo para a laténcia celular e aumentando a resisténcia
ao estresse hidrico (PARROU et al., 1997; SINGER; LINDQUIST, 1998; ZHAO; BAI, 2009).

Os teores de trealose e glicogénio sofrem oscilagcdes durante a fermentacdo, podendo
terminar o processo com teores maiores ou menores em referéncia ao teor inicial. Os teores
destas reservas séo drasticamente reduzidos na primeira hora de fermentacdo, mas recompostos
até o final da fermentaco. E altamente desejavel altos teores de trealose ao final da fermentac&o
para conferir a levedura maior tolerancia ao tratamento acido, ocasido na qual tais reservas sao
mobilizadas para garantir a sobrevivéncia da levedura. (BASSO; AMORIN, 1988, 1989).

Portanto, leveduras que apresentem alto teor de trealose e que se mantem viaveis durante
o0 processo de reciclo celular séo de extrema importancia para o processo fermentativo industrial

brasileiro.

2.5 Evolucédo adaptativa

No pré-tratamento térmico do bagaco, inibidores tais como aldeidos, acidos e fendis séo
gerados levando a um efeito estressante para a levedura. Portanto linhagens que tolerem esse
substrato serdo Uteis para a fermentacdo de etanol de segunda geracdo. Uma alternativa para a
formacéo de fenotipos desejaveis é a evolugdo adaptativa das linhagens que consiste em uma
evolucéo pelo crescimento continuo sob uma pressdo seletiva apropriada (SAUER, 2001).

A evolucdo permite a geracdo de individuos mais aptos a0 meio em que estdo
submetidos. Mutantes com tolerancia a multiplos estresses foram obtidos a partir da evolucao
adaptativa (CAKAR, 2005), apresentando caracteristicas de tolerancia maior do que a linhagem
controle.

Linhagens de leveduras podem ser submetidas a uma pressdo seletiva crescente,
forcando a obtencdo do fenétipo desejado, contando com a ocorréncia de variagdes genéticas,

mutacdes e selecdo natural. Este processo decorre por geracdes, durante as quais eventos de
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mutacdo selecionam as células mais bem adaptadas ao ambiente de estresse empregado
propagando o seu material genético para as geracGes seguintes.

A evolucdo adaptativa pelo método de transferéncias em série do inoculo exige maior
capacidade de adaptacdo do micro-organismo, pois a0 mesmo tempo em que 0s nutrientes estéo
sendo consumidos, produtos toxicos estdo sendo formados (DRAGOSITS et al., 2013).

O ndmero de geragdes para que ocorra 0 processo de mutacdo é desconhecido pois
diferentes fatores podem interferir nesse processo, entre eles podemos destacar o tipo de micro-
organismo utilizado bem como a pressao seletiva imposta. Segundo Sauer (2001), em condicdes

estressantes a taxa de mutagdo € maior.
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3 OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo geral a selecdo de linhagens tolerantes aos

inibidores presentes no hidrolisado do bagacgo de cana-de-acgucar.

As seguintes estratégias foram empregadas:

1. Imposicdo de condicOes estressantes determinadas pelos inibidores de interesse
sobre culturas puras da linhagem industrial SA-1, visando a evolucdo de variantes
mais tolerantes.

2. Avaliacdo da biodiversidade de linhagens indigenas oriundas de destilarias
brasileiras.

3. Hibridacdo das linhagens mais tolerantes mediante cruzamentos massal e
direcionado, nas busca de hibridos com tolerancia aumentada em relagdo aos

inibidores de interesse.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Bioguimica e Tecnologia de
Leveduras do Departamento de Ciéncias Biologicas na Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de
Queiroz’ da Universidade de Sao Paulo.

A selecdo de linhagens tolerantes aos inibidores presentes no hidrolisado
lignocelulosico de bagaco foi conduzida em duas etapas. Na primeira etapa (Figura 4), mediante
imposicdo de condicdes estressantes sobre culturas da linhagem SA-1 durante geragdes
sucessivas, buscou-se por variantes evoluidos com maior toleréncia aos inibidores presentes no
hidrolisado de bagaco. Paralelamente buscou-se a identificacdo de linhagens indigenas
(isoladas de destilarias brasileiras) com atributos de tolerancia aos inibidores acima
mencionados.

Na segunda etapa (Figura 5), duas linhagens que se destacaram na etapa anterior foram
submetidas ao processo de hibridacdo entre si, sendo que a diversidade genética gerada foi
avaliada na busca de hibridos com tolerancia aprimorada em relagdo aos inibidores do
hidrolisado de bagaco.
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Cariotipagem

663 linhagens de Saccharomyces cerevisiae
(isoladas de destilarias)

ﬂ 4 culturas

Evolucio adaptativa
(62 geragdes)

@ 60 isolados

Selecdo em microplacas

ﬂ S isolados selecionados

Pré-selegdo 1 - Fermentacéo com reciclos

@ 4 isolados selecionados

Pré-selegdo 2 - Fermentacéo com reciclos

Agrupamento das
linhagens em 7 lotes
de ~90 linhagens

Evolucao adaptativa (56 geragdes)

14 isolados de cada lote
%98)

Selecdo em microplacas

45 isolados selecionados (destes, 5
ﬂ sdo produtos da evolucao)

2 isolados selecionados

Pré-selecdo - Fermentacio com reciclos

12 isolados selecionados

Avaliacdo Final - Fermentagdo com reciclos

|:> 4 SELECIONADOS

Figura 5 - Fluxograma da primeira etapa utilizadas para selecionar linhagens tolerantes aos inibidores
presente no hidrolisado do bagaco de cana-de-agUcar e as principais metodologias utilizadas
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Figura 6 - Segunda etapa empregada para selecdo de linhagens tolerantes aos inibidores presentes no hidrolisado
do bagago de cana-de-agUcar e as principais metodologias utilizadas

4.1 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae

Foram avaliadas 663 linhagens isoladas de destilarias brasileiras, as quais estdo
armazenadas em glicerol 30% (p/v) a -80°C.

As linhagens utilizadas como referéncia neste trabalho foram PE-2, SA-1 e de
panificacdo (ITA). As duas primeiras por serem reconhecidas pela tolerancia aos estresses
industrial na producdo de etanol e a ultima por ainda ser utilizada como “‘starter”” nos processos
fermentativos, porém sem capacidade de implantagdo em processos industriais (BASSO et al.,
2008).

4.2 Reativacéo das linhagens
As linhagens foram reativadas pela transferéncia de 100 pL da cultura estoque em 600pl
de YEPD liquido estéril (2% de glicose; 1% de peptona; 1% de extrato de levedura) seguido de

incubac&o a 30°C por 24 horas.
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4.3 Propagacao das linhagens

As propagaces foram conduzidas em meio de melagco com 10% de ART acrescido de
0,25% de extrato de levedura (esterilizados a 121°C por 20 minutos) e incubados a 30°C com
agitacdo (110 rpm) até o consumo total do aglcar. O volume de meio utilizado foi variavel
dependendo da quantidade de biomassa desejada. Normalmente cerca de 2-3g de biomassa
Umida (com 25% de matéria seca) era obtida (coletada mediante centrifugacédo a 4.000 rpm por

15 minutos) a partir de 100mL de meio e melago 10%.

4.4 Conducéao da fermentacao

Os ensaios de fermentacdo foram conduzidos em tubos de fundo cénico (Falcon) de 50
mL de capacidade, nos quais foram adicionadas as biomassas das leveduras propagadas nas
quantidades apropriadas para cada ensaio. As fermentacdes se iniciavam pela adicdo do mosto
e incubacdo na temperatura desejada, ao final das quais o material era centrifugado (4.000
rpm/15minutos), separando-se o vinho da levedura. A massa de levedura era pesada e

reutilizada em fermentacéo subsequente, perfazendo-se de 5 a 7 ciclos fermentativos.

4.5 Avaliagéo do crescimento em microplacas

Para a avaliacdo do crescimento (estimado em triplicata) foram utilizados microplacas
de 96 pocos, contendo 20 pL do cultivo (indculo, obtido pela reativacdo das linhagens/isolados)
juntamente com 90 pL do substrato, seguido de incubacao a 30°C em leitor multifuncional de
microplacas (Tecan, modelo Infinite M200). As leituras de Densidade Otica (DO 600nm) foram
coletadas a cada 2 horas por um periodo de 24horas e com agitaces prévias de 10 minutos

antes das leituras.

4.6 Cariotipagem

A linhagem SA-1 foi reativada em tubo contendo 3 ml do meio YEPD liquido por 48
horas a 30°C e plaqueada em YEPD so6lido (2% de agar). Apos incubagdo por um periodo de
72 horas a 30°C, 15 col6nias da linhagem foram isoladas e cariotipadas.

Para tal foi utilizado o protocolo desenvolvido por Blondin e Vézinhet (1988), com
algumas modificacOes descritas por Basso et al., (2008). Foram suspensas 2-4 mg de biomassa
Umida de cada colonia, individualmente, em 30ul de solucédo de enzima litica e 40 pl de agarose
1,3% a 60°C contidos em molde. Os blocos obtidos apos gelificacdo da agarose foram
incubados como recomendado (BLONDIN; VEZINHET, 1988) e submetido & Eletroforese de
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Campo Pulsado a 14°C, modalidade CHEF, utilizando equipamento BioRad, modelo DRIII,
programado para 6 V/cm por 9 horas com pulsos de 5s, seguido de 6v/cm por 8 horas com
pulsos de 60 segundos, ambos os blocos com configuracdo angular de 120°. Apos coloracéo
com brometo de etidio, o gel foi fotografado pela iluminagdo ao UV, obtendo-se assim perfis
de bandeamento dos cromossomos intactos.

A partir dessa analise, foram escolhidas col6nias para compor 4 diferentes culturas
(tratamentos): 3 culturas obtidas de coldnias apresentando o perfil eletroforético dominante e 1

cultura obtida de col6nia com perfil subdominante.

4.7 Evolucéo adaptativa

As 4 culturas obtidas da linhagem SA-1 foram submetidas a uma evolucdo adaptativa
no transcorrer de 62 geragdes, estimadas pela biomassa formada (DO a 600nm) durante as
transferéncias dos cultivos.

Foram conduzidas 9 transferéncias (inoculacéo de 100 pl do cultivo anterior em 13 mL
de meio). Os meios empregados (pH 4,62) foram obtidos pela diluicdo do melaco de cana e
acréscimos de inibidores, sendo que durante as 9 transferéncias as leveduras experimentaram
teores crescentes de ART (6 a 24% m/v), de acido acético (0,6 a 2,4 g/L) e de furfural (0,8 a 4
g/L). A partir da segunda transferéncia foi acrescentado etanol para resultar em teor inicial de
5% (v/v). As fermentacbes foram conduzidas a 30°C, sendo que o tempo de incubacdo foi
estabelecido como sendo o suficiente para o consumo total dos agucares (até a auséncia de
producdo de CO2). Apds a evolucdo adaptativa cada uma das culturas foi novamente plaqueada
em YEPD sdlido, sendo que 15 coldnias isoladas ao acaso de cada cultura evoluida foram
resgatadas assepticamente, resultando em 60 isolados e nomeados utilizando as letras SA para
identificar a linhagem parental SA-1 seguido da identificacdo da coldnia (C) escolhida para a
evolugdo assim da colonia evoluida. Apos crescimento em 600ul de YEPD liquido, estes
isolados foram armazenados com glicerol 30% (p/v) a -80°C.

4.7.1 Avaliagéo do crescimento dos produtos da evolugéo adaptativa em ensaio com
microplacas

Os 60 isolados evoluidos, juntamente com as colonias que Ihes deram origem e a
referéncia SA-1 foram reativados conforme descrito no subitem 4.3 e avaliados quanto ao
crescimento em microplaca segundo subitem 4.7. O meio empregado foi constituido de

hidrolisado de bagaco acrescido de melaco de cana resultando em 13,4% de ART (sendo 20%
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deste valor oriundo do hidrolisado, sem considerar a xilose), 0,81 g/L de &cido acético, 0,13
g/L de furfural, 0,35 g/L de 0,036 hidroximetilfurfural (HMF) e 4% (v/v) de etanol.

4.8 Pré-selegdo 1 - mediante ensaios de fermentacgdo com reciclo de células
Os isolados exibindo os maiores crescimentos no ensaio anterior, juntamente com as

culturas que lhes deram origem, foram submetidas a fermentacdes com reciclo de células,
simulando até certo ponto o processo industrial. Para tal foram conduzidos 5 ciclos
fermentativos empregando-se 3 g de biomassa Umida de levedura alimentadas com 28 mL de
mosto de melaco (pH 4,8), contendo 15% de ART, 1,2 g/L de &cido acético, 2g/L de furfural e
2% de etanol. Nos 3 ultimos ciclos os teores de &cido acético e furfural foram dobrados. As
temperaturas de fermentacdo foram de 28°C (nos 3 primeiros ciclos) e 32°C nos ciclos
subsequentes. Estes procedimentos ndo foram pré-estabelecidos e sim decididos e aplicados no
transcorrer do experimento, buscando incrementar as condigfes de estresse para destacar

diferencas fenotipicas entre as linhagens.

4.8.1 Pré-selecdo 2 - mediante ensaios de fermentacé@o com reciclo de células
As 4 linhagens com melhores perfis de tolerancia principalmente quanto a viabilidade

obtidos na etapa anterior juntamente com as culturas que Ihe deram origem foram submetidas
a uma avaliacdo, em triplicata, mediante fermentacGes com reuso de células. Para tal foram
conduzidos 5 ciclos fermentativos, em triplicata, empregando-se 3 g de biomassa Umida de
levedura alimentadas com 28 mL de mosto de melaco (pH 4,8), contendo 2,4 g/L de acido
acetico e 4g/L de furfural. Para o primeiro ciclo, o ART do mosto foi de 15,6% e nos demais
ciclos 17%. As temperaturas de fermentacdo foram de 32°C (primeiro ciclo) e 28°C nos ciclos
subsequentes.

