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RESUMO

A cachaca é uma bebida brasileira, obtida pelailaigd do mosto
fermentado de caldo de cana-de-aclcar. Esta feagiant € feita
predominantemente por linhagens Sieccharomyces cerevisi@em fendétipos
especificos como floculagdo, ndo producdo de suldiet hidrogénio (kB),
producdo de compostos de sabores desejaveis, bam p@ducdo de baixas
guantidades de &cido acético. Durante este prodessentativo, as células de
levedura sdo expostas a condi¢Bes estressantes, albas temperaturas e
concentracbes elevadas de etanol. Quando ndo veilerdestas levam a
inviabilidade celular, diminuindo a producdo denetaDesta forma, € desejavel
a obtencdo de cepas & cerevisiaesuperiores quanto a multitolerancia as
condicbes estressantes impostas durante o procisseentativo, pois
potencializariam ainda mais a producdo e o padeigudlidade da cachaca.
Neste sentido, este trabalho teve como objetiveratiutantes multitolerantes
de S. cerevisiaeutilizando radiacéo ultravioleta (UV) como agentatagénico.
Para isso, a linhagem parental-original foi exp@stadiacdo UV e as células
sobreviventes foram selecionadas quanto ao consienacucares redutores
(AR), multitolerancia as condic¢des cruzadas de eninacdes de etanol (0, 5, 10
e 15%) e temperaturas (28 e 37° C), capacidadmcddcao, ndo producao de
sulfeto de hidrogénio (}$) e producdo de etanol. O primeiro mutante obtido
(M15) foi capaz de consumir 45,1% a mais de AR @eepa parental-original.
Na segunda irradiacdo, 42 mutantes foram capazesm$@mir mais AR do que
as linhagens referéncia. Destes, 13 se mostrarais) tolarantes e apenas 7
foram multitolerantes. Dos multitolerantes, 2 (MY, e M15.350) foram
selecionados para fermentagdo em mosto de caldandede-agucar. Ndo houve
diferenca significativa (p < 0,05) dentre os parfioseavaliados de Yp/s, Yg/s,
Ym/s, Qp e Ef %. No entanto, o mutante M15.317 iexébmaior producdo de
etanol (67,2 g/L) e, consequentemente, a maiorupiradade volumétrica (Qp =
2,8 g/L por hora). Desta forma, a mutagénese iddupior radiacdo UV foi
eficiente em obter os mutantes 8e cerevisiaeeom caracteristicas superiores
guanto a multitolerancia a temperatura de 37 °Gneentracao de 15% (v/v) de
etanol. No entanto, estes ndo foram capazes degiradais etanol do que a
cepa parental-original.

Palavras-chave: Mutagénese. Multitolerancia. Radiacdo UV. Producio
etanol.



ABSTRACT

Cachaca is a Brazilian drink, obtained by disiitlatof the fermented
must of sugar cane broth. This fermentation is iedrrout mainly by
Saccharomyces cerevisiagains with specific phenotypes, such as flodra
no production of hydrogen sulfide {8)), production of compounds of desirable
flavors, as well as production of small amountsacétic acid. During this
fermentation process, yeast cells are exposedréss$til conditions, such as
high temperatures and high concentrations of eth&iben not tolerable, they
lead to cell inviability, decreasing the productimnethanol. Thus, it is desirable
to obtainS. cerevisiaestrains which are superior for multi-tolerancestaessful
conditions imposed during the fermentation process;e they would further
potentialize production and the quality standardaghaca. Therefore, this study
aimed to obtain multi-tolerant mutants &. cerevisiage using ultraviolet
radiation (UV) as a mutagenic agent. For this psepdhe original parental
strain was exposed to UV radiation and the surgivoells were selected
regarding consumption of reducing sugars (RS), inmlkrance to crossed
conditions of ethanol concentrations (0, 5, 10 &B@élb) and temperatures (28
and 37 °C), flocculation ability, no production loydrogen sulfide (kB), and
ethanol production. The first mutant obtained (Md&p able to consume 45.1%
more RS than the original parental strain. In theosd irradiation, 42 mutants
were able to consume more RS than the referengimsti~rom these mutants,
13 were more tolerant, and only 7 were multi-taberdrom the multi-tolerant
ones, 2 (M15.317 and M15.350) were selected fondmtation in the must of
sugar cane broth. There was no significant diffeeefp <0.05) among the
evaluated parameters of Yp/s, Yg/s, Ym/s, Qp an&EHowever, the mutant
M15.317 exhibited the highest ethanol productiohZ6y/L) and, therefore, the
highest volumetric productivity (Qp = 2.8 g/L peoun). Thus, UV-induced
mutagenesis was effective in the obtentio® oferevisiaenutants with superior
characteristics for multi-tolerance at a tempemtof 37 °C and ethanol
concentration of 15% (v/v). However, they were mabile to produce more
ethanol than the original parental strain.

Keywords: Mutagenesis. Multi-tolerance. UV radiation. Ethapmduction.
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1 INTRODUCAO

A cachaca é uma bebida alcodlica de origem bresilebtida pela
destilacdo do mosto fermentado do caldo de caragzdear, que pode atingir
uma graduacdo alcoodlica de 38 a 48% (v/v) a 20 BRASIL, 2005). A
fermentacdo do mosto de cana é feita predominantem@or linhagens de
Saccharomyces cerevisi@®l ENCAR et al., 2009; CAMPOS et al., 2010), com
caracteristicas especificas para a producdo daldyebomo capacidade de
flocular, ndo producéo de sulfeto de hidrogénigSjiHproducdo de compostos
de sabores desejaveis, bem como producdo de Haixas de acido acético
(OLIVEIRA et al., 2008; SILVA et al., 2009).

Com uma producédo anual de cerca de 1,3 bilhdeirde (SOUZA et
al., 2012), segundo a Associacao Brasileira ded2sb{ABRABE), a cachaca é
a segunda bebida alcoodlica mais consumida no paidendo somente para a
cerveja, e ocupa o terceiro lugar no ranking mundexdendo para a vodka e o
soju (ABRABE, 2012). Devido as suas caracteristemssoriais peculiares, a
cachaca vem conquistando ainda mais mercados (DBAR®EI., 2011), o que
tem aumentado a necessidade de expandir sua pooduca

Durante o ciclo fermentativo da cachaca, que pad@awde 18 a 48
horas (PATARO et al., 2002; SILVA et al., 2009) Jeageduras sdo submetidas a
condi¢Bes estressantes, como altas temperaturagcentracdes elevadas de
etanol. Tais condicdes alteram a dindmica biol6giaa leveduras em nivel
genético, proteico e metabdlico, desregulando fwagbes celulares. Quando
sobrepostas, estas condi¢des sdo ainda mais astessas leveduras, levando a
uma baixa producéo de etanol, assim como uma baituacao alcodlica apos
a destilacdo, refletindo diretamente no valor fidalcachaca (VIANNA et al.,
2008).
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Desta forma, é desejavel a obtencdo de cep8&s derevisiague, além
das caracteristicas especificas para a producimadteca, sejam superiores
guanto a multitolerancia as condicdes estressammsstas durante o processo
fermentativo (GALLARDO et al., 2011), pois potemciariam ainda mais a
producéo e o padrdo de qualidade da bebida (SILt\&A,e2009).

As técnicas de Engenharia Genética apresentamegpatdncial para a
manipulacdo de genomas, visando a obtencdo defes&uperiores, porque
permitem adicionar, deletar ou silenciar regidess ngenomas dos
microrganismos em questdo. Entretanto, a compldgidios mecanismos de
estresse ligados principalmente ao etanol e a tatypa, que levam & inibigdo
do desempenho das células de leveduras, fazem uena qitilizacdo destas
mesmas técnicas se torne limitada na obtencao mhes caiperiores quanto a
multitolerancia ao etanol e temperatura, uma vez, qido apenas um, mas
varios genes estdo envolvidos na expressdo deasaderisticas (HU et al.,
2007).