As 2 linhagens com melhores perfis de tolerancia, principalmente quanto a viabilidade
celular, foram reservadas para uma ultima avaliacdo (em triplicata) mediante fermentacdes com
re-utilizacdo das céelulas e em condi¢cdes mais proximas da fermentacdo industrial (conforme

item descrito adiante no item 4.8).

4.9 Avaliacéo das linhagens isoladas de destilarias brasileiras
Duas abordagens foram empregadas para a selecdo de linhagens tolerantes aos
inibidores de interesse. Numa delas as 663 linhagens foram individualmente avaliadas em

ensaio com microplaca (conforme descrito a seguir), enquanto em outra abordagem as
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linhagens foram agrupadas em 7 lotes, cada qual contendo cerca de 90 linhagens. A seguir, as
linhagens agrupadas nos lotes foram submetidas a uma pressdo seletiva com o objetivo de

selecionar individuos mais tolerantes aos inibidores.

4.9.1 Pressao seletiva sobre as linhagens

A presséo seletiva foi exercida no transcorrer de aproximadamente 56 geragoes,
estimadas pela biomassa formada (DO a 600nm), mediante 8 transferéncias (inoculagcdo de
0,5mL do cultivo anterior em 31,5 mL de meio seletivo com acgéo inibitdria crescente, conforme
Tabela 1).

Tabela 1 - Concentragdes dos inibidores dos meios (pH 4,8) empregados em cada transferéncia no transcorrer da
pressao seletiva aplicada as linhagens.

Transferéncia ART (%) Acido acético (g/L)  Furfural (g/L) HMF (g/L)  Etanol (%v/v)

1° 13,26 2,68 0,23 0,12 0

2° 13,26 2,91 0,357 0,12 0,4
3° 13,26 3,144 0,484 0,12 0,8
40 13,26 3,376 0,611 0,12 1,2
50 13,26 3,608 0,738 0,12 1,6
6° 13,26 3,84 0,865 0,12 2,0
7° 13,26 4,072 0,992 0,12 2,4
8° 13,26 4,304 1,119 0,12 2,8

As fermentacdes se processaram a 30°C, sendo o tempo de incubacdo foi variavel para
permitir o consumo total dos agucares (auséncia de producédo de COy).

Apbs a evolucdo, cada lote foi individualmente plagueado em YEPD solido e 14
coldnias de cada lote (total de 98) foram isoladas, propagadas em 600 ul de YEPD liquido e
estocadas em glicerol 30% a -80°C. Os isolados foram nomeados utilizando a letra L e o nimero
correspondente ao lote pertencente e a letras col seguido de numero para diferenciar a colénia

evoluida que foi isolada.

4.9.2 Avaliagdo dos isolados evoluidos e das linhagens oriundas de destilarias
mediante crescimento em microplacas

As 663 linhagens oriundas de destilarias brasileiras e os 98 isolados resultantes do
processo de evolucdo adaptativa, juntamente com as referéncias (PE-2, SA-1 e ITA), foram
reativados como descrito no subitem 4.3 e avaliados quanto ao crescimento em microplaca
segundo subitem 4.7. Foi empregado substrato constituido por hidrolisado de bagaco acrescido

de melago resultando em teores de 13,26% de ART (sendo 15% deste valor oriundo do
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hidrolisado), 4,3 g/L de acido acético, 1,12 g/L de furfural, 0,12 g/L de HMF e 2,8% (v/v) de

alcool.

4.9.3 Pré-selecdo mediante ensaios com reciclos fermentativos
Das linhagens/isolados da etapa anterior, 45 que apresentaram desempenho superior
ou igual as referéncias SA-1 e PE-2 foram novamente avaliadas em fermentacfes a 30°C
simulando o processo industrial com 7 reciclos fermentativos. Para tal as leveduras (1g de
biomassa imida) foram alimentadas com 9 mL de substrato constituido de hidrolisado acrescido
de melaco resultando em 15,4% de ART (sendo 20% deste valor oriundo do hidrolisado), 4,17
g/L de acido acético, 0,25 g/L de furfural e 0,05 g/L de HMF.

4.10 Avaliacdo final (referente a primeira etapa de selecao, figura 5)

As linhagens que apresentaram desempenho superior as referéncias, tanto oriundas da
evolucdo adaptativa da SA-1 (subitem 4.6.4), como aquelas obtidas da pré-selecdo das
linhagens isoladas das destilarias (subitem 4.7.3), foram submetidas a uma ultima avaliacao,
em triplicata, mediante fermentacGes com reuso de células, buscando simular o processo
industrial, inclusive com preparo de pé-de-cuba e tratamento acido (pH 2,5 por 1 hora).

Para tal, 3 g de biomassa Umida de levedura foram alimentadas com 28 mL de mosto
(adicionado em 3 parcelas iguais espacadas de 2 horas). As fermentacdes se processaram a
30°C, sendo que o pé-de-cuba foi formulado simulando uma concentracdo de 70% de fermento
na centrifuga (como no processo industrial), exigindo um retorno de vinho da fermentacéo
anterior e diluicdo com agua para resultar em teores de levedura ao redor de 10% (m/v) ao final
das fermentacdes.

Os mostos empregados foram formulados a base de hidrolisado de bagago acrescidos de
melaco, sendo que detalhes de sua composicéo assim como da conducgéo das fermentacdes estdo

descritos nas legendas dos graficos correspondentes (no item Resultados e Discusséo).

4.11 Selecao mediante hibridagdo de linhagens (segunda etapa da selegdo -Figura
6)

A segunda etapa de selecdo foi baseada no processo de hibridacao, o qual consiste no
cruzamento de linhagens haploides visando gerar diversidade genética. Para tal, as 2 linhagens
mais tolerantes obtidas na etapa anterior foram empregadas como fornecedoras de atributos

fisioldgicos, na busca de hibridos com perfil de tolerancia superior aos parentais.
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4.11.1 Dissecacao das tétrades

As linhagens 242 e 408 (destacadas na etapa anterior de selecdo) foram estriadas
individualmente em placas com meio para esporulacdo (1% de rafinose, 2% de acetato de
potéssio, 2% de agar, pH 6,8) e incubadas por aproximadamente 7 dias.

Uma porgdo das células esporuladas foi adicionada em um tubo do tipo eppendorf
contento uma solucédo para digestdo dos ascos composta por 4uL da enzima zimolase, 4uL de
beta-mercaptoetanol, 400uL de tampédo de micromanipulacdo (1M sorbitol; 10mM TRIS pH
7,5; 10mM NaxPOs; 10mM EDTA,; completado para 100 mL) e encubada a temperatura
ambiente até ocorrer a digestao dos ascos.

Apds a digestdo dos ascos, (observada ao microscopio optico), o material foi estriado
em placa de petri contendo meio de micromanipulacdo (2% de glicose, 2% de agar, 0,5% de
extrato de levedura e 0,5% de peptona). As tétrades foram dissecadas com auxilio de um
micromanipulador (Carl Zeiss, Scope Al, AXIO) e os haploides resgatados foram encubados
por 48 horas a 30°C. Os haploides foram resgatados em 600pl de YEPD liquido, crescidos por
48 horas a 30°C e armazenados em glicerol 30% (p/v) em freezer a - 80°C. Cada haploide foi

identificado por numeracdo juntamente com o numero da linhagem parental.

4.11.2 Cruzamento direcionado

Para realizar o cruzamento direcionado intra- e entre as linhagens, todos os haploides
resgatados juntamente com a referéncia SA-1 e as linhagens parentais foram avaliados quanto
ao crescimento em microplacas como descrito no subitem 4.7 em substrato constituido de
hidrolisado acrescido de melaco resultando em 15,4% de ART (sendo 20% deste valor oriundo
do hidrolisado), 4,17 g/L de &cido acético, 0,25 g/L de furfural e 0,05 g/L de HMF. Os
haploides que apresentaram maior crescimento quando comparado as linhagens parentais e a
referéncia SA-1 foram selecionados.

Para a identificacdo do tipo sexual (a. ou a), os haploides foram estriados em meio YEPD
e misturados com igual por¢do da linhagem testadora. Apds incubacdo a 30°C por
aproximadamente 2 horas, a formacao dos zigotos era observada ao microscopio otico.

Os haploides com diferentes reagdes sexuais foram cruzados e 0s zigotos
individualizados conforme protocolo de Mortimer et al. (1994), com o auxilio de um
microscopio micromanipulador (Carl Zeiss, Scope Al, AXIO) e incubados a 30°C por 48hs.
Apbs esse periodo, os zigotos foram resgatados, crescidos em 600uL de YEPD a 30°C por 24hs

e armazenados em glicerol 30% a -80°C.
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4.11.3 Cruzamento Massal

Com o intuito de gerar possiveis cruzamentos intra e entre linhagens, os haploides
oriundos das linhagens parentais foram transferidos para um erlenmeyer de 100mL contendo
50ml de YEPD liquido e propagados a 30°C por 48h. Uma aliquota desse material foi estriada
em placa de petri contendo YEPD sdlido, sendo que 80 células (supostamente diploides) foram
resgatadas mediante micromanipulacao, crescidas em 600uL de YEPD liquido (30°C por 24hs)

e armazenadadas sob glicerol um ultrafreezer, conforme anteriormente descrito.

4.11.4 Avaliagdo em microplaca dos isolados gerados durante o cruzamento massal
e direcionado

Os diploides gerados, juntamente com as referéncias SA-1 e as linhagens parentais
foram reativados como descrito no subitem 4.3 e avaliados quanto ao crescimento em
microplaca segundo subitem 4.7 em substrato constituido de hidrolisado acrescido de melago
resultando em 15,4% de ART (sendo 20% deste valor oriundo do hidrolisado), 4,17 g/L de
acido acético, 0,25 g/L de furfural e 0,05 g/L de HMF.

4.12 Avaliacdo mediante ensaios com reciclos fermentativos dos produtos dos
cruzamentos massal e direcionado

As linhagens/isolados que apresentaram os melhores desempenhos no ensaio com
microplacas, foram submetidas a uma avaliacdo, em triplicata, mediante fermentacGes com
reuso de células, buscando simular o processo industrial, inclusive com preparo de pé-de-cuba
e tratamento acido (pH 2,5 por 1 hora).

Para tal, 3 g de biomassa Umida de levedura foram alimentadas com 28 mL de mosto
(adicionado em 3 parcelas iguais espacadas de 2 horas). As fermentacGes se processaram a
30°C, e 0 pé-de-cuba foi formulado simulando uma concentracdo de 70% de fermento na
centrifuga resultando em teores de levedura ao redor de 10% (m/v) ao final das fermentagdes.

Foram realizados 5 ciclos fermentativos e as fermentacdes foram conduzidas utilizando
substrato constituido de hidrolisado acrescido de melaco resultando em 18,7% de ART (sendo
20% deste valor oriundo do hidrolisado), 6,07 g/L de &cido acético, 0,36 g/L de furfural e 0,07
g/L de HMF.
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4.13 Determinacéo do teor de etanol

O teor de etanol dos vinhos delevurados foi dosado mediante destilagdo de amostra (10
ml do vinho) em microdestilador Kjeldahl seguida de densimetria digital (ANTON PAAR —
DMAA48) para a estimativa do teor de etanol (% v/v.). O valor fornecido pelo aparelho é
multiplicado por 5 para compensar a dilui¢do ocorrida durante a destilacdo.segundo protocolo
de Zago et al. (1996).

4.14 Determinacao de biomassa
Ap0s cada ciclo fermentativo, 0s vinhos eram separados do fermento por meiode
centrifugacdo e pesados. Para estimar a biomassa Umida, era realizada a diferenca entre o peso

do tubo com a biomassa e o tubo vazio pesado inicialmente.

4.15 Estimativa de viabilidade

A viabilidade foi determinada através de microscopia Optica, em objetiva de 40x,
utilizando camara de Neubauer, através de coloracéo diferencial (corante de eritrosina). Células
viaveis, ndo sdo coradas devido a sua atividade fisioldgica alta e ndo viaveis, sdo coradas de
rosa (OLIVEIRA et al., 1996). A viabilidade foi expressa em porcentagem, em fungdo da

proporcao de células vivas pelo total de células (viaveis e ndo viaveis).

4.16 Quantificacdo de acgucares residuais

As concentracdes de acgucares residuais (glicose, frutose, sacarose) e glicerol foram
determinadas mediante cromatografia ibnica de alta eficiéncia (HPAEC), usando cromatréfago
ibnico DIONEX (modelo DX-300) equipado com coluna CarboPac PA-1 4 x 250 mm e detector
de amperometria de pulso, utilizando como fase mével NaOH 100 mM a um fluxo de 0,9
ml/min (BASSO et al., 2008).

4.17 Determinacao da trealose

A trealose foi extraida a partir de 200 mg de massa Umida da levedura (massa
centrifugada) pelo metodo de extracéo seletiva com &cido tricloroacético a 0°C (TREVELYAN,;
HARRISON, 1956). Tal biomassa foi lavada com agua destilada gelada e precipitada mediante
centrifugacdo em tubo de fundo conico (3500 rpm por 10 minutos) e a extracdo foi feita
utilizando-se 2 mL de &cido tricloroacético a 0,5 M em banho de gelo durante 20 minutos e

com agitagbes casuais. Apoés centrifugacdo, coletou-se o extrato sobrenadante, o qual foi
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armazenado em tubo eppendorf a -20°C até momento da analise. A quantificacdo foi realizada
mediante cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando o cromatografo ibnico DIONEX
(modelo DX-300) equipado com coluna Carbopack PA1 e detector de amperometria de pulso
com eletrodo de ouro, utilizando como fase mével NAOH (100 mmol.L™t) sob fluxo 1ml.min‘
conforme descrito por Basso et al., (2008).