Por outro lado, técnicas da Engenharia Evolutiva $&do utilizadas
com sucesso na obtencdo de cepas multitolerantesbtédncdo de cepas
superiores tem sido realizada utilizando-se agemigggénicos quimicos ou
fisicos e os mutantes obtidos sdo entdo submetidpsessfes seletivas, de
acordo com a tolerancia desejada (SHI, WANG e WAR@)9; STANLEY et
al., 2010).

Neste sentido, este trabalho teve como objetivbtangdo de mutantes
de S. cerevisiaecom caracteristicas superiores quanto a producaetatel
associada a multitolerdncia a temperatura e a otagdo de etanol
metabolizada, impostas no processo fermentativoaghaca. Para isto, foram
testadas as hipoteses de que: (i) mutantes sapesagha consumir mais aclcares
redutores, (ii) sdo mais tolerantes as condi¢cbgessantes de temperaturas e

(i) sdo mais tolerantes &s concentracbes crestede etanol, do que a
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linhagem parental-original, e (iv) mutantes sacagep de produzir mais etanol

do que a linhagem parental.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cachacga

A cachaca é uma bebida alcodlica com caractedstemnsoriais
peculiares, produzida no Brasil (LIMA et al., 200Esta denominacao tipica e
exclusiva desta bebida brasileira apresenta unwugcdo alcodlica de 38-48%
em volume, a temperatura de 20 °C, obtida peldlagid do mosto fermentado
de cana-de-acUlcar, podendo ser adicionada de sa@moaté 6 g/L (BRASIL,
20009).

A cachaca é a segunda bebida alcodlica mais codauno Brasil,
perdendo somente para a cerveja, ocupa a terasigdp no ranking mundial
(ABRABE, 2012) e vem conquistando mais mercadoya&rao dos esfor¢cos do
setor produtivo, aliados a ac¢bes governamentaisdemrsos niveis. Seu
consumo é quase 5 vezes maior do que o do whidig/rtidhdes de litros) e da
vodca (270 milh&es de litros) (GOMES, 2004).

Segundo a Associacédo Brasileira de Bebidas (ABRABByasil atinge
uma producéo de aproximadamente 1,3 bilhdes de Enuais, sendo que cerca
de 75% desse total sdo provenientes da fabricadfigtrial e 25% da producéo
artesanal (ABRABE, 2012). Embora a legislagdo rilabeleca uma distingéo
entre os produtos finais das destilarias industgados alambiques artesanais,
existem diferencas durante os dois processos daugiko. A cachaca que
apresenta acglcares em quantidade entre 6 e 30 délna@minada de cachaca
adocada. Ja aquela que apresentar, no minimo, ®¥0%gahardente de cana
envelhecida por periodo ndo inferior a um ano, pddeser adicionada de
caramelo para a corregdo da cor, € denominada deaga envelhecida
(BRASIL, 2009).
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7

A cachacga produzida industrialmente é mais conhecaimo caninha
industrial e a artesanal como cachaca de alami{BRASIL, 2007). Para a
producdo em larga escala, utilizam-se, muitas yezaanas de destilacdo e
tonéis de aco inox, com teor alcodlico corrigidéapdiluicdo com agua, adicao
de acucar (até 6 g/L) e produtos quimicos comontesa(para diferenciar a
tonalidade da cor), além de ndo se separar a pabee do destilado. J& no
processo artesanal, a destilacédo é feita em alaewbide cobre, sem adicdo de
acucar ou produtos quimicos, e a fermentacédo oderferma natural (GOMES,
2004; BRASIL, 2007).

A producdo da cachaca se d& por todas as regid@aidpmas Séo
Paulo se destaca no setor como o maior produteacleaca industrial do pais
com 44% da producdo nacional, seguido por Pernammbom 12,1% e pelo
Ceara com 12% (GOMES, 2004). Minas Gerais ocupaactg lugar no ranking
nacional de produgé@o de cachaca, com 8% da produgéonal de caninha
industrial e cachaca artesanal. O Estado é esigtaiah producdo da cachaca de
alambique, sendo o maior produtor do pais, comacdec 8.466 alambiques
cadastrados (BRASIL, 2007).

2.2 Producéo da Cachaca

A fermentacdo espontanea do mosto de caldo dedesangticar é o
principal passo na producdo da cachaca, etapa era maioria dos compostos
aromaticos sao formados, originando o sabor cafsiite da bebida
(OLIVEIRA et al., 2005; DATO et al., 2005; BERNARE al., 2008). Este
processo de fermentagdo alcodlica da cachaca éahoemte realizado por
linhagens de&saccharomyces cerevisi@@CHWAN et al., 2001; BERNARDI et
al.,, 2008; CAMPOS et al., 2010), com fendtipos ingnmates como o de

floculagdo, que por serem capazes de sedimentareimsem o auxilio de um
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suporte inerte, permanecem no interior das dowmas, vez que normalmente
ndo se emprega a centrifugacdo durante o procesguradlucdo da bebida
(CAMPOS et al., 2010). Além disso, as linhagensSdeerevisiamao devem
apresentar producdo de sulfeto de hidrogénigSXHmas devem produzir
compostos aromaticos, além de bom rendimento dwle(®LIVEIRA et al.,
2008; SILVA et al., 2009).

Durante a producdo da cachaga, o ciclo de ferm@&mtagrmalmente é
concluido em 24 horas, e durante este tempo adum& sao submetidas a
diferentes condi¢cdes de estresse como: altas tampes e concentragbes do
etanol metabolizado (PATARO et al., 2000; PATARGlet2002; VIANNA et
al., 2008).

Em leveduras, a principal rota metabdlica envolvida fermentacéo
alcodlica é a via glicolitica (FIGURA 1), ou també&unhecida como a sua
forma mais comum, a viEmbden-Meyerhof-Parna¢EMP), onde a cada
molécula de glicose que é oxidada, duas moléc@agsirdvato sdo produzidas
(MADIGAN et al., 2011).
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Figura 1Rota metabdlica de fermentacao alcodlica%amncharomyces cerevisiae
(BAl, BASSO e MOO-YOUNG, 2008). (HK) HexoquinasePQl)
Fosfoglicoisomerase. (PFK) Fosfofrutoquinase. (FBPAItose bifosfato
aldolase. (TPI) Triose fosfato isomerase. (GAPDHjcdpaldeido-3-
fosfato desidrogenase. (PGK) Fosfoglicerato quinag@®GM)
Fosfogliceromutase. (ENO) Enolase. (PYK) Piruvatingse. (PDC)
Piruvato descarboxilase. (ADH) Alcool desidrogenase

Em condicbes de anaerobiose, cada molécula de apirué
posteriormente reduzida a uma molécula de etanaina de gas carbdnico.
Assim, teoricamente, o rendimento estequiométriece@dnol é de 0,511 g, e
0,489 g de gas carbbnico em relacdo a 1 g de glicostabolizada (BAI,
ANDERSON e MOO-YOUNG, 2008).

Durante o processo fermentativo ocorre tambémradg#io de produtos
secundarios, que sado formados em menores quargid@datre estes estdo o
glicerol, metanol, aldeidos, acidos organicos,réste alcoois superiores (LIMA
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et al.,, 2009). Segundo o Regulamento de AvaliacdoCdnformidade da

Cachaca, publicado pela Portaria 126/2005 do INMBTRAC), a soma destes
produtos secundarios é toleravel entre as congémeisade 0,20 e 0,65 g/100 mL
de alcool anidro, sendo que o metanol e o acidticaceédo devem ultrapassar
concentracdes de 0,25 e 0,15 mL/100 mL de alcowlr@nrespectivamente

(INMETRO, 2005).