4.18 Extracao e quantificacdo de glicogénio

O método de Becker modificado de acordo com Rocha-Ledo et al. (1984) foi utilizado
para determinar a dosagem de glicogénio. Para a extra¢ao, 200 mg de biomassa de cada levedura
foi suspensa e posteriormente transferida para tubos de ensaio de rosca. Para cada tubo, foi
adicionado 5 mL de agua destilada gelada seguido de agitacdo em vortex. Em seguida, 0s tubos
foram centrifugados a 3500 r.p.m por 6 minutos e o sobrenadante descartado. Posteriormente,
foram adicionados 2,0 mL de Na,COs 0,25 M em cada tudo e estocados a -20°C até serem
analisados. O processo de quantificacdo do glicogénio foi mediante hidrolise enzimatica com
amiloglicosidade e dosagem colorimétrica da glicose liberada ap6s reacdo com glicose-oxidase

e peroxidase, efetuando-se as leituras a 500nm.

4.19 Determinacéo da velocidade de fermentacéo
A velocidade de fermentacdo foi estimada por meio de perda de peso (COz). Apés a

primeira alimentacao, os tubos eram pesados perfazendo-se a pesagem a cada duas horas.

4.20 Analises estatisticas

A fim de verificar diferencas significativas entre as linhagens selecionadas quanto a
producdo de etanol (g L™), viabilidade (%) e formagdo de biomassa (g), foram realizadas
analises de variancia (ANOVA) e testes de comparacao de médias de Tukey no software PAST,
utilizando as meédias referentes as triplicatas de cada linhagem. As médias foram consideradas
diferentes ao nivel de significancia de 5% (p<0,05) (HAMMER et al., 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cariotipagem eletroforética da linhagem parental (SA-1).

Dentre as leveduras selecionadas pela técnica de cariotipagem a partir de processos
industrias de producéo de etanol podemos citar BG-1, CAT-1, PE-2 e SA-1. Entretanto, essas
linhagens podem sofrer adaptacbes no ambiente em que Se encontram e rearranjos
cromossémicos podem ser observados. Linhagens produtoras de vinho mostram que apos 55
geragbes de crescimento mitético sdo suficientes para o surgimento de rearranjos
cromossdmicos (LONGO; VEZINHET, 1993). Em processos de producéo de etanol no Brasil
verificou-se o aparecimento de rearranjos cromossémicos no transcorrer da safra em varias
destilarias (LOPES, 2002, BASSO et al., 2008), e em alguns casos foi verificado que tais
rearranjos cromossémicos estavam associados a adaptacdes as condigcdes estressantes
especificas da destilaria em questdo (AMORIM; LOPES, 2013).

Estima-se que a cada ciclo fermentativo no processo industrial ocorra um aumento na
biomassa de cerca de 5-10%, sendo possivel, a grosso modo, calcular que no transcorrer da
safra (250 dias com 2 ciclos fermentativos diarios) a levedura (caso permaneca no processo)
possa propagar por cerca de 50 geracGes. Em outras palavras, a levedura tem o potencial de
duplicar a biomassa a cada 10 ciclos fermentativos num periodo de 5 dias.

A linhagem SA-1 foi plaqueada e 15 col6nias foram cariotipadas, com o intuito de
verificar a homogeneidade da cultura mediante o bandeamento eletroforético dos DNAS
cromossdmicos intactos. E sabido que a instabilidade genética destas linhagens permite o
surgimento de variantes, por vezes acompanhados de rearranjos cromossdmicos, dentre os quais
seria possivel a existéncia de individuos com atributos fisioldgicos desejaveis para a
fermentacdo industrial (LONGO; VEZINHET, 1993; BASSO et al., 2008; ARGUESO et al.,
2009).

A diferenca dos perfis eletroforéticos pode ser fruto da recombinagdo entre
cromossomos homdlogos que apresentam diferentes tamanhos. Rearranjos cromossdémicos
dentro de uma mesma linhagem podem ser verificados onde fragmentos cromossémicos foram
deletados, translocados e duplicados por diferentes processos (FIERRO; MARTIN, 1999). Em
alguns casos, essas modificacOes estruturais podem conferir vantagens adaptativas a estas
linhagens.

A cariotipagem (Figura 7) revelou a presenca de 3 perfis eletroforéticos distintos, sendo

um deles dominante (colbnias 1 a 13) e 2 subdominantes (colonias 14 e 15). Foram escolhidas
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as colénias 2, 9, 10 e 14 para se conduzir os ensaios de evolucdo adaptativa, portanto incluindo

coldnias com perfis eletroforéticos semelhantes e distintos.

Figura 7 —Perfis eletroforéticos de 15 coldnias de uma cultura da linhagem SA-1, mostrando 3 diferentes
rearranjos cromossdmicos. Perfis 1 a 13 (perfil dominante) e perfis 14 e 15 (dois perfis
subdominantes)

5.2 Evolucéo adaptativa

A obtencdo de leveduras tolerantes aos inibidores presentes no hidrolisado de bagaco €
um dos desafios para a producédo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica.

A evolucdo adaptativa tem sido empregada por diferentes autores como uma técnica
favoravel a obtencdo de estirpes tolerantes a multiplos estresses. Por este processo, Stanley et
al. (2010) alcangaram resultados satisfatorios quando utilizaram o etanol como pressao seletiva
durante o processo adaptativo para obter linhagens tolerantes uma vez que o aumento da
concentracdo de etanol durante a fermentacdo acarreta queda de viabilidade e
consequentemente reducéo no rendimento.

Heer e Sauer (2008) submeteram a linhagem Saccharomyces cerevisiae (TMB3400) a
uma evolucdo direcionada. Primeiro eles identificaram o principal fator de toxicidade em quatro
diferentes hidrolisados e com base no resultado empregaram o furfural como pressao seletiva.

Os isolados obtidos foram capazes de crescer em altas concentragdes de furfural ou hidrolisados
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quando comparados com a estirpe parental e exibiram caracteristicas melhoradas de
bioconversdo em condicGes industrialmente relevantes.

Como observado por Ding et al. (2012), a maioria das estirpes podem tolerar um dnico
inibidor e linhagens que possam ser tolerantes aos inibidores combinados séo urgentemente
necessarias.

Neste trabalho, os cultivos oriundos da linhagem SA-1 foram submetidos a uma
evolucdo adaptativa empregando-se meio estressante contendo etanol, acido acetico e furfural,
inibidores que estardo presentes na fermentacao do hidrolisado de bagaco.

Os 60 isolados obtidos, ap6s a evolucdo adaptativa no transcorrer de 62 geracoes, foram
avaliados pelo crescimento a 30°C (DOsoonm) em ensaio de microplaca, em triplicata,
empregando-se meio a base de melaco de cana e hidrolisado de bagaco acrescidos de inibidores
(Figura 8).

Observou-se que os isolados da cultura original de SA-1 (colbnias 2, 9, 10 e 14)
apresentaram 0 mesmo crescimento, tanto entre si como em relacdo a cultura original.
Observou-se também pequena variabilidade quanto ao crescimento dos isolados evoluidos, quer
devido ao pequeno numero de isolados avaliados ou pela homogeneidade fenotipica dos
variantes frente aos estresses aplicados.

Mesmo assim, 5 isolados foram selecionados com perfis de toleréncia iguais ou
levemente superiores aos parentais e foram reservados para proxima avaliacdo em fermentacéo

com reciclo de células.
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Linhagens

Figura 8 — DOgan (600nm) dos isolados oriundos da evolucdo adaptativa da linhagem SA-1 em meio (pH4,8)
constituido de hidrolisado e melaco (13,4% de ART, 0,81 g/L de &cido acético, 0,13 g/L de furfural,
0,35 g/L de HMF e 4%). As linhagens em destaque foram as selecionadas para a etapa posterior

5.3 Pre-selecdo 1- Ensaio fermentativo com reciclo de células

Os isolados da etapa anterior, juntamente com as culturas que Ihes deram origem, foram
submetidos a fermentacdes com reuso de células, durante 5 ciclos fermentativos empregando-
se mosto com 15% de ART. Com o intuito de destacar diferencas de tolerancias entre os
isolados, as condicdes estressantes foram aumentadas ao longo dos reciclos. Assim os teores de
acido acético e furfural foram dobrados a partir do 3° ciclo fermentativo, enquanto a temperatura
foi aumentada em 2°C nos 2 Gltimos ciclos.

A partir do 3° ciclo o crescimento em biomassa foi reduzido (Figura 9), enquanto os
teores de etanol se elevaram (Figura 10) para todos os isolados, e com pouca diferenca entre os
mesmos. Estes dados sdo coerentes com o fato de que fatores estressantes alteram a
estequiometria da fermentacdo, sendo que o aglcar nao utilizado na formacdo de biomassa é
desviado para maior producéo de etanol (BASSO; AMORIM, 1988).

Adicionalmente, o furfural afeta severamente o crescimento celular durante a
fermentacdo, atuando sinergisticamente com o etanol (PALMQVIST et al., 1999; TOFIGHI et
al., 2010). Por outro lado, incrementos na temperatura assim como na concentracdo de etanol

alteram a permeabilidade da membrana plasmatica da levedura, facilitando a entrada de ions
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H* (MADEIRA et al., 2010). Mediante a atividade de ATPase de membrana a levedura busca
a expulsdo dos prétons evitando a acidificacdo do citoplasma, porém com dispéndio de energia
(ATP). Em tal condicdo a energia de manutencdo das células é aumentada, reduzindo a
quantidade de ATP disponivel para a formacdo de biomassa, resultando em reducdo no
crescimento e incremento a producgéo de etanol. (PAMPULHA, 1989; GUTIERREZ et al.,
1991). Na condicdo de auséncia de agucar no meio, as reservas (trealose e glicogénio) sdo
fermentadas para propiciar o ATP necessario a manutencéo do pH intracelular.

Os efeitos drasticos dos reciclos fermentativos comprometem a viabilidade das
leveduras ao final de cada ciclo fermentativo (Figura 11). Percebe-se que ao dobrar os teores
de acido acético e furfural a partir do 3° ciclo, as quedas de viabilidade se intensificaram, porém,
com menor magnitude quando do aumento da temperatura. Tais quedas de viabilidade foram
bem variaveis em relacdo aos diferentes isolados, mostrando que a estratégia adotada, de
intensificar os estresses durante os reciclos, permitiu a identificacdo de isolados com tolerancia
diferenciada. Quatro linhagens se destacaram (SA-C2-4, SA-C9, SA-C14-6, SA-C14-10) com
perfis de tolerancia superiores a referéncia (SA-1) e as linhagens que Ihes deram origem, e
foram reservadas para avaliacdo posterior.

A Figura 11 confirma o fato que os reciclos fermentativos intensificam o estresse sobre
a levedura. O processo industrial brasileiro com reuso de células difere enormemente daqueles
nos quais é desejavel e necessario intenso crescimento da levedura, como a producéo de etanol
de cereais (milho, trigo, etc.) e outros nos quais ndo se pratica o reciclo de células. A tolerancia
das leveduras aos reciclos fermentativos se constitui no principal atributo de uma linhagem
industrial (BASSO et al., 2011), e, no presente trabalho, a viabilidade da levedura ao final dos
reciclos fermentativos se constituiu no parametro de maior significado na selecao das linhagens
pretendidas. Isto porque ndo existe correlacdo entre o teor de etanol e a toleréncia da levedura
aos estresses a que estd submetida ao ser avaliada durante alguns ciclos fermentativos: ao
contrario linhagens respondem ao estresse aumentando a producéo de etanol (BASSO et al.,

1988), pois em tais condi¢des a producdo de biomassa é severamente afetada.
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Figura 9 — Biomassa Umida (g) das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo em meio de melago
(15% de ART) acrescido de 1,2 g/L de &cido acético, 2g/L de furfural e 2% de etanol. Nos 3
ultimos ciclos os teores de acido acético e furfural foram dobrados. As temperaturas de
fermentacdo foram de 28°C (nos 3 primeiros ciclos) e 32°C nos ciclos subsequentes
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Figura 10 — Teor de etanol (% v/v) das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo em meio de melagco
(15% de ART) acrescido de 1,2 g/L de &cido acético, 2g/L de furfural e 2% de etanol. Nos 3
ultimos ciclos os teores de acido acético e furfural foram dobrados. As temperaturas de
fermentacdo foram de 28°C (nos 3 primeiros ciclos) e 32°C nos ciclos subsequentes
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Figura 11 - Viabilidades celulares (%)das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo em meio de melago
(15% de ART) acrescido de 1,2 g/L de acido acético, 2g/L de furfural e 2% de etanol. Nos 3
ultimos ciclos os teores de acido acético e furfural foram dobrados. As temperaturas de
fermentacdo foram de 28°C (nos 3 primeiros ciclos) e 32°C nos ciclos subsequentes

5.4 Pré-selecéo 2 - mediante ensaios de fermentacéo com reciclo de células

As linhagens selecionadas no ensaio anterior, juntamente com as culturas originais
foram submetidas a novo ensaio fermentativo, em triplicata, com o intuito de confirmar e filtrar
com maior rigor, as linhagens com as maiores tolerancias. Manteve-se 0s teores de inibidores
elevados (2,4 g/L de acetato e 4g/L de furfural, pois que exerceram um efeito seletivo sobre as
linhagens no ensaio anterior) e se incrementou os teores de ART, impondo estresses osmotico
e etanolico.

Os resultados demonstram nenhum efeito discriminatério dos isolados ao se considerar
tanto a formacao de biomassa como a producéo de etanol (Figuras 12 e 13). No entanto nota-se
que ao se elevar o teor de ART, a partir do 2° ciclo, houve tendéncia de decréscimo na formacéo
de biomassa, provavelmente devido aos estresses osmoético e etandlico aplicados
simultaneamente. Tais fatores estressantes foram preponderantes para todas as leveduras, tanto
assim que mesmo em temperaturas mais amenas (30°C, aplicadas a partir do 2° ciclo), nédo
resultou em acréscimos na producdo de biomassa. Sabe-se que Saccharomyces cerevisiae
produz maiores quantidades de biomassa quando fermentando em temperaturas mais amenas.

Novamente, como no ensaio anterior, a viabilidade se mostrou o parametro mais afetado

(Figura 14). Embora com pouco destaque evidenciado pela significancia estatistica, foi possivel
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observar viabilidades mais elevadas para as linhagens SA-C9 e SA-C14-6, reservadas para a
ultima avaliacg&o.
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Figura 12 — Biomassa Umida (g) das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo em mosto de melago (pH
4,8), contendo 2,4 g/L de &cido acético e 4g/L de furfural. Para o primeiro ciclo, o ART do
mosto foi de 15,6% e nos demais 17%. O primeiro ciclo ocorreu a 32°C e os ciclos subsequentes
a 28°C. Médias com letras iguais dentro de um mesmo ciclo ndo diferem ao nivel de 5% de
significancia
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Figura 13 — Teor de etanol (% v/v) das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo em mosto de melago
(pH 4,8), contendo 2,4 g/L de &cido acético e 4g/L de furfural. Para o primeiro ciclo, 0 ART
do mosto foi de 15,6% e nos demais 17%. O primeiro ciclo ocorreu a 32°C e os ciclos
subsequentes a 28°C. Médias com letras iguais dentro de um mesmo ciclo ndo diferem ao
nivel de 5% de significancia



53

100

%0 cd b

80 cd d

7 +

6 b c a bc a ticab

5 b b
. "
3

2

1

ciclos

Viabilidade %
o o o o o o o

o

W SA W SA-C2 SA-C2-4 W SA-C9 W SA-C14 W SA-C14-6 H SA-C14-C10

Figura 14 - Viabilidade celular (%)das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo em mosto de melago
(pH 4,8), contendo 2,4 g/L de &cido acético e 4g/L de furfural. Para o primeiro ciclo, o ART
do mosto foi de 15,6% e nos demais 17%. O primeiro ciclo ocorreu a 32°C e os ciclos
subsequentes a 28°C. Médias com letras iguais dentro de um mesmo ciclo néo diferem ao nivel
de 5% de significancia

5.5 Pressdo seletiva aplicada as linhagens isoladas de destilarias e selecdo dos
produtos da evolugcdo em microplacas.

O total de 663 linhagens, previamente isoladas de destilarias, foram submetidas a uma
pressdo seletiva, exercida durante 62 geracdes. Para tal as mesmas foram divididas em lotes,
com aproximadamente 100 linhagens por lote, e submetidas a cultivos repetitivos, empregando-
se meio estressante com os inibidores de interesse.

Apo6s a selecdo/evolugdo, 98 isolados (14 coldnias obtidas de cada lote) foram
submetidas a uma avaliagé@o de crescimento em microplacas em meio contendo os inibidores.
Os dados de DOsoonm apds 24 horas de crescimento estdo dispostos na Figura 15, demonstrando
grande variabilidade nos produtos da selecdo/evolucdo, permitindo a selegédo de 5 isolados
evoluidos com crescimentos iguais ou superiores as referéncias, os quais foram reservados para
ensaios posteriores.

A evolugdo adaptativa € uma técnica de grande valia para gerar descendentes com
fendtipos desejaveis, ao submeter uma populagdo a pressdo continua em cultivos seriados ou
continuos em biorreatores. Desse modo aumenta-se, periodicamente, o numero de células
adaptadas ao meio em relacdo ao numero total de células na cultura, favorecendo as linhagens
mais adaptadas a dominarem na populagdo (SAUER, 2001). Tal expediente foi empregado com

sucesso na obtencdo de variantes com melhores atributos de natureza complexa e poligénica
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como utilizacdo de diferentes substratos, tolerancia a estresses (CAKAR et al. 2011), incluindo
compostos inibitérios como furfural e HMF (LIU et al., 2005), acido acético (WRIGHT et al.,
2011) e etanol (STANLEY et al., 2010).



55

FTIo2E]
ETI921]
T2
TTIo2¢]
0T 192
51021
202
Pl
903
51091
o]
10211
L
T1o2F]
FTIo2E7
ETI9287
ZT|o28]
TTI9287
OT|e28]
6102E]
Boog]
L192E]
Soag]
51927
FloaE]
E102E]
Z1e2E]
TI1o2E]
w5
Z3d

il

e

§5 543535553

FLIo2E]
EL223]
Zr|end
TT|eaa
areas
G921
gloag8]
FALC A
Qo]
5o
Fleaa
E|9a
1o
T2
FLIo2 T
ETIO2T]
Zhea
TT|ea T
area
610211
gleam
L1931
gean
510211
rleam
El°aT
A LEER N
TIeat
T¥s
Z3d

il

FTIO20
ET[22
ZT 22
T2
ar e
61020
gloa0
L1020
geaa
5 (@20
o2
g2
Zleas
T1e24
Y=

Z3d

Ll

3554833333

FTo280
ET|0280
ZT|oaEn
TT|oa8n
Qr|eagn
610280
glooagn
Ll|oagn
Qjoag
5o
teaEn
E|oag
o2
Tlaagn
FT 19257
ET 10257
Zhea57
TT o257
QT 2257
610257
gloa57
L9257
g|ea57
519257
o5
£19257
<9957
T12257
W5

Z3d
Ll

338333333

wlpo9 "0°d

Linhagens

Figura 15 - DO24n (600nm) dos isolados oriundos da evolucdo adaptativa das linhagens isoladas de destilarias em meio (pH 4,8) constituido de hidrolisado e melago

(13,26% de ART, 4,3 g/L de acido acético, 1,12 g/L de furfural, 0,12 g/L. de HMF e 2,8% (v/v) de alcool) e as referéncias PE-2, SA-1 e ITA As linhagens

em destaque foram as selecionadas
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5.5 Avaliagéo individualizada das linhagens oriundas de destilarias mediante
crescimento em microplacas

As 663 linhagens foram individualmente avaliadas quanto ao crescimento por 24 horas
em microplacas (DOeoonm), €m triplicata, como anteriormente mencionado. Os dados obtidos
(Figuras 16 a 19) evidenciam grande variabilidade entre tais linhagens indigenas. Permite
também dar seguranca a metodologia empregando-se microplacas na diferenciacdo de
linhagens, pois ja foi documentado que a linhagem de panificacdo (ITA), ao contrario das
linhagens PE-2 e SA-1, ndo exibem tolerancia suficiente para a implantacdo em fermentagdes
industriais (BASSO et al., 2008). Em todas figuras apresentadas a linhagem ITA apresentou
crescimento menor que as linhagens SA-1 e PE-2. Os resultados igualmente demonstram a
superioridade da linhagem SA-1 em comparacdo com a PE-2, quanto a tolerancia a um substrato
a base de hidrolisado de bagaco.

Nesta etapa foi possivel descartar, independentemente do crescimento apresentado, as
linhagens floculantes, fendmeno visivel a olho nu ao observar as microplacas. Tal caracteristica,
frequente em linhagens indigenas coletadas em destilarias, é inadequada a fermentacdo
industrial, causando dificuldade de operacdo na centrifuga, sedimentacdo rapida e aumento no
tempo de fermentacdo (BASSO et al., 2008).

Mediante tal protocolo foi possivel selecionar 40 linhagens com pardmetros proximos

ou superiores as melhores linhagens referéncias.
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Figura 17 - DOaan (600nm) das linhagens isoladas de destilarias em meio (pH4,8) constituido de hidrolisado e melago (13,26% de ART, 4,3 g/L de &cido acético, 1,12
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Figura 18 - DO24n (600nm) das linhagens isoladas de destilarias em meio (pH4,8) constituido de hidrolisado e melago (13,26% de ART, 4,3 g/L de &cido acético, 1,12

g/L de furfural, 0,12 g/L de HMF e 2,8% (v/v) de alcool) e as referéncias PE-2, SA-1 e ITA As linhagens em destaque foram as selecionadas

(continuacéo)
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5.6 Pre-selec@o por meio de ensaios com reciclos fermentativos

A partir dos ensaios em microplacas foram selecionados 5 isolados oriundos da
evolucdo adaptativa e 40 linhagens oriundas de destilarias, totalizando 45 linhagens as quais
foram submetidas a fermentac6es com reuso de células, durante 7 ciclos fermentativos a 30°C
em duplicata, empregando-se substrato constituido por hidrolisado e melago.

Os resultados demonstram que ao longo dos reciclos a formagédo de biomassa (Figura
20 e 21) foram semelhantes para a maioria das linhagens. As linhagens que apresentaram maior
crescimento quando comparados a referéncia SA-1 foram as cepas 12, 103, 108, 121, 242, 294,
572 e os produtos da evolucdo adaptativa L5col7 e L6col13.

Por excec¢édo da linhagem 364, os teores de etanol (Figura 22 e 23) foram iguais para
todas as linhagens durante os ciclos fermentativos.

Quanto a viabilidade celular apresentada nas Figuras 24 e 25, as linhagens
demonstraram comportamento distintos. Ao final do sétimo ciclo percebe-se poucas linhagens
com valores de viabilidade superiores a 80%. Dentre estas linhagens podemos destacar as cepas
12,103, 242,261, 274,277, 288, 289, 291, 293, 294, 362, 365, 408, 430 € 0 produto da evolucdo
adaptativa L5col10.

Verifica-se que a linhagem 364 exibiu redugdo drastica no mencionado parametro e
como mencionado anteriormente, apresentou 0 menor teor de etanol.

Vale a pena ressaltar que apesar das linhagens 12 e 288 apresentarem viabilidade acima
de 80% no ultimo ciclo fermentativo (7° ciclo), estas apresentaram caracteristicas de floculacédo
(capacidade de se agregar espontaneamente e formar massas multicelulares). Tal
comportamento foi confirmado durante a analise de viabilidade pela observacao de cadeias ou
cachos devido a ndo separacdo das células apés a divisao.

Para a etapa posterior, foram selecionadas 12 linhagens que apresentaram viabilidade
acima de 80% e a linhagem 572, que apesar da viabilidade estar proxima a 70%, a mesma
apresentou 0 maior ganho de biomassa, sendo que durante as anélises de viabilidade sua célula
apresentava-se em tamanho maior quando comparada as outras linhagens e por tais

caracteristicas foi também selecionada.
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Figura 20 — Produgdo de biomassa Umida (g) das linhagens ao final do quinto, sexto e sétimo ciclo fermentativo
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Figura 21 — Producédo de biomassa Umida (g) das linhagens ao final do quinto, sexto e sétimo ciclo fermentativo
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Figura 22 — Teor de etanol (% v/v) das linhagens ao final do quinto, sexto e sétimo ciclo fermentativo em
substrato constituido de hidrolisado e melago (15,4% de ART, 4,17 g/L de écido acético, 0,25 g/L
de furfural e 0,05 g/L de HMF) a 30°C
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Figura 23 — Teor de etanol (% v/v) das linhagens ao final do quinto, sexto e sétimo ciclo fermentativo em
substrato constituido de hidrolisado e melago (15,4% de ART, 4,17 g/L de 4cido acético, 0,25 g/L
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5.7 Avaliagéo final

Nesta ultima avaliacdo, o experimento foi conduzido para simular tanto quanto
possivel o processo industrial, inclusive com preparo de pé-de-cuba e tratamento acido.
Portanto, as linhagens que apresentaram desempenho superior as referéncias, tanto oriundas
da evolucdo adaptativa da SA-1 (2 linhagens), como aquelas obtidas da pré-selecdo de
linhagens isoladas da inddstria (12 linhagens), foram avaliadas, em triplicata, mediante
fermentacGes com reuso de células. As 14 linhagens foram avaliadas em dois lotes,
separadamente.

Os dados sobre o ganho de biomassa apresentados pela Figura 26 (primeiro lote)
demonstram actmulo progressivo de biomassa a cada ciclo. A producdo de biomassa foi
consideravelmente superior para a cepa 572 a qual apresentou diferencas significativas a
partir do segundo ciclo quando comparado a todas as linhagens avaliadas. Em relacdo a
referéncia SA-1 as que apresentaram maior crescimento foram as cepas 572, 242, 103 e 408
respectivamente. Por outro lado, a produgdo de biomassa apresentada pelo segundo lote
(Figura 27) néo revela grandes ganhos no decorrer dos ciclos.

De modo geral, analisando os valores do teor de etanol nas duas fermentacdes
(Figuras 28 e 29), as linhagens se comportaram de forma analoga, ndo apresentando
diferencas significativas. Nos dltimos dois ciclos, no primeiro lote, foram observados
maiores teores de etanol produzidos por todas as linhagens avaliadas (Figura 28). Todavia,
isto ocorreu devido a concentracdao de ART do mosto fornecido, que foi maior para estes
ciclos, porém as respostas foram idénticas para todas as linhagens.

Considerando os dados de viabilidade do primeiro lote (Figura 30), percebe-se
estabilidade nos valores obtidos até o terceiro ciclo, sendo que todas as linhagens
apresentaram viabilidade acima de 90%. Este comportamento possivelmente foi decorrente
do uso de um substrato com baixas concentracfes de inibidores, insuficientes para
distinguir as linhagens em relagéo a referéncia (SA-1).