A sintese destes subprodutos, bem como o cresamesiular,
inevitavelmente direciona alguns intermediarioscaliticos para as suas
correspondentes rotas metabdlicas, diminuindo dimamto final da producéo
de etanol (BAl, ANDERSON e MOO-YOUNG, 2008). Nestentido, uma
forma de aumentar a producdo de etanol seria pramuoateladas com altas
concentragOes de agucares. Entretanto, estas deadicarretariam um estresse
osmético, levando a perda de viabilidade celuldénmAdisso, quanto maior é a
concentracdo de etanol produzida maiores séo athjiosdes de se atingirem
concentracfes tOxicas para as células, que invaifnil o crescimento celular
(BREISHA, 2010)

2.3 Condic¢8es Estressantes durante o Processo Fentaivo da Cachaca

Como citado anteriormente, durante o processo faatieo da cachaca,
as células de levedura sdo dinamicamente expostamdicfes estressantes.
Algumas tensdes sdo ambientais, como deficiénciautieentes, contaminacao,
altas temperaturas e concentracfes osméticas, rdnqoatras sdo do proprio
metabolismo celular da levedura, tais como a acagaol de etanol e a mudanca
de pH devido a acidez dos compostos sintetizadag BNDERSON e MOO-
YOUNG, 2008).
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Neste trabalho foi dada énfase ao estresse causmdeélulas de
leveduras pelas tensdes por acumulacédo do pr&anolesintetizado e das altas

temperaturas encontradas durante a produc¢éo dageach

2.3.1 Estresse as Concentra¢des de Etanol

O etanol é um agente antizimético para levedurass jmibe a acao
enzimatica e, consequentemente, o processo derfexpde. No que se refere ao
crescimento, concentragfes relativamente baixastat®l ndo sdo capazes de
afetar as células, mas em altas concentracdesadel.eds leveduras tém seu
crescimento inibido inicialmente e, posteriormergegxposicdo torna-se letal
(WALKER, 1998). Por outro lado, o metabolismo glitoo das leveduras é
relativamente resistente aos efeitos inibitdrios edanol. S. cerevisiae por
exemplo, consegue resistir & desnaturacao enzargriolvida no metabolismo
glicolitico, em concentracdes abaixo de 13% deottam meio (JONES, 1990;
WALKER, 1998). No entanto, se a levedura ndo apteséal resisténcia, ou a
concentracdo ultrapassar os 13% de etanol no meeimas-chave da via
glicolitica, como a hexoquinase e a alcool desieinage, podem ser inativadas
(BREISHA, 2010).

Ainda se tratando dos efeitos das concentragOestat®l sobre as
células de leveduras, este € um dos principaiesssts quimicos que atuam
sobre a membrana plasmatica das leveduras (WHEAtLSale 1999;
ALEXANDRE et al., 2001; MARTINI et al. 2006), infanciando na captacao
de nutrientes e no potencial de membrana, por dimia atividade da H
ATPase da membrana plasmatica (BREISHA, 2010)

Normalmente, a eficiéncia fermentativa dB. cerevisiae em
temperaturas acima de 40 °C é muito baixa devidauswento da fluidez da

membrana, a qual a levedura responde alterandmposicdo de 4cidos graxos
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presentes na membrana plasmatica (WHEALS et 89;19OHMANN, 2002;
BREISHA, 2010; BASSO, BASSO e ROCHA, 2011).

2.3.2 Estresse Térmico

Os danos causados pelo estresse térmico as célalaleveduras
resultam principalmente em quebra de pontes deodidio e interagcbes
hidrofébicas. Estes eventos conduzem diretamenteshaturacdo geral de
proteinas e acidos nucleicos. Como as levedurasté&@oa capacidade de
controlar a sua temperatura intracelular, quantomfar a temperatura externa,
maiores serdo os danos as células (WALKER, 1998ranto, em resposta ao
estresse térmico, as células 8e cerevisiaesintetizam proteinas do choque
térmico (HSP), que sdo funcionalmente agrupadassem classes, incluindo
chaperones moleculares e fatores de transcricadasTas HSP protegem as
células contra desnaturacdo de proteinas, aumarftoidez da membrana, e de
danos ao citoesqueleto causados pelo estressecdérP@ra uma protecao
adicional, as células deS. cerevisiaetambém produzem trealose, um
dissacarideo que protege as proteinas intracedul@eéegeneracéo e agregacao,
alterando o ambiente de moléculas de agua em t@s@roteinas (RICHTER,
HASLBECK e BUCHNER, 2010).

No caso da fermentacdo da cachaca, a temperaiciad {28 a 32 °C)
ndo prejudica as células de leveduras, por apasenndicdo 6tima para o
crescimento celular. Entretanto, durante o procedso fermentacdo, a
temperatura aumenta aproximadamente 8 °C acimanid@li devido ao
metabolismo e ao etanol produzido, fazendo comagignperatura também se
torne um fator estressante para as leveduras (SQMHEVAL., 2001).

Desta forma, considerando que a fermentacdo doomuwstcaldo de

cana-de-agUcar atinge temperaturas de 40 °C eneigoim concentragdes de 6 a
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8% (v/v) de etanol no final de cada ciclo fermenta{MORAIS et al., 1997;
PATARO et al, 2000), leveduras que superem estes astresses

simultaneamente, sdo consideradas multitolerantes.

2.4 Melhoramento Genético de Leveduras

Todos o0s paises que estiveram presentes na CoovelasdNacdes
Unidas sobre a Diversidade Biolégica, realizadal€®2 no Rio de Janeiro,
reconheceram a importancia do estabelecimentogitddedes especificas, que
prevenissem ou reduzissem 0s riscos associados esenwblvimento,
manipulacdo, transporte, utilizacdo, transferémciibertacdo de organismos
geneticamente modificados — OGM (BOREM, 2001). Béstma, no Brasil, a
legislacdo vigente é regida pela Lei de Biossegaran®11.105/2005, que
redefiniu a Comisséo Técnica Nacional de Biossegara- CTNBio, no ambito
do Ministério da Ciéncia e Tecnologia, e criou on€sho Nacional de
Biosseguranca — CNBS, vinculado a Presidéncia galitiea (BRASIL, 2005).

Por lei, OGM é qualquer organismo cujo materialégieo — DNA/RNA
— tenha sido modificado por qualquer técnica deeBhgria Genética. No artigo
6°, inciso |, da Lei vigente, é proibida a impler@gdo de projeto relativo a
OGM sem a manutencdo de registro de seu acompantwnmaividual
(BRASIL, 2005).

Além de toda a parte burocratica de se trabalhar ©GM, a falta de
conhecimento e a complexidade dos mecanismos dessst ligados
principalmente ao etanol e temperatura, que levanibigdo do desempenho
das células de leveduras, fazem com que a utitizdg&Engenharia Genética se
torne limitada (HU et al., 2007).

Por outro lado, no artigo 4°, inciso |, da Lei vites € permitido um

melhoramento genético através de mutagénese (BRARB05). Desta forma, a
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Engenharia Evolutiva tem sido a mais utilizada paodtencao de cepas
melhoradas. Esta evolucdo é baseada nos princpiseslecao natural, segundo
a qual, caracteristicas variaveis oriundas de riataaleatorias, acumuladas ao
longo de geracdes dentro de uma populacdo, sacmedas naturalmente.
Mas, para haver uma selecdo, estas caracteridégas ser impreterivelmente
favoraveis ao meio, e passadas aos descendentd&52001).

Neste sentido, a obtencdo em laboratério de cefaantes a condicdes
de estresse pode ser feita através de agentesémigtagjquimicos ou fisicos. As
estirpes mutantes sdo entdo submetidas a pressst/as, como altas
temperaturas e concentracdes de etanol (SRIDHARRAKI SREE e
VENKATESWAR RAO, 2002; SHI, WANG e WANG, 2009; STARY et al.,
2010). Johnston e Oberman (1979) induziram muta¢ées radiacdo
ultravioleta (UV) e MNNG (N-methyl-N"-nitro-N-nitsoguanidine) e
selecionaram cepas melhoradas de leveduras décpaad na Pol6nia e URSS.
Sridhar, Kiran Sree e Venkateswar Rao (2002) carissg obter mutantes &
cerevisiaemultitermotolerantes a etanol e osmolaridade, réirpde irradiacao
com luz UV. Zarif e Azin (2011) utilizaram radiac&8®/ e acido nitroso como
agentes mutagénicos e obtiveram mutantes capaze®digzir mais etanol do
que a estirpe parental.

Portanto, considerando a literatura internaciorsd, técnicas de
Engenharia Evolutiva podem ser aplicadas com so¢asthém no Brasil para a
obtencdo de novas cepas de S. cerevisiae ndo gmeaaa producdo de etanol,

mas também para a producédo de cachaca.
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3 MATERIAL E METODOS

Para a obtencéo de leveduras mutantes utilizowzepasaccharomyces
cerevisiaeUFLA CA798 e a cepa UFLA CAll como cepa referénEistas
cepas apresentam caracteristicas favoraveis agéodie cachaca, tais como

capacidade de floculacdo e ndo producao de saléehidrogénio (BB).

3.1 Curvas de Crescimento e Sobrevivéncia a Irradi@o Ultravioleta

Para realizacdo da curva de sobrevivénci@.derevisa&FLA CA798,
sob diferentes intensidades de irradiacéo, reaeouma curva de crescimento
para se determinar 0 periodo necessério de incoltEgicélulas para atingir a
fase log de crescimento (1@élulas/mL). Foi realizado o plagueamento em
superficie do agar YEPG (1% de extrato de leved2#a,de peptona, 2% de
glicose, 1,5% de agar), com ajuste do in6culo parhtencéo, apds a irradiacéo,
de 50 a 100 colbnias, ou seja, de 5 a 10% de sebreva. As placas contendo
0 inéculo padronizado foram irradiadas em fornohdwidizacdo (HL-2000
HybriLinker) nas intensidades de 9, 10 e 11 m3/dBomo controle, foram
utilizadas placas sem irradiacdo. As placas foraukadas a 28°C no escuro,

por até 48h. O experimento foi realizado em trgibc

3.2 Mutagénese Induzida por Meio de Radiacdo UV

Estabelecida a intensidade de irradiacédo UV (9 mf)/oecesséria para
obtencéo da sobrevivéncia desejada, a cepa orlgiFlah CA798 foi submetida
a radiacdo UV para a obtencéo de leveduras mutdtdes isto, a cepa parental-
original foi cultivada e irradiada nas mesmas cgie nas que se realizou a

curva de sobrevivéncia a radiacdo UV.
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3.3 Consumo de Acgucares Redutores pelo Método de BN

O screeningdas células irradiadas foi feito avaliando a @&aonsumo
de acuUcares redutores (AR), em comparacdo ao condemAR pelas cepas
parental-original e comercial, utilizadas como eepeferéncia. Utilizou-se o
método do Acido Dinitrosalicilico (DNS) com curvadséo de glicose, descrito

por Gongalves et al. (2010).
3.4 Obtencédo de Células Mutantes

O mutante que apresentou maior consumo de AR fiizado como
parental para os novos ciclos e irradiacdo e obtemig novos mutantes. As
condicdes de cultivo e irradiacio foram as mesraasrifas no item 3.2.
3.5 Screening dos Mutantes
3.5.1 Consumo de Acucares Redutores pelo Método O&IS

O screeningdos mutantes foi realizado pelo método de DNSridesc
anteriormente, selecionando aqueles mutantes cxamdig consumo de aclcar
igual ou superior as linhagens referéncia (UFLA @3 UFLA CAll) e o
mutante selecionado como parental (M15). Os mutas&tecionados foram
armazenados em freezer -20°C.

3.5.2 Multitolerancia a Temperatura e Etanol

Tolerancias a etanol e temperatura foram analissidasltaneamente.

As concentracdes de 0, 5, 10 e 15% (v/v) de efanaim avaliadas cultivando
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0s mutantes em caldo YEPG, com incubacao de cad@icacio a 28 e 37 °C,
segundo metodologia adaptada de Breisha (2010xpérienento foi montado
com sete repeticbes em microplacas, com leituragbderbancia a 620nm, nos
tempos de 0 e 24 horas.

O crescimento e sobrevivéncia celular foram detemdos pelo
plagueamento em agar YEPG, por técnica de micrpgat@ incubacdo das

placas a 28 °C por 24 horas.

3.5.3 Avaliagdo dos Mutantes Multitolerantes

Para selecionar os mutantes que apresentaramabenffiicia superior a
cepa parental-original, obteve-se primeiramentaxa tle crescimento em cada
uma das amostras, subtraindo as absorbancias deor24 das respectivas
absorbéncias de 0 hora. Logo, foi feita analise vddancia (teste F) e
agrupamento das médias pelo teste de Scott-Knotsoftware SISVAR 5.3
(Lavras, MG, Brasil).

3.5.4 Floculagéo e Producao deJi3

Os mutantes que apresentaram os melhores resultexdosestes de
tolerdncias cruzadas foram submetidos aos testes fldeulacdo
(espectrofotometria) e producéo de sulfeto de bigh (HS). A floculacéo foi
determinada de acordo com Valles et(aD08). Para a deteccdo de mutantes
nao produtores de 8 foi utilizada a metodologia descrita por SilvasR e

Oliveira (2006). Os dois experimentos foram condoziem quatro repeti¢cdes.
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3.6 Desempenho dos Mutantes Selecionados FrenteRarental-Original

Os melhores mutantes anteriormente selecionados dinhagens
parental-original UFLA CA798 e a comercial UFLA CAforam submetidos a
fermentacdo diretamente em mosto de caldo de Jambns osmutantes e as
linhagens referéncia foram inoculados em fraseo%0 mL contendo 90 mL
de caldo YEPG, com incubacdo por 24 horas a 28séB) agitagdo. ApoOs
mensuracdo da absorbancia a 620 nm, a suspensdar dei ajustada para a
obtenc&o de um indculo com aproximadamenfec&ilas/mL (DUARTE et al.
2010). O indculo foi utilizado em 100 mL de cald® chna estéril a 16 °Brix,
sendo incubado por 24 horas a 28 °C, sem agit@aaperimento foi realizado
em duplicata.

Amostras foram coletadas no inicio e ao final (@4ak) da fermentacéo
para determinar as concentracbes de sacarosesglieofrutose residuais,

glicerol, metanol, acido acético e etanol produzido

3.7 Analises Quimicas

O contetido de acUcares (sacarose, glicose e frutdsido organico
(acido acético), glicerol, metanol e etanol foramamificados por HPLC, de

acordo com Duatrte et al. (2009).

3.8 Avaliacdo das Taxas de Crescimento e Sobrevivism

O crescimento celular durante a fermentacdo foerdéhado por
contagem em placas contendo YEPG, e determinadaB@snL nos tempos de
0 e 24 horas de fermentagdo. A taxa de crescintenpmpulacado neste trabalho

refere-se & porcentagem de crescimento em relacameulo inicial. Para isso
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calculou-se a diferenca da populacdo no tempo deoBas, pela populagdo no

tempo de 0 hora.

3.9 Avaliacdo do Desempenho Fermentativo dos Mutaeg

Para determinar o desempenho fermentativo dos testafatores de
conversao foram usados para calcular a conversfosudlostratos (sacarose,
glicose e frutose) em etanol (g, glicerol (Yys), metanol (Y, e acido acético
(Yac, juntamente com a produtividade volumétrica danelt (Qp), e a
eficiéncia de converséo (%) (Ef) (Duarte et al.J@0Ramos et al., 2013). As
equacoes utilizadas foram: Jy= (Pf — Pi)/(Si — ST)]; [s = (of — gi)/(Si — ST)];
[Y s = (mf — mi)/(Si — SN)]; [Yaeis = (Acf — Aci)/(Si — S)]; [Qp = (Pf — Pi)/tf];
[Ef = (Yp/s / 0.51) x 100].