Optou-se por fazer o tratamento &cido nos quarto e quinto ciclos, buscando
intensificar a acdo toxica do acido acético, o que resultou numa queda de viabilidade de
pequena monta, mas ja discriminando as linhagens (Figura 30), e como anteriormente
observado, com pouco poder discriminatorio quanto a biomassa e especialmente em
relacdo a formacéo de etanol.

O substrato utilizado no sexto e sétimo ciclos, do primeiro lote, teve concentragdes
maiores de inibidores (principalmente do &cido acético) e também de agucares visando
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impor uma condicdo ainda mais estressante para as linhagens. A forma nédo dissociada do
acido acético atravessa a membrana celular da levedura que apresenta valores mais alto de
pH no seu interior, resultando em sua dissociacdo e consequente queda no valor do pH.
Para manter o pH intracelular, € necessario o bombeamento dos prétons para fora da célula
por meio do consumo de ATP o qual seria utilizado para a manutencgéo celular de levedura
(VERDUYN et al., 1992). As condigdes estressantes impostas nos 2 Ultimos ciclos
permitiram destacar as tolerancias mais elevadas das cepas 242 e 408 em relacdo a
referéncia (SA-1) conforme se denota pelos valores de viabilidades da Figura 30.

Quanto a viabilidade celular do segundo lote, apresentada pela Figura 31, nota-se
quedas acentuadas por parte das linhagens avaliadas no decorrer dos ciclos fermentativos.
Este declinio, mais rapido, ocorreu porque desde o primeiro ciclo fermentativo o substrato
empregado possuia maiores concentrac@es de inibidores e actcares (0 mesmo utilizado nos
dois ultimos ciclos da fermentacdo do primeiro lote). No quarto e quinto ciclos foram
realizados tratamento &cido, e verifica-se mais uma vez que tal expediente intensificou o
efeito toxico do &cido acético, ocasionando queda de viabilidade. Importante salientar que
os dados de formacdo de biomassa e etanol ndo foram sensiveis o suficiente para refletir,
de imediato, os efeitos nefastos das condic¢Oes estressantes impostas, possivelmente (como
ja demonstrado em outros ensaios) exigindo uma extensdo dos reciclos fermentativos. Ao
contrario, os dados de viabilidade sdo aqueles que mais rapidamente respondem aos
estresses aplicados, e no presente estudo este parametro foi monitorado para sugerir
intensificacdo ou reducdo nas magnitudes dos estresses aplicados ao longo dos reciclos.
Assim, pela Figura 31, tem-se que as linhagens 365 e 430 se destacaram entre as demais
pela elevada tolerancia.

E importante mencionar que na fermentacdo industrial, é extremamente dificil
promover os ciclos fermentativos em condigdes fisiologicas idénticas e repetitivas. Assim,
em relacdo ao mosto (formulado mediante a medida o Brix), nem sempre se obtém os
mesmos teores de agucares, 0 que impacta em diferentes teores de etanol ao final da
fermentacdo. Da mesma forma, dependendo da temperatura ambiente e da eficiéncia do
sistema de refrigeracdo (variavel, dependendo da temperatura ambiente e do proprio
equipamento), tem-se variacdes grandes de um ciclo para outro. Ademais, no periodo de
chuvas, paradas sdo frequentes e a levedura € mantida dias sem alimentagdo. Estas
condi¢des sdo de extrema importancia, pois definem a capacidade de implantagéo da
linhagem de levedura no processo. No presente estudo, estas variagfes foram
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deliberadamente introduzidas nos ensaios com reciclo de célula, para permitir a
identificacdo de linhagens com capacidade de suportar os variados estresses aplicados.

E possivel destacar no segundo lote, no quinto ciclo fermentativo, que as linhagens
365 e 430 foram as que apresentaram maior viabilidade, com diferencas significativas em
relacdo a linhagem industrial SA-1.

As concentracdes de agUcares residuais no terceiro ciclo fermentativo (resultados
ndo apresentados) estavam no limite de deteccdo da metodologia (valores menores que
0,10%); no entanto a linhagem 572 apresentou valores ao redor de 0,41%, sendo que,
mesmo assim, pouco afetou os teores finais de etanol. Da mesma forma os teores de
glicerol, no mesmo ciclo, ficaram entre 0,33 e 0,43%, para todas as linhagens ao longo dos
reciclos (dados ndo apresentados). Quanto a velocidade de fermentacdo, avaliada pela
perda de peso (CO2) a cada hora, ndo foi igualmente observada diferencas entre as
linhagens. Assim como os teores de etanol, e até certo ponto da biomassa formada, os
pardmetros anteriormente mencionados ndo foram sensiveis o suficiente para destacar
diferencas fisiologicas entre as linhagens, permitindo concluir que a maior parte dos
isolados se mostrou como leveduras eficientes na conducao da fermentacéo.

A diferenca maior foi quanto a viabilidade, que diga-se de passagem, é o parametro
determinante para a implantacdo de uma linhagem em processos com reciclo de células. A
capacidade de uma linhagem em sobreviver as condicdes de estresse estdo ainda longe de
serem compreendidas. No entanto, os carboidratos de reserva (glicogénio e trealose),
contribuem de modo significativo para incremento na tolerancia a varios tipos de estresses
e leveduras que acumulam maiores quantidades destas reservas se mostram mais tolerantes
(LILLIE; PRINGLE, 1980; BASSO et al., 1996; BASSO et al., 2008).

Os teores destas reservas sofrem dréstica reducdo nas primeiras horas de
fermentagdo, sendo repostas até o final da fermentacdo, ocasido em que os teores finais
podem ser superiores ou inferiores aos iniciais, podendo resultar em oscilagcbes no
rendimento em etanol ao longo dos reciclos (BASSO; AMORIM, 19889, 1989). E
desejavel que a levedura apresente elevados teores de reservas ao final da fermentacéo,
pois a capacita a melhor resistir o efeito estressante do tratamento acido.

Como ja mencionado, os acidos fracos (como 0 acético no presente caso) se
tornam protonados em ambientes acidos (como no substrato empregado no presente
experimento, assim como pelo préprio tratamento &cido do fermento), permitindo que os

mesmos adentrem a célula e causem uma acidificacdo do citoplasma celular. A expulsdo
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destes protons liberados no interior da célula exige a acdo da ATPase de membrana, que
consumindo ATP (oriundo da fermentagdo, quer do agucar exdgeno se existente ou das
reservas endogenas — glicogénio e trealose) evita a acidificacdo do citoplasma e morte da
célula. Portanto linhagens com maiores conteudos de reserva de carboidrato tem mais
recursos para gerar o ATP necessario, mormente quando os niveis externos de agtcar séo
baixos (como na ocasido do tratamento acido).

Por outro, outros fatores condicionam a tolerancia da levedura ao conjunto de
fatores estressantes utilizados no presente experimento. Etanol, acidez e elevada
temperatura, atuam de modo sinergistico, para alterar a fluidez da membrana, tornando-a
mais permeavel aos H* (mesmo na forma de &cidos organicos fracos protonizados).
Portanto uma membrana com composicao favoravel a resultar em fluidez adequada, exigira
menor contribuicdo das reservas para efetuar a exclusao dos protons. Neste caso o menor
consumo das reservas durante o periodo de estresse permitiria um maior teor das mesmas.
Os resultados apresentados nas Figuras 32 e 33, demonstram que a maioria das linhagens
mais tolerantes aos estresses impostos, e portanto, apresentando as maiores viabilidades
celulares, apresentaram os maiores teores das mencionadas reservas ao final dos reciclos
fermentativos.

Mesmo assim, linhagens com altos contetidos de trealose, necessariamente nao
estardo eficientemente protegidas, a menos que esta reserva esteja distribuida em ambos os
lados da membrana plasméatica (MANSURE et al., 1994). Esta distribuicdo da trealose €
facilitada pelo transportar modulado pelo gene AGTL1, que estd em varias copias no genoma

de linhagens tolerantes aos varios estresses industriais (STAMBUK et al., 1998).
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Figura 26 — Biomassa Umida (g) das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo a 30°C. Para os cinco primeiros
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0,18 g/L de furfural e 0,09 g/L de HMF) os demais foi composto hidrolisado e melago (18,7% de
ART, 6,7 g/L de acido acético, 0,36 g/L de furfural e 0,07 g/L de HMF). Médias com letras iguais
dentro de um mesmo ciclo nao diferem ao nivel de 5% de significancia
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Figura 27 — Biomassa Umida (g) das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo em substrato constituido de

hidrolisado e melago (18,7% de ART, 6,07 g/L de acido acético, 0,36 g/L de furfural e 0,07 g/L
de HMF) a 30°C. Médias com letras iguais dentro de um mesmo ciclo nao diferem ao nivel de 5%
de significancia
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Figura 28 — Teor de etanol (% v/v) das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo a 30°C. Para os
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Figura 29 - Teor de etanol (% v/v) das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo em substrato

constituido de hidrolisado e melaco (18,7% de ART, 6,07 g/L de acido acético, 0,36 g/L
de furfural e 0,07 g/L de HMF) a 30°C. Médias com letras iguais dentro de um mesmo
ciclo ndo diferem ao nivel de 5% de significancia
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Figura 31 - Viabilidade celular (%)das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo em substrato constituido de

hidrolisado e melago (18,7% de ART, 6,07 g/L de acido acético, 0,36 g/L de furfural e 0,07 g/L de
HMF) a 30°C. Médias com letras iguais dentro de um mesmo ciclo ndo diferem ao nivel de 5% de
significancia
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Figura 33 — Teores celulares de reservas totais (trealose + glicogénio - % na matéria seca) das linhagens ao
final do dltimo ciclo fermentativo. Médias com letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de
5% de significAncia
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5.8 Obtencéo e selecdo dos haploides

Células de S. cerevisiae na auséncia de nutriente podem ser induzidas a entrar em meiose
durante a qual ha formacdo de esporos (STELKENS et al, 2014). Os haploides gerados
apresentam diferencas fenotipicas e genotipicas, e, mediante hibridacdo esta variabilidade
genética pode resultar em atributos desejaveis num hibrido. As linhagens 242 e 408 que se
mostraram tolerantes aos compostos toxicos na etapa anterior, foram submetidas ao processo
de hibridacdo com o intuito de explorar seu material genético. Para tal, as linhagens foram
esporuladas e 149 haploides oriundos da cepa 242 e 124 da cepa 408 foram submetidos a um
“screening” avaliando o crescimento da biomassa (DO600nm) empregando-se substrato a base
de hidrolisado e melago, permitindo a sele¢do de 32 haploides (18 referentes a linhagem 242 e
14 referentes a linhagem 408) que apresentaram valores superiores ou proximos as linhagens

parentais referenciadas na respectiva placa (Figura 34 e 35).
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acético, 0,25 g/L de furfural e 0,05 g/L de HMF). Barras negras correspondem aos haploides selecionados

(continua)



75

i o

H0Z

av1

335853933

TYs

58
a8
EB
8
18
a8
BL
18
LL
AL
SL
P
EL
ZL
TL
aL
=]
Ba
L
a3
59
ra
ES
z3
1a
oa
65
85
[l
a0t
T-ws

LS
95
55
s
ES
4]
15
s
B¥
ar
iv
ar
il
e
E¥
v
133
ov
GE
BE
LE
9E
SE
YE
EE
ZE
1E
0E
ok
Bov
1%

3355333333

3335335333

L5 TP
85
1Tt
OrT
G0T
a0t
L07T
a0t
S0T
ot
EOT
0T
10T
oot
66
BG
i6
a6
56
L
EG
bl
16
06
68
88
i8
ag
ok
a0
1-%5

w09 '0'd
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5.9 Cruzamento direcionado

Os haploides selecionados a partir do resultado de crescimento em microplacas das
linhagens 242 e 408 tiveram o “mating type” determinado segundo a reac¢do sexual (MAT a e
MAT o). Para que ocorra o processo de acasalamento entre os haploides, os genes reguladores
“a” e “a” os quais estdo presentes em uma regido denominada locus MAT secretam hormonios
peptidicos, fator a e fator o, o qual induz o acasalamento. O cruzamento pode ocorrer entre 0s
haploides que possuem tipo de cruzamento oposto e assim gerar dipldides heterozigotos
(FOWELL, 1996).

Os cruzamentos foram realizados intra e inter-linhagens diante micromanipulagdo
resultando em 35 cruzamentos e aproximadamente cinco isolados de cada cruzamento foram
resgatados (totalizando 155 hibridos). A relacdo e identificacdo dos hibridos obtidos mediante
cruzamento direcionado, indicando a origem dos haploides e as especificacdes dos cruzamentos
estdo apresentadas no anexo X.

Os produtos do cruzamento direcionado foram submetidos a uma avaliacdo de
crescimento (DOeoonm) €M substrato constituido por hidrolisado e melago. Os dados de DOgoonm
apos 24 horas de crescimento estdo dispostos na Figura 36. Podemos observar pela figura que
a maioria dos hibridos gerados apresentaram crescimentos superiores a linhagem referéncia
SA-1. Em relagéo as linhagens que lhes deram origem, os crescimentos foram semelhantes e/ou
superiores por parte da maioria dos isolados.

3 isolados com perfis de tolerancia superiores aos parentais (destacados em preto na
figura), foram selecionados e reservados para préxima avaliagdo em fermentacdo com reciclo

de células.
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Figura 36 - DO24n (600nm) dos isolados oriundos do cruzamento direcionado entre as linhagens 242 e 408 em substrato constituido de hidrolisado e melago

(15% de ART, 4,17 g/L de &cido acético, 0,25 g/L de furfural e 0,05 g/L de HMF). Barras negras correspondem aos haploides selecionados



78

5.10 Cruzamento Massal

Cruzamentos massais ou aleatérios consistem na mistura de um grande nimero de
células haploides, muitas vezes de diferentes estirpes progenitoras as quais deixa-se cruzar
aleatoriamente. Esta técnica pode ser empregada para as estirpes homotéalicas, como também
para heterotélicas (STEENSELS et al, 2014).