Nestas equagbes, Pi é a concentracdo inicial deole@ Pf a
concentracdo no final da fermentacgéo, o Si é aertracao inicial de substrato
e Sf a concentracdo no final da fermentacdo, gicéreentracdo de glicerol
inicial e gf a concentracdo no final da fermentagao é a concentracdo de
metanol inicial e mf a concentracdo no final danfemtacdo, Aci é a
concentracdo de acido acético inicial e Acf a cotreedo de acido acético no
final da fermentacdo, e tf é o tempo total de feagho. Para calcular a
concentracdo de substrato, o teor de sacarosetigetido matematicamente

aos valores correspondentes de frutose e glicose.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencéo de Mutantes

A fase log da linhagem parental UFLA CA798 iniciyd apds 4h de
incubac&o, perdurando por aproximadamente 9h de/@yAPENDICE A).
Durante a fase logaritmica de crescimento, 0s mgarosmos sSao mais
sensiveis aos agentes mutagénicos como a radiditaeialeta (SRIDHAR,
SREE e RAO, 2002). Nas células, a radiacdo UV éraiula principalmente
pelas moléculas de DNA, mas também pelas de RN#eimas, aminoacidos
aromaticos, como a tirosina e o triptofano, levaaduoutacdes aleatérias. Estas
mutagdes, quando ndo deletérias, podem proporcaneptacdes a ambientes
antes intoleraveis (SRIDHAR, SREE e RAO, 2002).tBlsentido, trabalhou-se
com a intensidade de 9 mJfcde irradiacdo UV, capaz de eliminar 90,8% das
células sensiveis a luz UV, permitindo que as soeates fossem viaveis,
efetuando suas atividades bioldgicas (APENDICES®.e

4.2 Screening dos Mutantes

Na primeira irradiacdo UV, dentre 20 mutantes sdbemtes, foi
selecionado o mutante M15, capaz de consumir 45, 84is de AR que a cepa
parental-original (APENDICE D). Esse mutante fdlizado como parental na
obtencdo de novos mutantes. Na segunda irradiam@onfanalisadas 407
isolados sobreviventes, dentre os quais foramisekedos 42 mutantes capazes
de consumir mais AR do que as linhagens refer§A&&NDICE E.A, B, C, D,
E,F, GeH).
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Dos mutantes analisados, 13 foram selecionados spogm mais

tolerantes a temperaturas e concentracdes de ,etgummeksentando crescimento

maior ou igual as linhagens referéncia (Tabela 1).

Tabela 1 Andlise de tolerancia a temperaturasneertdracdes de etanol dos melhores
mutantes consumidores de AR.

Mutante/linhagem

28°C

37°C

10%

15%

10%

15%

UFLA CA798
UFLA CAl11

M15
M15.3
M15.13
M15.36
M15.41
M15.46
M15.47
M15.58
M15.64
M15.102
M15.106
M15.137
M15.147
M15.152
M15.160
M15.317
M15.321
M15.322
M15.325
M15.326
M15.328
M15.335

1.097871 (b)
0.986371 (a)
0.941671 (a)
0.924286 (a)
1.275957 (d)
1.073271 (b)
1.353929 (d)
1.220000 (c)
1.031671 (b)
0.929157 (a)
1.110971 (b)
0.971843 (a)
0.861314 (a)
0.951986 (a)
0.922771 (a)
1.072986 (b)
0.980386 (a)
1.335771 (d)
1.069829 (b)
1.336071 (d)
1.109414 (b)
1.147543 (b)
1.074814 (b)
0.954814 (a)

1.053457 (g)
0.968400 (g)
0.000000 (a)
0.007043 (a)
1.041829 (g)
1.008671 (g)
0.978471 (g)
0.143229 (b)
1.047286 (g)
0.114571 (b)
0.988086 (g)
0.500943 (d)
0.089214 (b)
0.338286 (c)
0.393586 (c)
1.058300 (g)
0.892857 (f)
1.013371 (g)
0.085157 (b)
0.667557 a5
0.876429 (f)
0.650686 (€)
0.443686 (d)
0.015600 (a)

0.581057 (d)
0.795386 (e)
0.007157 (a)
0.000000 (a)
0.522800 (d)
0.259514 (c)
0.198571 (b)
0.041729 (a)
0.085529 (a)
0.002314 (a)
0.185171 (b)
0.028400 (a)
0.000000 (a)
0.030314 (a)
0.079329 (a)
0.292514 (c)
0.334886 (c)
0.440257 (c)
0.065129 (a)
0.245571 (c)
0.134714 (b)
0.280914 (c)
0.131057 (b)
0.000000 (a)

0.287986 (b)
0.778686 (d)
0.0000p0 (a
®asia)
840 (d)
0.322343 (b)
0.005214 (a)
0.000000 (a)
0.124371 (a)
@00 (a)
0.000000 (a)
0@DOO0 (a)
0@DOO0 (a)
0@D0O0 (a)
@O0 (a)
0.332671 (b)
20857 (c)
0.010700 (a)
00000 (a)
0.002229 (a)
O (a)
00000 (a)
00000 (a)
0@DOO0 (a)
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M15.336 0.910386 (a) 0.223929 (b) 0.026800 (a)  0@DOO (a)
M15.338 1.136443 (b) 0.146086 (b) 0.013986 (a)  0@OOO (a)
M15.339 0.933643 (a) 0.038200 (a) 0.000000 (a)  OGDOO (a)
M15.341 1.064157 (b) 0.862857 (f) 0.209457 (b) 88D (c)
M15.344 0.915943 (a)  0.929071(g)  0.284329(c)  0.655471 (d)
M15.348 1.024057 (b) 0.082386 (b) 0.000200 (a)  O@OOO (a)
M15.349 1.028686 (b) 0.887500 (f) 0.178686 (b) 61D (a)
M15.350 1.558471 (e) 1.029571 (g) 0.070571 (a) 0.005571 (a)
M15.356 1.112743 (b) 0.734300 (e) 0.000000 (a)  0@DOO (a)
M15.357 1.034871 (b) 0.795343 (f) 0.059814 (a)  00GDO (a)
M15.363 0.847214 (a) 0.693600 (e) 0.001886 (a)  OGDOO (a)
M15.372 0.915000 (a) 0.000000 (a) 0.005714 (a)  OGDOO (a)
M15.375 1.097500 (b) 0.117257 (b) 0.000886 (a)  982A3 (a)
M15.378 0.992057 (a) 0.090514 (b) 0.000000 (a)  0@DOO (a)
M15.380 0.852329 (a) 0.185014 (b) 0.000000 (a)  0@DOO (a)
M15.381 1.186814 (c)  0.343771(c) 0.083971 (a) 0.000000 (a)
M15.390 1.021029 (b) 0.883743 (f) 0.105157 (b)  0O@DO (a)
M15.391 1.050257 (b)  1.099671(g)  0.068243 (a) 0.020957 (a)
M15.396 0.882400 (a) 0.512886 (d) 0.005271 (a)  0@DOO (a)
M15.404 1.132171 (b) 0.869471 (f) 0.070686 (a)  00GDO (a)
M15.406 1.159657 (b) 0.813000 (f) 0.239643 (c)  00QR9 (a)

Valores em negrito correspondem aos mutantes qesexgiaram crescimento maior ou
igual as linhagens referéncia. Os valores médiagralela mesma coluna seguidos por
letras diferentes entre parénteses diferem sigifi@mente (p < 0,05) pelo teste de
Scott-Knott.

Dos treze mutantes selecionados, sete foram nattites (M15.13,
M15.41, M15.152, M15.317, M15.344, M15.350 e M13.B3@Tabela 2), pois
guando submetidos ao estresse cruzado de tempeeait °C e concentracdo
de 15% de etanol, mantiveram um crescimento igamtratamentos-controle de
28 °C e 37 °C / 0%. Neste aspecto, as cepas UFLA98A& UFLA CAll nao
sdo consideradas multitolerantes, pois ambas n&ratam as mesmas
condicbes de estresse cruzado.
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Estes resultados mostraram que os 7 mutantes foegrazes de se
adaptar as condi¢bes estressantes as quais fobanetsdos. Além disso, todos
esses mutantes apresentaram resultado negativpnoaiecéo de b8, a qual é
também uma das caracteristicas desejadas. Pordadircos mutantes M15.41 e
M15.391 perderam a capacidade de flocular, o queraaram improprios para
0 processo fermentativo da cachaca (Tabela 3).

Tabela 2 Mutantes multitolerantes ao estresse douda etanol (0 a 15%) e temperatura
(28 e 37° C). A concentracao celular foi definideno o Log da populagéo
(UFC/mL). Em negrito estdo os mutantes selecionados

28°C 37°C

Leveduras Log? Log

0% 5% 10% 15% 0% 5% 10% 15%
UFLA CA798 9.38 9.38 7.44 4.74 9.56 8.50 4.88 0.00
UFLA CAl11 7.45 7.27 5.06 0.72 6.85 6.58 2.10 0.00

M15 833 837 621 287 815 780 @ 417 1.03
M15.13 9.49 959  9.46 968 942 567 713 8.77
M15.41 9.43 945 929 941 918 881 877 8.76
M15.152 9.47 954 928 939 928 539 877 8.31
M12.317 939 944 929 941 | 918 934 844 918

M15.344 719 747 898 9.02 701 852 713 7.24
M15.350 951 954 946 940 | 921 921 910 931

M15.391 9.31 9.46 9.55 9.00 6.27 9.01 9.33 9.38
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Tabela 3 Classificacdo da capacidade de floculdgdanutantes tolerantes. O valor de
floculag@o média é definido como a razéo entrersidade Optica a 620 nm
da suspensdo no momento da adi¢cdo do tampéo Hédg) €0la obtida apds
10 minutos que o tampao foi adicionado (gEEquacao: ORYOD, x 100).
Escala do grau de floculagédo: razéo > 90% indiaa flgtulante (0); razdo
entre 70% e 90% indica baixa floculacéo (1); raeétve 30% e 70% indica
média floculagéo (2), e razéo < 30% indica altauflacao (3).

Levedura Floculagdo média Grau de Floculagéo
UFLA CA798 20.86 3
UFLA CAl11 19.32 3
M15 19.12 3
M15.13 83.31 1
M15.41 92.47 0
M15.152 78.86 1
M15.317 76.02 1
M15.344 22.00 3
M15.350 51.29 2
M15.391 22.93 0

O mutante M15.344 apresentou 0 maior nivel de Rado dentre os
multitolerantes, porém, a densidade populaciona tratamentos controles
estudados sem adicdo de etanol foi apenas dez wees(10) que a utilizada
como indculo (16) (Tabela 2). Para que a levedura seja competigivahtenha
sucesso durante o ciclo fermentativo da cachagecéssario primeiramente
assegurar o crescimento celular antes de inicdamngentar a producéo de etanol
(PATARO et al., 2002).

Como a concentracdo de etanol no final de cada d¢eimentativo
termina em média com 6 a 8% (v/v) de etanol, osantas M15.13 e M15.152,
mesmo apresentando uma densidade de sobrevivétacimaemperatura de 28
°C, nao toleraram a concentracdo de 5% a 37 °QeNesitido, mesmo sendo
multitolerantes, estes ndo se tornaram interessant@rocesso fermentativo da
bebida, pelo fato de a concentracdo de etanol o, tee um aumento gradual
durante o ciclo fermentativo.
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Os mutantes M15.317 e M15.350 foram selecionadas garem
testados em fermentacdo com caldo de cana, porsespaeem uma
sobrevivéncia constante em todas as concentragdeadol e temperaturas
estudadas.

4.4 Desempenho Fermentativo, Crescimento e Sobre&icia

N&o houve diferenca significativa no desempenhmédetativo entre 0s
mutantes M15.317 e M15.350, e as linhagens UFLA 98A& UFLA CA11, (p
< 0,05) pelo teste de Scott-Knott (Tabela 4). Mesr@o havendo diferenca
significativa, e todos serem capazes de convertgicanes em grandes
propor¢cBes de etanol, o mutante M15.317 exibiu @mp@oducédo de etanol
(67,4 g/L) e, consequentemente, a maior produtiddaolumétrica (Qp = 2,81
g/L por hora). Souza et al. (2012) utilizaram tid@ft-D,L- leucina (TLF) como
agente mutagénico para obter cepas mutantes fexdueat de cachaca, com
gualidades sensoriais superiores, e encontraraaloo maximo de 37,1 g/L de
producéo de etanol. Este valor foi menor do quebdislos pelos mutantes deste
trabalho (Figura 2).



Tabela 4 Parametros fermentativos, crescimentobeegwéncia das leveduras apds fermentagdo em chddeana. Os valores
apresentados correspondem as meédias dos tratameati@aados em duplicata. Os fatores de conversdosdbstratos
(sacarose, glicose e frutose) em etanol (Yp/3eghi (Yg/s), metanol (Ym/s) e &cido acético (Yadtsam calculados,

juntamente com a produtividade volumétrica de dté@p), a eficiéncia de conversdo (%) (Ef). (Log)gLdas células
sobreviventes. (%) Porcentagem de crescimento.

Levedura Yp/s Qp

Yals Ym/s Yac/s Ef % Log %

UFLACALIL 029+004(a) 19+0.06(a) 0.022+0.00(a) 02.680.000(a) 0.0010.000(a) 56.88 +8.99 (a).638 0.04(a) 24.52 (a)
. 029%000(a) 237+068(a) 0023000 (a)008+0.001(a) 0000+0.000(a) 57.17+0.27 (.52 0.04 (a) 28.69 (a)

M15350  0.27+0.03(a) 2.39+055(a) 00209604 0.004+0.000(a) 0.001+0.000(a) 53.7007Ga) 8.55+0.04(a) 1819

(b)

53.5038Qa) 8.42+0.04(a) 12.98 (a)

Os valores médios dentro da mesma coluna seguaddstpas diferentes entre parénteses diferemfaigtivamente (p < 0,05) pelo
teste de Scott-Knott.

M15.317  0.27+0.00(a) 2.81+0.04(a) 0.020Hq#) 0.003+0.000 (a) 0.000 +0.000 (a)
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Figura 2 Conteldo em g/L de aguUcares e etanoisadas em HPLC. (Si) Média da
concentracao inicial de substrato (sacarose, gieo$rutose) em g/L. (Sf)
Média da concentracéo final de substrato em g/LdidMéo etanol produzido
durante a fermentacao de 24 horas.

Os parametros de conversdo de substratos em psodaetundarios
foram baixos para todas as leveduras. Sabe-se quetabolismo do glicerol
esta ligado ao crescimento das leveduras em respospndicfes de estresse
osmotico (WALKER, 1998; WANG et al., 2001). O gliok é sintetizado no
inicio do processo fermentativo, através da ferag@t glicero-pirGvica, em
funcdo da necessidade de assegurar a reoxidac@mes@ima NADH/H®,
reduzindo dihidroxiacetona em glicerol (RAMOS et 2D13). Os baixos niveis
de glicerol encontrados neste trabalho podem seci&slos a um metabolismo
fermentativo ativo, com um desempenho tolerantesa@sse submetido.