Os haploides oriundos das linhagens 242 e 408 foram submetidos a um cruzamento
aleatorio e 80 isolados foram resgatados e submetidas a uma avaliacdo de crescimento
(DOe0onm) em substrato contendo hidrolisado e melaco. Os dados de DOsoonm ap0s 24 horas de
crescimento estdo dispostos na Figura 37. Observa-se que todos os hibridos gerados pelo
cruzamento massal apresentaram crescimentos superiores a referéncia SA-1. Em comparacgéo
as linhagens que Ihe deram origem, podemos verificar crescimentos semelhantes como também
superiores.

4 isolados com perfis de tolerancia superiores aos parentais (destacados em preto na
figura), foram selecionados e reservados para préxima avaliagdo em fermentacdo com reciclo

de células.
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Figura 37 - DO24n (600nm) dos isolados oriundos do cruzamento massal entre as linhagens 242 e 408 em substrato constituido de hidrolisado e melago (15% de
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5.11 Ensaio fermentativo com os isolados selecionados a partir dos cruzamentos
massal e direcionado

Quatro isolados do cruzamento massal (CM16, CM20, CM60 e CM76) e 3 do
cruzamento direcionado (CD52, CD68 e CD132) que apresentaram 0s maiores crescimentos
quando comparados as linhagens que Ihe deram origem referenciadas na respectiva placa, foram
submetidos a um ensaio fermentativo com reciclo de células, simulando o processo industrial,
na busca de linhagens com tolerancia apropriada. Para tal, foram conduzidos 5 ciclos
fermentativos empregando hidrolisado e melago como substrato.

Apesar da discreta diferenca entre o crescimento da biomassa (Figura 38) das linhagens
avaliadas, a linhagem 408 (referéncia) foi a que apresentou menor ganho. A linhagem CD132
apresentou maior acumulo de biomassa nos ciclos 4 e 5, apresentando resultados
significativamente maiores que as outras linhagens testadas.

Em relacdo ao teor de etanol (Figura 39) ndo houve diferencas significativas entre as
mesmas, nos diferentes ciclos fermentativos. As concentracfes de aglcares residuais foram no
limite de deteccdo da metodologia empregada, enquanto os teores de glicerol (na faixa de 0,35
e 0,41%) ndo mostraram diferencas entre as linhagens. Da mesma forma, ndo se observou
diferencas entre as linhagens em relacéo a velocidade de fermentacéao (dados nédo apresentados).

Pelo parametro viabilidade (Figura 40) podemos destacar as linhagens CD52, CD68,
CD132, CM20 e CM76 que apresentaram diferencas significativas em relacdo as linhagens que
Ihes deram origem, apresentando os maiores valores de viabilidade celular (92,3%, 91,7%,
88,8%, 87,4% e 86,1%, respectivamente) confirmando que a técnica de hibridagdo pode gerar
hibridos mais tolerantes que os parentais. Vale a pena ressaltar que os hibridos CD52, CD68 e
CD132, oriundos do cruzamento direcionado, foram os que apresentaram maior adaptabilidade
a0 meio testado, pois apresentaram melhor viabilidade 92,3%, 91,7% e 89,5%,
respectivamente. Os 3 hibridos foram obtidos de haploides oriundos de um Gnico parental. Ou
seja, para gerar o isolado CD52 foi feito cruzamento entre os haploides 78 e 73 (oriundos da
linhagem 408) e o isolado CD68 entre os haploides 78 e 59, também oriundo da linhagem 408.
O isolado CD132 foi originado pelo cruzamento dos haploides 119 e 107, oriundo da linhagem
242 (anexo N).
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Figura 38 — Biomassa Umida (g) das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo em substrato constituido de
hidrolisado e melaco (18,7% de ART, 6,07 g/L de acido acético, 0,36 g/L de furfural e 0,07 g/L de
HMF) a 30°C. Médias com letras iguais dentro de um mesmo ciclo nédo diferem ao nivel de 5% de
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Figura 39 — Teor de etanol (% v/v) das linhagens ao final de cada ciclo fermentativo em substrato constituido
de hidrolisado e melago (18,7% de ART, 6,07 g/L de acido acético, 0,36 g/L de furfural e 0,07 g/L
de HMF) a 30°C. Médias com letras iguais dentro de um mesmo ciclo ndo diferem ao nivel de 5%
de significancia
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Os resultados obtidos no presente trabalhou permitiu destacar pelo menos 4 linhagens
(242, 365, 408 e 430) mais adaptadas ao processo fermentativo com reuso de células
empregando hidrolisado e melago como substrato quando comparadas a referéncia SA-1.
Destas, duas linhagens (242 e 408) foram submetidas aos cruzamentos massal e direcionado
gerando linhagens que se mostram superiores aos parentais no mesmo substrato.

Alexandrino (2012) alcancou resultados satisfatérios ao realizar cruzamento
direcionado entre as linhagens PE-2 e CAT-1. A linhagem obtida apresentou maior teor de
trealose quando comparado as linhagens parentais. Entretanto, em relacdo a viabilidade, o
hibrido gerado se mostrou inferior a referéncia PE-2.

E de grande importancia obter linhagens que apresentem alta viabilidade ao transcorrer
do processo de reciclagem de células. Neste trabalho as linhagens CD52, CD68 e CD132
obtidas mediante cruzamento direcionado apresentaram alto teores de reservas totais (trealose
e glicogénio) como também alta viabilidade, comprovando sua superioridade entre as linhagens
avaliadas.

As consideragdes apresentadas em relacdo ao ensaio anterior com reciclos fermentativos
sdo validas para a discussdo dos presentes dados.

Os atributos apresentados pelos isolados obtidos mediante hibridacdo sugerem que estas
linhagens estédo adaptadas ao substrato proposto para geracdo de etanol de segunda geragéo

(hidrolisado e melaco).
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6 CONCLUSOES

A imposicao de condicdes estressantes sobre as culturas da linhagem SA-1 permitiu a
evolucdo de uma linhagem com maior tolerdncia aos inibidores de um substrato a base de
hidrolisado de bagago, mantendo elevada viabilidade em reciclos fermentativos.

A biodiversidade de linhagens indigenas encontradas em destilarias brasileiras é uma
fonte valiosa na busca de variantes com atributos de tolerancia a inibidores presentes num
substrato para etanol de segunda geracéo.

Os processos de hibridagao, quer massal ou direcionado, se constituem em importantes
ferramentas para a obtengdo de leveduras hibridas com melhores perfis de tolerdncia aos
inibidores presentes no hidrolisado de bagaco.

As linhagens obtidas sdo boas candidatas a serem submetidas a modificacdo genética
visando a capacidade de fermentacdo da xilose para um aproveitamento total dos aglcares
presente no hidrolisado.
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Tabela 2 — Teor de biomassa Umida centrifugada (g) durante a Pré-selecdo 2 (mediante ensaios de fermentacao

com reciclo de células) ao final dos 5 ciclos fermentativos para as diferentes linhagens

Biomassa (g)

Linhagem B1 B2 B3 B4 B5
3,61 3,2 3,12 3,22 3,39

SA-1 3,59 3,19 3,12 3,23 3,43

3,64 3,33 3,33 3,45 3,65
Média 3,61 3,24 3,19 3,30 3,49
Desvio padrao 0,03 0,08 0,12 0,13 0,14
3,68 3,06 3 3,04 3,22

SA-C2 3,56 3,11 3,02 3,19 3,47

3,5 3,04 2,94 3,35 3,51
Média 3,58 3,07 2,99 3,19 3,40
Desvio padrao 0,09 0,04 0,04 0,16 0,16
3,63 3,23 3,11 3,38 3,48

SA-C2-4 3,58 3,3 3,24 3,18 3,31
3,57 3,29 3,15 3,18 3,41
Média 3,59 3,27 3,17 3,25 3,40
Desvio padrao 0,03 0,04 0,07 0,12 0,09
3,69 3,43 3,29 3,33 3,46
SA-C9 3,53 3,34 3,18 3,20 3,28
3,62 3,49 3,36 3,44 3,47
Média 3,61 3,42 3,28 3,32 3,40
Desvio padrao 0,08 0,08 0,09 0,12 0,11
3,63 3,06 2,98 2,98 3,16

SA-C14 3,5 2,95 2,92 3,07 3,29

3,5 2,95 2,9 2,93 3,12
Média 3,54 2,99 2,93 2,99 3,19
Desvio padrao 0,08 0,06 0,04 0,07 0,09
3,49 3,24 3,18 3,19 3,33
SA-C14-6 3,65 3,35 3,24 3,16 3,16
3,59 3,3 3,20 3,19 3,25

Média 3,58 3,30 3,21 3,18 3,25
Desvio padrao 0,08 0,06 0,03 0,02 0,09
3,46 3,14 3,08 3,12 3,24

SA-C14-C10 3,6 3,3 3,21 3,23 3,29
3,57 3,31 3,26 3,30 3,45
Média 3,54 3,25 3,18 3,22 3,33
Desvio padrao 0,07 0,10 0,09 0,09 0,11
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ANEXO B

Tabela 3 — Teor de etanol (% v/v) durante a Pré-selecdo 2 (mediante ensaios de fermentagdo com reciclo de
células) ao final dos 5 ciclos fermentativos para as diferentes linhagens

Etanol (%)

Linhagem Vi V2 V3 v4 V5
6,70 7,95 7,95 8,15 7,95
SA-1 6,70 7,95 7,90 8,00 7,95
6,70 7,80 8,05 8,05 8,00
Média 6,70 7,90 7,97 8,07 7,97
Desvio padrao 0,00 0,09 0,08 0,08 0,03
6,85 8,05 8,00 8,10 8,05
SA-C2 6,80 7,95 8,05 7,95 7,95
6,90 8,00 7,95 8,00 7,90
Média 6,85 8,00 8,00 8,02 7,97
Desvio padrao 0,05 0,05 0,05 0,08 0,08
6,75 7,95 7,90 7,90 7,85
SA-C2-4 6,75 7,90 8,20 7,95 8,05
6,85 8,05 8,05 8,15 7,95
Média 6,78 7,97 8,05 8,00 7,95
Desvio padrao 0,06 0,08 0,15 0,13 0,10
6,80 7,95 8,00 8,05 8,05
SA-C9 6,85 7,85 8,05 8,10 8,05
6,85 8,00 7,90 8,10 8,05
Média 6,83 7,93 7,98 8,08 8,05
Desvio padrao 0,03 0,08 0,08 0,03 0,00
6,85 8,00 7,90 8,05 7,95
SA-C14 6,85 7,95 8,00 7,90 8,00
6,80 7,95 8,05 8,00 7,95
Média 6,83 7,97 7,98 7,98 7,97
Desvio padrao 0,03 0,03 0,08 0,08 0,03
6,85 7,95 8,10 8,05 7,95
SA-C14-6 6,85 8,00 8,10 8,15 8,15
6,80 8,10 8,15 8,10 8,00
Média 6,83 8,02 8,12 8,10 8,03
Desvio padrao 0,03 0,08 0,03 0,05 0,10
6,80 7,95 7,90 8,00 8,00
SA-C14-C10 6,90 7,95 8,05 8,15 7,90
6,80 7,95 8,00 8,05 8,05
Média 6,83 7,95 7,98 8,07 7,98

Desvio padrao 0,06 0,00 0,08 0,08 0,08
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Tabela 4 — Viabilidade celular (%) durante a Pré-selecdo 2 (mediante ensaios de fermentacdo com reciclo de

células) ao final dos 5 ciclos fermentativos para as diferentes linhagens

Viabilidade (%)

Linhagem Vi V2 V3 v4 V5
71,50 65,50 59,90 53,90 53,70
SA-1 72,30 64,00 58,00 44,90 42,80
70,30 69,00 53,90 53,90 53,20
Média 71,37 66,17 57,27 50,90 49,90
Desvio padrao 1,01 2,57 3,07 5,20 6,15
81,50 63,00 50,00 50,00 38,00
SA-C2 77,50 62,20 52,00 51,00 46,00
78,30 59,00 51,60 46,50 42,90
Média 79,10 61,40 51,20 49,17 42,30
Desvio padrao 2,12 2,12 1,06 2,36 4,03
68,80 56,70 50,50 49,70 47,30
SA-C2-4 71,60 63,50 53,60 45,40 44,20
73,00 58,70 50,30 44,30 42,00
Média 71,13 59,63 51,47 46,47 44,50
Desvio padrao 2,14 3,49 1,85 2,85 2,66
88,20 69,30 61,40 58,60 56,80
SA-C9 93,50 79,70 63,70 62,70 57,50
89,50 76,60 72,30 66,50 65,60
Média 90,40 75,20 65,80 62,60 59,97
Desvio padrao 2,76 5,34 5,75 3,95 4,89
79,00 67,50 51,60 49,80 41,50
SA-C14 75,90 65,30 51,70 43,80 43,00
70,60 62,80 58,80 46,20 43,30
Média 75,17 65,20 54,03 46,60 42,60
Desvio padrao 4,25 2,35 4,13 3,02 0,96
79,90 66,60 59,40 57,50 56,50
SA-C14-6 78,16 71,90 64,60 59,00 55,80
80,70 66,20 60,80 56,00 56,00
Média 79,59 68,23 61,60 57,50 56,10
Desvio padrao 1,30 3,18 2,69 1,50 0,36
78,70 69,70 57,50 57,00 53,30
SA-C14-C10 82,70 68,20 59,90 48,60 47,70
80,80 66,30 60,80 51,30 50,60
Média 80,73 68,07 59,40 52,30 50,53
Desvio padrao 2,00 1,70 1,71 4,29 2,80
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ANEXO D
Tabela 5 — Teor de biomassa, Umida centrifugada (g) ao final dos 7 ciclos fermentativos para as diferentes
linhagens referente a avaliacédo final (primeiro lote)