A densidade populacional de células sobreviventasjbém foi
semelhante para todas as quatro leveduras. Porémmutante M15.350
apresentou a melhor taxa de crescimento (146,19W@nte as 24 horas de
fermentacdo. Isso significa que este mutante fpazale usar os carboidratos
para converter parte em etanol (57,30 g/L) e pane biomassa (8,55 log

UFC/mL), havendo um equilibrio entre esses paréarsetr
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados deste trabalho, a mutagémeszida por
radiacdo UV foi eficiente na obtencdo dos mutamt#s.13, M15.41, M15.152,
M15.317, M15.344, M15.350 e M15.391 8e cerevisiaecom caracteristicas
superiores quanto a multitolerancia a temperatard7d°C e a concentracdo de
15% (v/v) de etanol.

Desta forma, mutantes foram selecionados com eafstitas de
consumo de AR e de multitolerAncia superiores, tawwdd assim nossas
primeiras hipoteses. No entanto, a obtencdo demestacapazes de produzir
mais etanol do que a cepa parental-original nd@lfin¢cada, pois ndo houve
diferenca significativa (p < 0,05) entre estes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste estudo, novas pesquisas poderdoeazadas com o
objetivo de se obter uma linhagem de levedura cdalecom caracteristicas
multitolerantes e maior producédo de etanol. Estagles poderdo ser realizados
utilizando técnicas classicas de melhoramento, corn@aamento e fusdo de
protoplastos, as quais podem permitir a agregaedcachcteristicas genéticas

pontuais aos mutantes obtidos anteriormente.



42

REFERENCIAS

ABRABE. (2012). Associacdo Brasileira de Bebidasispbnivel em:
<http://www.abrabe.org.br>. Acesso em: 23 nov. 2012

ALENCAR E.M.B.; SOUZA-MOTTA, C.M.; WALTER, B.S.; SNTOS,
R.M.P.; MARQUES, O.M.; QUEIROZ, L.A. (2009). Fermation Capacity of
Saccharomyces cerevisia€ultures. Brazilian Archives of Biology and
Technology, Vol.52, n. 4: pp.819-824.

ALEXANDRE, H.; ANSANAY-GALEOTE, V.; DEQUIN, S.; BLONDIN, B.
(2001). Global gene expression during short-ternharel stress in
Saccharomyces cerevisidéEBS Letters498(1): 98-103.

AMORIM, H.V. (2006). Ethanol production in Brazia successful history.
Proceedings of the Sugar Processing Research @an&el:44-47.

BAI, F.W.; ANDERSON, W.A.; MOO-YOUNG, M. (2008). BEanol
fermentation technologies from sugar and starcdsfieeks.Biotechnol Adv,
v.26, n°1, p. 89-105.

BASSO, L.C.; BASSO, T.0.; ROCHA, S.N. (2011). EtbafProduction in
Brazil: The Industrial Process and Its Impact onadeFermentation. In:
BERNARDES, M.A.S. (Ed.Biofuel Production-Recent Developments and
Prospects p.85-101.

BERNARDI, T.L., PEREIRA, G.V.M., CARDOSO, P.G., D® E.S,;
SCHWAN, R.F. (2008)Saccharomyces cerevisiafrains associated with the
production of cachaca: identification and charazétion by traditional and
molecular methods (PCR, PFGE and mtDNA-RFLWR)orld. J. Microbiol.
Biotechnol. 24, 2705-2712.

BOREM, A. (2001).Escape génico & TransgénicosRio Branco: Editora
Suprema. p. 204.



43

BRASIL. (2005). Decreto n°11.105 do Ministério dai8e, de 24 de marco, de
2005. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insunsistégicos. Brasilia, DF:
Congresso Nacional.

BRASIL. (2007). Ministério da Agricultura, Pecuéaria Abastecimento.
BUAINAIN, A.M.; BATALHA, M. O. (Coord.) PAUTILLO, L.F.; MELLO,
F.O.T. Cadeia produtiva da agroenergia. Ministéi@oAgricultura, Pecuaria e
Abastecimento, Brasilia: MAPA/SPA, vol. 3, 112p020

BRASIL. (2009). Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009. Presidédai
Republica. Casa Civil. Regulamenta a L&.918, de 14 de julho de 1994, que
dispbe sobre a padronizacgao, a classificacéo,istm@ga inspecéo, a producéo e
a fiscalizacédo de bebidas.

BREISHA, G.Z. (2010) Production of 16% ethanol fr858%06 sucroseBiomass
and Bioenergy 34, p. 1243e1249.

CAMPOS, C.R.; SILVA. C.F.; DIAS, D.R.; BASSO, L.CAMORIN, H.V.;
SCHWAN, R.F. (2010) Features &accharomyces cerevisiags a culture
starter for the production of the distilled sugane beverage cachaca in Brazil.
J Appl Microbiol, 108:1871-1879.

DATO, M.C.F.; PIZAURO, J.M.Jr, MUTTON, M.J.R. (20p%nalysis of the
secondary compounds produced ®gccharomyces cerevisiamd wild yeast
strains during the production of “cachacd@raz. J. Microbiol. 36:70-74.

DUARTE, W.F.; DE SOUSA, M.V.F.; DIAS, D.R.; SCHWANR.F. (2011)
Effect of co-inoculation of Saccharomyces cerevisiaand Lactobacillus
fermentumon the quality of the distilled sugar cane beveragchagal Food
Sci, 76:C1307-C1318.

DUARTE, W.F.; DIAS, D.R.; PEREIRA, G.V.M.; GERVASIOI.M,;
SCHWAN, R.F. (2009) Indigenous and inoculated yefestmentation of
gabiroba Campomanesia pubescgnsulp for fruit wine productionJ Ind
Microbiol Biotechnol, 36, 557-569.



44

DUARTE, W.F.; DRAGONE, G.; DIAS, D.R.; OLIVEIRA, W.; TEIXEIRA,
J.A.; SILVA, J.B.A.; SCHWAN, R.F. (2010) Fermentati behavior of
Saccharomycestrains during microvinification of raspberry jai@Rubus idaeus
L.). Int J Food Microbiol, 143:173-182.

GALLARDO, J.C.M.; SOUZA, C.S.; CICARELLI, R.M.B.; OVEIRA, K.F.;
MORAIS, M.R.; LALUCE, C. (2011). Enrichment of a minuous culture of
Saccharomyces cerevisiawith the yeast|Issatchenkia orientalisin the
production of ethanol at increasing temperatudelsid Microbiol Biotechnol,
38:405-414.

GOMES, W.0. (2004). Perfil da Cachaca. Servico ikrims de Apoio as Micro
e Pequenas Empresas — SEBRAE.

GONCALVES, C.; RODRIGUEZ-JASSO, R.M.; GOMES, N.; [REIRA,
J.A.; BELO, I. (2010). Adaptation of dinitrosaliaylacid method to microtiter
plates.Analytical Methods, 2, 2046-2048.

GUERRA, J.B.; ARAUJO, R.A.C.; PATARO, C.; FRANCO,R5; MOREIRA,
E.S.A.; MENDONGCA-HAGLER, L.C.; ROSA, C.A. (2001).e@etic diversity
of Saccharomyces cerevisiagtrains during the 24 h fermentative cycle for the
production of the artisanal Brazilian cachdgetters in Applied Microbiology .
v.33, 106-111.

HOHMANN, S. (2002) Osmotic stress signaling and oadaptation in yeasts.
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 66:300-372.

HU, X.H.; WANG, M.H.; TAN, T.; LI, J.R.; YANG, H.LEACH, L.; ZHANG,
R.M.; LUO, Z.W. (2007). Genetic dissection of etbktolerance in the budding
yeastSaccharomyces cerevisideenetics Society of Americd 75:1479-1487.