Biomassa (g)

Linhagem Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7
3,09 3,50 3,76 3,96 4,32 4,56 4,32
SA-1 3,09 3,53 3,80 4,01 4,35 4,62 4,34
3,07 3,52 3,78 4,04 4,31 4,54 4,32
Média 3,08 3,52 3,78 4,00 4,33 4,57 4,33

Desvio padrao 0,01 0,02 0,02 0,04 0,02 0,04 0,01
3,15 3,60 3,84 4,18 4,58 4,86 4,58

103 3,14 3,61 3,91 4,30 4,69 4,95 4,65
3,15 3,60 3,92 4,28 4,75 5,01 4,69
Média 3,15 3,60 3,89 4,25 4,67 4,94 4,64

Desvio padrao 0,01 0,01 0,04 0,06 0,09 0,08 0,06
3,08 3,60 3,81 4,05 4,39 4,85 4,62

242 3,15 3,66 3,91 4,21 4,67 5,02 4,75

3,11 3,62 3,87 4,14 4,58 4,95 4,71

Média 3,11 3,63 3,86 4,13 4,55 4,94 4,69
Desvio padrao 0,04 0,03 0,05 0,08 0,14 0,09 0,07
261 3,08 3,47 3,70 3,94 4,30 4,57 4,31

3,10 3,49 3,73 3,96 4,34 4,59 4,29

3,10 3,47 3,72 3,98 4,39 4,57 4,35

Média 3,09 3,48 3,72 3,96 4,34 4,58 4,32
Desvio padrao 0,01 0,01 0,02 0,02 0,05 0,01 0,03
3,09 3,41 3,59 3,75 4,13 4,31 4,07

277 3,10 3,43 3,63 3,80 4,23 4,39 4,15
3,13 3,46 3,66 3,81 4,18 4,39 4,11
Média 3,11 3,43 3,63 3,79 4,18 4,36 4,11

Desvio padrao 0,02 0,03 0,04 0,03 0,05 0,05 0,04
3,06 3,45 3,57 3,74 4,20 4,43 4,09

291 3,05 3,45 3,61 3,82 4,20 4,50 4,25
3,02 3,41 3,53 3,74 4,24 4,47 4,18
Média 3,04 3,44 3,57 3,77 4,21 4,47 417

Desvio padrao 0,02 0,02 0,04 0,05 0,02 0,04 0,08
3,04 3,47 3,62 3,86 4,37 4,66 4,55

408 3,04 3,46 3,65 3,92 4,33 4,63 4,56
3,06 3,46 3,67 3,96 4,39 4,72 4,66
Média 3,05 3,46 3,65 3,91 4,36 4,67 4,59

Desvio padrao 0,01 0,01 0,03 0,05 0,03 0,05 0,06
3,09 3,90 4,26 4,59 5,00 5,32 5,26

572 3,06 3,87 4,30 4,59 5,05 5,47 5,41
3,08 3,89 4,32 4,63 5,05 5,44 5,42
Média 3,08 3,89 4,29 4,60 5,03 5,41 5,36

Desvio padrao 0,02 0,02 0,03 0,02 0,03 0,08 0,09
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ANEXO E

Tabela 6 — Teor de etanol (%, v/v) nos vinhos ao final dos 7 ciclos fermentativos para as diferentes linhagens
referente a avaliagdo final (primeiro lote)

Etanol (%)

Linhagem Vi V2 V3 v4 V5 V6 V7
7,90 7,60 8,10 8,70 8,30 8,85 8,85
SA-1 8,00 7,40 8,10 8,40 8,20 8,80 8,85
7,90 7,55 8,10 8,45 8,10 8,90 8,85
Média 7,93 7,52 8,10 8,52 8,20 8,85 8,85
Desvio padrao 0,06 0,10 0,00 0,16 0,10 0,05 0,00
8,00 7,55 8,05 8,15 8,10 8,95 8,75
103 7,95 7,40 8,10 8,20 8,10 8,85 8,75
7,95 7,63 8,05 8,10 8,15 8,85 8,75
Média 7,97 7,53 8,07 8,15 8,12 8,88 8,75
Desvio padrao 0,03 0,12 0,03 0,05 0,03 0,06 0,00
7,85 7,40 8,05 8,20 8,20 8,90 8,8

242 7,70 7,45 8,10 8,20 8,05 8,95 8,8

7,70 7,35 8,05 8,20 8,00 9,00 8,8
Média 7,75 7,40 8,07 8,20 8,08 8,95 8,80
Desvio padrao 0,09 0,05 0,03 0,00 0,10 0,05 0,00
7,50 7,50 8,00 8,20 8,10 8,90 8,75

261 7,95 7,50 8,10 8,15 8,10 8,90 8,8

7,95 7,50 8,15 8,25 8,10 8,90 8,8
Média 7,80 7,50 8,08 8,20 8,10 8,90 8,78
Desvio padrao 0,26 0,00 0,08 0,05 0,00 0,00 0,03
7,90 7,45 8,15 8,25 8,10 8,90 8,75
277 7,85 7,50 8,20 8,25 8,05 8,90 8,75
8,00 7,45 8,10 8,25 8,10 8,90 8,80
Média 7,92 7,47 8,15 8,25 8,08 8,90 8,77
Desvio padrao 0,08 0,03 0,05 0,00 0,03 0,00 0,03
7,90 7,45 8,15 8,25 8,00 8,80 8,65
291 7,80 7,50 8,20 8,15 8,05 8,90 8,75
7,95 7,50 8,15 8,10 8,00 9,00 8,65
Média 7,85 7,48 8,17 8,17 8,02 8,90 8,68
Desvio padrao 0,07 0,03 0,03 0,08 0,03 0,10 0,06
7,80 7,50 8,10 8,20 8,10 8,85 8,85
408 8,00 7,45 8,10 8,15 8,15 9,05 8,90
7,70 7,50 8,10 8,30 8,05 8,90 8,85
Média 7,83 7,48 8,10 8,22 8,10 8,93 8,87
Desvio padrao 0,15 0,03 0,00 0,08 0,05 0,10 0,03
7,85 7,40 8,00 8,05 7,95 8,80 8,55
572 7,85 7,40 8,05 8,05 8,10 8,90 8,55
7,75 7,40 7,95 8,10 8,20 8,85 8,75
Média 7,82 7,40 8,00 8,07 8,08 8,85 8,62

Desvio padrao 0,06 0,00 0,05 0,03 0,13 0,05 0,12
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ANEXO F

Tabela 7 — Viabilidade celular (%) para as diferentes linhagens ao final dos ciclos fermentativos referente a
avaliacéo final (primeiro lote)

Viabilidade (%)

Linhagem Vi V2 V3 v4 V5 V6 V7
100,00 98,70 97,60 94,10 87,10 75,50 76,00
SA-1 97,00 92,50 96,90 96,30 89,20 73,50 72,70
98,00 96,40 97,00 96,10 87,80 71,30 68,70
Média 98,33 95,87 97,17 95,50 88,03 73,43 72,47
Desvio padrao 1,53 3,13 0,38 1,22 1,07 2,10 3,66
100,00 98,00 90,30 92,40 89,80 69,70 65,00
103 99,00 96,60 92,40 94,50 87,30 71,50 65,50
100,00 99,40 96,90 90,90 86,20 72,40 65,00
Média 99,67 98,00 93,20 92,60 87,77 71,20 65,17
Desvio padrao 0,58 1,40 3,37 1,81 1,84 1,37 0,29
99,50 96,90 98,20 96,50 95,00 86,90 76,70
242 99,60 98,60 97,60 96,50 97,70 82,90 79,30
99,50 98,00 98,20 96,70 96,40 84,30 78,20
Média 99,53 97,83 98,00 96,57 96,37 84,70 78,07
Desvio padrao 0,06 0,86 0,35 0,12 1,35 2,03 1,31
100,00 94,40 97,90 93,40 89,90 82,90 68,40
261 99,00 94,40 98,30 93,40 91,10 83,70 65,00
99,50 97,80 97,80 95,10 89,20 79,20 70,50
Média 99,50 95,53 98,00 93,97 90,07 81,93 67,97
Desvio padrao 0,50 1,96 0,26 0,98 0,96 2,40 2,78
97,00 95,20 94,30 91,50 83,70 76,10 65,00
277 95,00 93,90 94,40 90,70 84,50 69,30 60,20
96,00 94,60 93,90 89,80 83,50 69,80 57,70
Média 96,00 94,57 94,20 90,67 83,90 71,73 60,97
Desvio padrao 1,00 0,65 0,26 0,85 0,53 3,79 3,71
100,00 99,20 99,50 96,70 93,50 81,30 77,80
291 99,00 99,00 97,70 95,50 91,00 83,60 82,50
99,70 98,50 99,40 96,70 91,70 80,00 80,00
Média 99,57 98,90 98,87 96,30 92,07 81,63 80,10
Desvio padrao 0,51 0,36 1,01 0,69 1,29 1,82 2,35
100,00 99,20 98,70 97,00 94,40 86,70 82,40
408 99,00 99,60 97,50 96,90 93,50 87,50 84,00
98,00 99,00 98,20 97,50 94,50 88,00 83,90
Média 99,00 99,27 98,13 97,13 94,13 87,40 83,43
Desvio padrao 1,00 0,31 0,60 0,32 0,55 0,66 0,90
97,00 94,60 96,50 81,80 84,50 73,40 75,40
572 97,00 94,70 94,30 84,10 83,50 78,20 72,70
95,00 94,90 93,20 82,20 83,70 76,00 78,00
Média 96,33 94,73 94,67 82,70 83,90 75,87 75,37

Desvio padrao 1,15 0,15 1,68 1,23 0,53 2,40 2,65
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Tabela 8 — Teor de biomassa, Umida centrifugada (g) ao final dos 5 ciclos fermentativos para as diferentes

linhagens referente a avaliacéo final (segundo lote)

Biomassa (g)

Linhagem B1 B2 B3 B4 B5
3,17 3,09 3,03 3,12 3,44

SA-1 3,17 3,07 3,00 3,08 3,35
3,19 3,10 3,07 3,22 3,44

Média 3,18 3,09 3,03 3,14 3,41
Desvio padrao 0,01 0,02 0,04 0,07 0,05
3,34 3,30 3,19 3,24 3,39
SA-C9 3,30 3,24 3,22 3,27 3,44
3,37 3,29 3,26 3,39 3,55
Média 3,34 3,28 3,22 3,30 3,46
Desvio padrao 0,04 0,03 0,04 0,08 0,08
3,27 3,34 3,32 3,37 3,41
SA-C14-6 3,27 3,31 3,35 3,33 3,50
3,29 3,34 3,40 3,40 3,63

Média 3,28 3,33 3,36 3,37 3,51
Desvio padrao 0,01 0,02 0,04 0,04 0,11
3,24 3,22 3,23 3,24 3,49

L5 col 10 3,26 3,27 3,29 3,29 3,53
3,27 3,27 3,28 3,33 3,44
Média 3,26 3,25 3,27 3,29 3,49
Desvio padrao 0,02 0,03 0,03 0,05 0,05
3,39 3,30 3,23 3,37 3,55

289 3,37 3,38 3,22 3,35 3,59
3,36 3,40 3,27 3,41 3,68

Média 3,37 3,36 3,24 3,38 3,61
Desvio padrao 0,02 0,05 0,03 0,03 0,07
3,30 3,14 2,97 2,96 3,11

362 3,33 3,11 3,03 3,04 3,17

3,30 3,17 3,04 3,05 3,13
Média 3,31 3,14 3,01 3,02 3,14
Desvio padrao 0,02 0,03 0,04 0,05 0,03
3,23 3,22 3,37 3,45 3,50

365 3,31 3,25 3,32 3,50 3,57
3,37 3,34 3,36 3,45 3,60
Média 3,30 3,27 3,35 3,47 3,56
Desvio padrao 0,07 0,06 0,03 0,03 0,05
3,46 3,49 3,43 3,48 3,59
430 3,47 3,48 3,45 3,53 3,56

3,43 3,46 3,44 3,49 3,63
Média 3,45 3,48 3,44 3,50 3,59
Desvio padrao 0,02 0,02 0,01 0,03 0,04
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ANEXOH

Tabela 9 — Teor de etanol (%, v/v) nos vinhos ao final dos 7 ciclos fermentativos para as diferentes linhagens
referente a avaliagdo final (segundo lote)

Etanol (%)