INMETRO. (2005). Portaria n.° 126, de 2005. ApravaRegulamento de
avaliagdo da conformidade da cachaca. DOU, Bradiliario Oficial da
Republica federativa do Brasil. Disponivel em: <wimmwetro.gov.br>. Acesso
em 05 ago. 2005



45

JOHNSTON, J.R.; OBERMAN, H. (1979). Yeast genetinsindustry. In:
BULL, M.J. (Ed.) Progress in industrial microbiojogElsevier, Amsterdam,
v.15, pp.151-205.

JONES, R.P. (1990). Roles for replicative inactatin yeast ethanol
fermentationsCrit. Rev. Biotechnol. 10, 205-222.

LIMA, AJ.B., CARDOSO, M.G.. GUIMARAES, L.G.L.. LIM\, J.M.;
NELSON, D.L. (2009). Efeito de substancias empragagara remocdo de
cobre sobre o teor decompostos secundarios dagaachamica Nova v.32,
n°4, p. 845-848.

LIMA, J.R.; BRUNO, L.M.; SILVA, J.L.A.;; CASIMIRO, AR.S. (2007).
Potencial de utilizacdo de levedur&dller” para producédo de cachagevista
de Ciéncias Agrarias Fortaleza, v.38, n.4, p.366-371.

MADIGAN, M.T.; MARTINKO, J.M.; STAHL, D.; CLARK, DP. (2011).
Biology of Microorganisms. 13th ed?erson Education

MARTINI, S.; RICCI, M.; BARTOLINI, F.; BONECHI, C.;BRACONI, D.;
MILLUCCI, L.; SANTUCCI, A.; ROSSI, C. (2006). Metakic response to
exogenous ethanol in yeast: an in vivo NMR and eattical modeling
approachBiophysical Chemistry. v.120, 135-142.

MORAIS, P.B., ROSA, C.A., LINARDI, V.R., PATARO, CMAIA, A.B.R.A.
(1997). Characterization and succession of yeaptilptons associated with
spontaneous fermentations during the productiothefBrazilian sugar-cane.
AguardenteWorld Journal of Microbiology and Biotechnology 13, 241-243.

OLIVEIRA, E.S.; CARDELLO, H.M.A.B.; JERONIMO, E.M.;SOUZA,
E.L.R.; SERRA, G.E. (2005). The influence of diffat yeasts on the
fermentation, composition and sensory quality afhegca.World J Microbiol
Biotechnol 21:707-715.



46

OLIVEIRA, V.A.; VICENTE, M.A.; FIETTO, L.G.; CASTRQ LM,
COUTRIM, M.X.; SCHULLER, D.; ALVES, H.; CASAL, M.SANTOS, J.O.;
ARAUJO, L.D.; SILVA, P.H.A.; BRANDAO, R.L. (2008)Biochemical and
Molecular Characterization @accharomyces cerevisi&rains Obtained from
Sugar-Cane Juice Fermentations and Their Impac€acshaca Production.
Applied and Environmental Microbiology, p. 693-701.

PATARO, C.; GUERRA, J.B.; GOMES, F.C.O.; NEVES, M.PIMENTEL,
P.F.; ROSA, C.A. (2002). Trehalose accumulatioryeitase activity and
physiological characteristics of yeasts isolatemmfr24 h fermentative cycles
during the production of artisanal Brazilian cachaBraz. J. Microbiol.
33:202-208.

PATARO, C.; GUERRA, J.B.; PETRILLO-PEIXOTO, M.L.; BNDONCA-
HAGLER, L.C.; LINARDI, V.R.; ROSA, C.A. (2000). Ye& communities and
genetic polymorphism ofSaccharomyces cerevisiagrains associated with
artisanal fermentation in Brazilournal of Applied Microbiology 89, 24-31.

RAMOS, C.L.; DUARTE, W.F.; FREIRE, A.L.; DIAS, D.RELEUTHERIO,
E.C.A.; SCHWAN, R.F. (2013). Evaluation of stresktance and fermentative
behavior of indigenousSaccharomyces cerevisia®razilian Journal of
Microbiology, (AHEAD), 0-0.

SAUER, U. (2001). Evolutionary engineering of inttigdly important
microbial phenotype#dv Biochem Eng Biotechnol.73:129-69.

SCHWAN, R.F.; MENDONGCA, A.T.; SILVA Jr, J.J.; RODRUES, V.;
WHEALS, A.E. (2001). Microbiology and physiology chchaca (Aguardente)
fermentationsAntonie Van Leeuwenhoek79:89-96.

SHI, D.J.; WANG, C.L.; WANG, K.M. (2009). Genomeuffling to improve
thermotolerance, ethanol tolerance and ethanolugtadty of Saccharomyces
cerevisiaeJ. Ind. Microbiol. Biotechnol. 36(1):139-147.



47

SILVA, C.L.C.; ROSA, C.A.; OLIVEIRA, E.S. (2006).t&dies on the kinetic
parameters for alcoholic fermentation by flocculSaiccharomyces cerevisiae
strains and non-hydrogen sulfide-producing straiigorld Journal of
Microbiology & Biotechnology, 22: 857-863.

SILVA, C.L.C.; VIANNA, C.R.; CADETE, R.M.; SANTOSR.O.; GOMES,
F.C.O.; OLIVEIRA, E.S.ROSA, C.A. (2009). Selection, growth, and chemo-
sensory evaluation of flocculent starter culturaiss ofSaccharomyces
cerevisiae in the large-scale production of tradii Brazilian cachaca.
International Journal of Food Microbiology, 131, p. 203-210.

SOUZA, A.P.; VICENTE, M.D.E.A.; KLEIN, R.C.; FIETTOL.G.; COUTRIM,
M.X.; AFONSO, R.J.C.F.; ARAUJO, L.D.; SILVA, P.HBOUILLET, L.E;
CASTRO, I.M.; BRANDAO, R.L. (2012). Strategies telect yeast starters
cultures for production of flavor compounds in cagd fermentationgAntonie
van Leeuwenhoek,101:379-392.

SRIDHAR, M.; KIRAN SREE, N.; VENKATESWAR RAO, L. @02). Effect
of UV radiation on thermotolerance, ethanol tolemrand osmotolerance of
Saccharomyces cerevisidS1 and VS3 strainBioresource Technology83,
199-202.

STANLEY, D.;:FRASER, S.;;CHAMBERS, P.J.; ROGERS;-$TANLEY,
G.A. (2010). Generation and characterisation dflstathanol-tolerant mutants
of Saccharomyces cerevisiake Ind. Microbiol. Biotechnol. 37:139-149.

VALLES, B.S.; BEDRINANA, R.P.; QUEIPO, A.L.; ALONSQJ.J.M. (2008)
Screening of cider yeasts for sparkling cider pobidin (Champenoise method).
Food Microbiol, 25:690-697.

VIANNA, C.R.; SILVA, C.L.C.; NEVES, M.J.;; ROSA, C.A (2008).
Saccharomyces cerevisiagrains from traditional fermentations of Brazilian
cachacga: trehalose metabolism, heat and ethanddtarese. Antonie Van
Leeuwenhoek93:205-217.



48

WALKER, G.M. (1998).Yeast Physiology and BiotechnologyJohn Wiley
and Sons Ltd, England. pp.362.

WANG, Z.; ZHUGE, J.; FANG, H.; PRIOR, B. A. (200Xlycerol production
by microbial fermentation: A revievBiotechnology Advancesv.19, Issue 3, p.
201-223.

WHEALS, A.E.; BASSO, L.C.; ALVES, D.M.G.; AMORIM, H. (1999). Fuel
ethanol after 25 year$rends in Biotechnology v.17, p. 482-487.

ZARIF, B.R.; AZIN, M. (2011). Increasing the bioethol yield in the presence
of furfural via mutation of a native strain 8iccharomyces cerevisia&frican
Journal of Microbiology Research,v.5(6) pp. 651-656.

RICHTER, K.; HASLBECK, M.; BUCHNER, J. (2010). Theleat Shock
Response: Life on the Verge of Ded#olecular Cell, v.40(2) pp. 253-266.