Linhagem Vi V2 V3 v4 V5
9,00 9,05 9,05 8,90 8,80
SA-1 9,00 9,00 9,00 8,80 8,75
9,00 9,10 9,15 8,90 8,85
Média 9,00 9,05 9,07 8,87 8,80
Desvio padrao 0,00 0,05 0,08 0,06 0,05
9,00 9,15 9,25 8,85 8,65
SA-C9 8,95 9,15 9,15 8,90 8,70
8,90 9,10 9,25 8,95 8,75
Média 8,95 9,13 9,22 8,90 8,70
Desvio padrao 0,05 0,03 0,06 0,05 0,05
8,90 9,25 9,15 8,75 8,65
SA-C14-6 8,95 9,20 9,25 8,85 8,60
8,85 9,20 9,25 8,80 8,65
Média 8,90 9,22 9,22 8,80 8,63
Desvio padrao 0,05 0,03 0,06 0,05 0,03
8,95 9,10 9,15 8,75 8,65
L5col10 9,00 9,05 9,20 8,85 8,70
9,00 9,10 9,05 8,80 8,70
Média 8,98 9,08 9,13 8,80 8,68
Desvio padrao 0,03 0,03 0,08 0,05 0,03
9,00 9,20 9,20 8,95 8,70
289 8,95 9,25 9,00 8,85 8,75
8,95 9,15 9,05 8,80 8,70
Média 8,97 9,20 9,08 8,87 8,72
Desvio padrao 0,03 0,05 0,10 0,08 0,03
8,85 9,10 9,25 8,90 8,75
362 9,00 9,10 9,15 8,90 8,75
8,90 9,10 9,15 8,95 8,75
Média 8,92 9,10 9,18 8,92 8,75
Desvio padrao 0,08 0,00 0,06 0,03 0,00
9,00 9,15 9,35 8,80 8,55
365 8,70 9,20 9,40 8,80 8,60
8,80 9,15 9,35 8,90 8,65
Média 8,83 9,17 9,37 8,83 8,60
Desvio padrao 0,15 0,03 0,03 0,06 0,05
9,05 9,10 9,05 9,00 8,60
430 9,00 9,15 9,15 8,90 8,65
8,95 9,15 9,30 9,00 8,65
Média 9,00 9,13 9,17 8,97 8,63

Desvio padrao 0,05 0,03 0,13 0,06 0,03
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ANEXO |

Tabela 10 — Viabilidade celular (%) para as diferentes linhagens ao final dos ciclos fermentativos referente a
avaliagdo final (segundo lote)

Viabilidade (%)

Linhagem Vi V2 V3 v4 V5
85,00 72,52 54,60 41,71 31,04
SA-1 85,00 68,57 60,33 42,43 30,32
85,00 72,41 47,30 43,15 36,72
Média 85,00 71,17 54,08 42,43 32,69
Desvio padrao 0,00 2,25 6,53 0,72 3,51
97,00 88,60 64,80 51,42 44,47
SA-C9 96,00 84,27 59,70 47,79 32,84
98,00 88,46 66,20 44,35 37,35
Média 97,00 87,11 63,57 47,85 38,22
Desvio padrao 1,00 2,46 3,42 3,54 5,86
98,00 91,38 81,00 59,59 47,36
SA-C14-6 99,00 91,54 78,00 52,15 33,98
99,00 92,69 77,60 61,41 48,69
Média 98,67 91,87 78,87 57,72 43,34
Desvio padrao 0,58 0,71 1,86 4,91 8,14
91,00 77,44 60,00 39,62 23,80
L5 col 10 93,00 73,17 62,90 34,22 24,45
89,00 74,15 62,10 40,14 27,23
Média 91,00 74,92 61,67 37,99 25,16
Desvio padrao 2,00 2,24 1,50 3,28 1,82
98,90 89,40 63,90 52,20 40,90
289 98,70 88,80 68,90 54,90 40,40
97,20 89,70 66,40 53,20 58,30
Média 98,27 89,30 66,40 53,43 46,53
Desvio padrao 0,93 0,46 2,50 1,37 10,19
97,90 83,90 65,40 61,40 48,60
362 98,70 81,00 66,70 59,40 52,30
97,40 83,80 70,80 58,80 42,50
Média 98,00 82,90 67,63 59,87 47,80
Desvio padrao 0,66 1,65 2,82 1,36 4,95
99,40 93,90 86,50 78,20 59,40
365 99,30 90,90 88,80 77,20 68,50
99,20 91,60 86,00 76,10 65,40
Média 99,30 92,13 87,10 77,17 64,43
Desvio padrao 0,10 1,57 1,49 1,05 4,63
98,50 94,40 85,40 83,70 58,50
430 99,10 93,40 86,20 81,50 61,50
98,90 94,50 85,90 76,80 60,00
Média 98,83 94,10 85,83 80,67 60,00

Desvio padrao 0,31 0,61 0,40 3,52 1,50
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ANEXO J

Tabela 11 — Teor de biomassa, Umida centrifugada (g) ao final dos 5 ciclos fermentativos para as diferentes
linhagens referente ao ensaio fermentativo dos isolados selecionados a partir dos cruzamentos massal
e direcionado

Biomassa (g)

Linhagem Bl B2 B3 B4 B5
3,42 3,56 3,55 3,73 3,77

242 3,43 3,55 3,56 3,68 3,75

3,43 3,59 3,65 3,74 3,81
Média 3,43 3,57 3,59 3,72 3,78
Desvio padrao 0,01 0,02 0,06 0,03 0,03
3,35 3,40 3,19 3,44 3,54
408 3,38 3,45 3,56 3,49 3,64

3,34 3,38 3,37 3,55 3,69
Média 3,36 3,41 3,37 3,49 3,62
Desvio padrao 0,02 0,04 0,19 0,06 0,08
3,44 3,57 3,56 3,69 3,86
CMm16 3,44 3,57 3,58 3,70 3,86
3,45 3,58 3,62 3,68 3,84

Média 3,44 3,57 3,59 3,69 3,85
Desvio padrao 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01
3,44 3,61 3,63 3,79 3,89

Cm20 3,46 3,46 3,52 3,67 3,82
3,35 3,50 3,55 3,73 3,83

Média 3,42 3,52 3,57 3,73 3,85
Desvio padrao 0,06 0,08 0,06 0,06 0,04
3,51 3,64 3,55 3,65 3,77
CM60 3,51 3,66 3,62 3,66 3,83
3,48 3,65 3,60 3,67 3,82

Média 3,50 3,65 3,59 3,66 3,81
Desvio padrao 0,02 0,01 0,04 0,01 0,03
3,36 3,55 3,53 3,68 3,84
CM76 3,52 3,62 3,62 3,70 3,88
3,42 3,57 3,63 3,76 3,90
Média 3,43 3,58 3,59 3,71 3,87
Desvio padrao 0,08 0,04 0,06 0,04 0,03
3,41 3,53 3,53 3,73 3,82
52 3,37 3,62 3,62 3,76 3,88

3,38 3,70 3,63 3,77 3,83
Média 3,39 3,62 3,59 3,75 3,84
Desvio padrao 0,02 0,09 0,06 0,02 0,03
3,47 3,56 3,59 3,73 3,88

68 3,52 3,63 3,69 3,82 3,95

3,47 3,57 3,66 3,81 3,91

Média 3,49 3,59 3,65 3,79 3,91
Desvio padrao 0,03 0,04 0,05 0,05 0,04
3,50 3,61 3,69 3,89 4,02

132 3,49 3,64 3,76 3,91 4,01

3,43 3,59 3,71 3,91 4,05

Média 3,47 3,61 3,72 3,90 4,03

Desvio padrao 0,04 0,03 0,04 0,01 0,02
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Tabela 12 — Teor de etanol (%, v/v) nos vinhos ao final dos 5 ciclos fermentativos para as diferentes linhagens
referente ao ensaio fermentativo dos isolados selecionados a partir dos cruzamentos massal e

direcionado
Etanol (%)
Linhagem V1 V2 V3 v4 V5
8,65 9,25 8,55 9,00 8,95
242 8,55 9,20 8,40 8,95 8,80
8,60 9,25 8,45 9,00 8,85
Média 8,60 9,23 8,47 8,98 8,87
Desvio padrao 0,05 0,03 0,08 0,03 0,08
8,65 9,10 8,55 9,00 8,85
408 8,55 9,10 8,55 9,00 8,85
8,55 9,10 8,45 8,95 9,00
Média 8,58 9,10 8,52 8,98 8,90
Desvio padrao 0,06 0,00 0,06 0,03 0,09
8,65 9,35 8,60 8,95 8,90
CM16 8,65 9,40 8,50 8,95 8,85
8,65 9,30 8,65 8,95 8,85
Média 8,65 9,35 8,58 8,95 8,87
Desvio padrao 0,00 0,05 0,08 0,00 0,03
8,65 9,35 8,60 9,10 9,40
CM20 8,60 9,25 8,65 9,00 8,80
8,65 9,25 8,60 8,95 8,75
Média 8,63 9,28 8,62 9,02 8,98
Desvio padrao 0,03 0,06 0,03 0,08 0,36
8,65 9,20 8,65 8,80 8,80
CM60 8,65 9,15 8,65 8,85 8,95
8,65 9,20 8,65 8,80 8,95
Média 8,65 9,18 8,65 8,82 8,90
Desvio padrao 0,00 0,03 0,00 0,03 0,09
8,70 9,20 8,50 8,95 8,90
CcM76 8,70 9,30 8,65 8,90 8,80
8,65 9,30 8,55 8,95 8,75
Média 8,68 9,27 8,57 8,93 8,82
Desvio padrao 0,03 0,06 0,08 0,03 0,08
8,65 9,10 8,50 8,90 8,85
CD52 8,65 9,10 8,55 8,90 8,85
8,70 9,15 8,45 9,05 8,80
Média 8,67 9,12 8,50 8,95 8,83
Desvio padrao 0,03 0,03 0,05 0,09 0,03
8,65 9,25 8,60 9,00 8,85
CD68 8,65 9,25 8,65 9,00 9,25
8,65 9,35 8,70 9,05 9,00
Média 8,65 9,28 8,65 9,02 9,03
Desvio padrao 0,00 0,06 0,05 0,03 0,20
8,55 9,3 8,45 9 8,85
CD132 8,55 9,15 8,40 9 8,75
8,55 9,2 8,50 9 8,75
Média 8,55 9,22 8,45 9,00 8,78
Desvio padrdo 0,00 0,08 0,05 0,00 0,06
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ANEXO M

Tabela 13 — Viabilidade celular (%) para as diferentes linhagens ao final dos 5 ciclos fermentativos referente
ao ensaio fermentativo dos isolados selecionados a partir dos cruzamentos massal e

direcionado
Viabilidade (%)
Linhagem V1 V2 V3 v4 V5
96,90 97,00 93,40 84,40 70,00
242 97,50 95,80 88,50 83,30 71,80
97,90 97,20 91,50 85,50 68,50
Média 97,43 96,67 91,13 84,40 70,10
Desvio padrao 0,50 0,76 2,47 1,10 1,65
97,70 88,90 80,30 74,40 69,00
408 98,60 88,90 78,50 72,00 71,90
96,70 89,40 79,90 73,50 72,00
Média 97,67 89,07 79,57 73,30 70,97
Desvio padrao 0,95 0,29 0,95 1,21 1,70
100,00 99,60 93,90 84,30 74,60
CcM16 99,70 98,80 92,60 86,00 73,20
100,00 99,60 91,50 83,80 75,20
Média 99,90 99,33 92,67 84,70 74,33
Desvio padrao 0,17 0,46 1,20 1,15 1,03
100,00 99,60 96,50 92,90 88,00
Cm20 100,00 98,90 96,30 92,50 88,20
99,70 99,10 96,60 92,50 85,90
Média 99,90 99,20 96,47 92,63 87,37
Desvio padrao 0,17 0,36 0,15 0,23 1,27
99,30 99,00 89,40 78,70 68,30
CM60 100,00 99,30 90,70 78,80 68,80
99,60 98,60 89,50 80,40 69,70
Média 99,63 98,97 89,87 79,30 68,93
Desvio padrao 0,35 0,35 0,72 0,95 0,71
100,00 99,43 97,61 87,70 86,70
CcM76 99,58 99,61 95,26 88,16 87,40
99,65 99,42 97,64 89,65 84,40
Média 99,74 99,49 96,84 88,50 86,17
Desvio padrao 0,23 0,11 1,37 1,02 1,57
100,00 99,70 98,30 94,80 93,30
CD52 97,05 100,00 97,80 97,50 90,90
99,60 99,75 98,42 93,20 92,70
Média 98,88 99,82 98,17 95,17 92,30
Desvio padrao 1,60 0,16 0,33 2,17 1,25
99,78 99,65 98,76 95,25 92,00
CD68 99,61 99,68 98,73 94,28 89,30
100,00 99,20 98,29 94,47 93,80
Média 99,80 99,51 98,59 94,67 91,70
Desvio padrao 0,20 0,27 0,26 0,51 2,26
100,00 100,00 98,63 94,80 88,96
CD132 99,34 98,44 97,81 92,51 88,11
100,00 98,62 98,30 95,40 89,49
Média 99,78 99,02 98,25 94,24 88,85

Desvio padrao 0,38 0,85 0,41 1,53 0,70
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ANEXO N

Tabela 14 — Relagdo e identificacdo dos hibridos obtidos mediante cruzamentos direcionados (inter e
intra linhagens parentais) indicando a origem dos haploides e seu “mating type”.

Identificacdo do
origem  haploide "a"  origem haploide "a" hibrido gerado (CD)

408 76 242 11 1,3e4
408 59 242 11 2

408 8a 408 44 5a10
408 91 408 44 11a14
242 26 408 44 15a19
242 84 408 44 20a25
242 80 408 44 26229
408 93 408 44 30a36
242 80 408 44 37
242 107 408 78 38a44
242 9% 242 112 45 a 52
408 73 408 78 58263
242 22 242 11 53a57
408 59 408 78 64 a 68
242 26 242 11 69
408 73 242 11 70a76
242 17 242 11 77 a 80
242 17 408 78 81a83
242 50 408 44 84 a 89
242 39 408 44 90 a 95
242 54 408 44 96 a 101
408 57 408 44 102 a 104
408 18A 408 44 105 a 110
408 128 408 44 111a 116
408 14B 408 44 117 a 121
408 8A 408 44 122 a 127
242 116 242 144 128 e 129
242 78 242 141 130 e 131
242 107 242 119 132 a 135
242 9% 242 119 136 a 138
242 78 242 119 139 a 142
408 148 408 78 143 e 144
242 107 242 141 145 a 148
242 116 242 11 149 e 150

242 116 242 11 151 a 155




