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RESUMO

No Brasil, a levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ utilizada em grande escala para a
produgdo de alcool combustivel através da fermentacdo de mostos (caldo-de-cana e/ou
melaco) contendo altas concentracdes de sacarose. Neste processo, a elevada produtividade de
alcool ¢ altamente desejavel (fermentagdo total dos agticares em um curto espago de tempo),
pois resulta em maior rendimento na producdo industrial. A andlise molecular das vias de
utilizagdo deste agucar por S. cerevisiae tem revelado a existéncia de duas rotas metabolicas:
a hidrolise extracelular pela acdo da invertase periplasmatica (produzindo glicose e frutose
que sdo a seguir captadas e fermentadas pelas células), e outra envolvendo o transporte ativo
da sacarose com a posterior hidrolise intracelular do agucar. Entretanto, a hidrolise
extracelular do dissacarideo ¢ indesejada, pois contribui para incrementar o estresse osmotico
das células, além de que os monossacarideos liberados no meio podem servir de fonte de
carbono para microorganismos contaminantes do processo fermentativo. Com o intuito de
otimizar a producdo de &lcool combustivel, levando em conta as caracteristicas do setor
industrial, neste trabalho foi realizada a também analise bioquimica de leveduras dominantes
isoladas a partir desse processo industrial, e comparadas com linhagens de laboratorio com
genotipos conhecidos e modificadas através de engenharia gendmica, de forma a expressar
apenas uma das vias de utilizagdo de sacarose. Nas leveduras industriais a capacidade de
fermentar a sacarose ¢ devida a expressdo da invertase periplasmatica, sendo que apenas uma
das linhagens industriais analisadas apresentou amplificacdo dos genes SUC, e conseqiiente
alta atividade invertase. Algumas destas linhagens industriais foram capazes de fermentar
também a maltose, indicando a presenga de loci MAL funcionais nestas leveduras. Os
resultados indicam também que embora algumas linhagens industriais possuam o gene da
permease AGT1, apenas em algumas linhagens este transportador ¢ funcional. Por outro lado,
os resultados mostram que quando o gene SUC2 foi deletado do genoma da linhagem de
laboratdrio, as células continuaram fermentando eficientemente a sacarose, com a vantagem
de ndo produzir glicose e frutose no meio. Nestas cepas engenhadas a sacarose ¢ transportada
diretamente para o interior da célula, onde ¢ hidrolisada pela maltase (a-glicosidase)
citoplasmadtica. A seguir, foram simuladas condi¢des industriais de fermentagdo em batelada
(altas concentragdes de células e sacarose). Enquanto as linhagens industriais consumiram e
fermentaram a sacarose com relativa eficiéncia (embora produzissem altas concentracdes de
glicose e frutose no meio), as leveduras modificadas sem atividade invertase nao foram
capazes de consumir totalmente a sacarose. Portanto, os resultados demonstram que as células
de levedura sdo capazes de fermentar a sacarose mesmo sem atividade invertase (p.ex. pela
dele¢dao do gene SUC2), mas novos estudos ainda s3o necessarios para otimizar a captagao
deste agucar pelas células, especialmente em condi¢des de fermentacao em batelada com altas
concentragdes de sacarose. Acreditamos que a andlise molecular das vias de utilizagdo de
sacarose por S. cerevisiae possibilitara melhorar a performance fermentativa das leveduras
industriais, identificando os genes alvo para otimizagao via engenharia gendmica.

Palavras-chave: Alcool Combustivel, Etanol, Fermentacdo industrial, Invertase, Sacarose,
Saccharomyces cerevisiae, Otimizagdo de processos.
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ABSTRACT

In Brazil the yeast Saccharomyces cerevisiae is used on a huge scale for fuel alcohol
production through the fermentation of media (sugarcane juice or molasses) containing high
sucrose concentrations. In this process, a total fermentation of the sugars in a short time
period is highly desirable, as improves the industrial production yields. The molecular
analysis of the pathways involved in the utilization of this sugar by S. cerevisiae has revealed
the existence of two metabolic routes: the extracellular hydrolysis by the periplasmic
invertase (producing glucose and fructose that are internalized and fermented by the cells),
and another one involving the active transport of sucrose and its further intracellular
hydrolysis. However, the extracellular hydrolysis of the disaccharide is undesired, as it
contributes to increase the osmotic stress of the cells, and the monosaccharides released into
the medium can be used as carbon sources for contaminant microorganisms present in the
fermentative process. In order to optimize fuel ethanol production taking into account the
characteristics of the industry, in this work we performed a biochemical analysis of dominant
yeasts isolated from this industrial process, and compare them with laboratory strains of
known genotypes and modified through genomic engineering in order to express only one of
the sucrose utilization pathways. In the industrial yeasts the capability to ferment sucrose is
due to periplasmic invertase expression, and only one of the strains showed amplification of
SUC genes and high invertase activity. The majority of industrial strains were also able to
ferment maltose, indicating the presence of functional MAL loci in these yeasts. Our results
also indicate that although some of the industrial strains have the AGT1 permease gene, only
in some strains this gene seems to be functional. On another approach, our results show that
when the SUC2 gene was deleted from the genome of the laboratory strain, the cells
continued fermenting sucrose efficiently, with the advantage of no glucose or fructose
production in the medium. In these engineered strains sucrose is transported into the cells,
where it is hydrolyzed by the cytoplasmic maltase (c-glucosidase). We next tried to simulate
the industrial batch fermentation conditions with high cell concentration and >180 g/L
sucrose. While the industrial strains consumed and fermented sucrose with relative high
efficiency (although producing high glucose and fructose concentrations in the medium), the
engineered strains lacking invertase activity were not able to completely consume all the
sucrose. Thus, our results clearly indicate that yeast cells can ferment sucrose even without
invertase activity (as, for example, through deletion of the SUC2 gene), but new studies are
required in order to optimize the uptake of this sugar by the cells, especially under industrial
conditions with high sucrose concentrations. We believe that the molecular analysis of the
sucrose utilization pathways in S. cerevisiae will allow fermentation performance
improvements of the industrial yeasts, identifying target genes for optimization through
genomic engineering.

Key-words: fuel alcohol, ethanol, industrial fermentation, invertase, sucrose, Saccharomyces
cerevisiae, process optimization.



1. INTRODUCAO

A produgdo de bebidas alcodlicas ¢ realizada desde os primoérdios da humanidade. Ha
relatos de que ha mais de 5.000 anos este processo biotecnoldgico ¢é realizado utilizando
leveduras do género Saccharomyces, destacando-se a espécie S. cerevisiae. Este
microorganismo ¢ muito importante do ponto de vista economico, nutricional e cultural, desde
os primordios da sociedade humana. Sdo exemplos classicos da utilizacdo desta espécie de
levedura a panificagdo e a producdo de bebidas alcoolicas, porém nas ultimas décadas vem
ganhando importancia na produ¢do de alcool combustivel e na indlstria quimica, além de
serem utilizadas como modelo experimental para estudo da genética, bioquimica, biologia
celular e molecular de células eucaridticas (BOTSTEIN e FINK, 1988; CAVALIERI et al.,
2003; LANDRY et al., 2006; MCGOVERN et al., 2004; WOOLFIT ¢ WOLFE, 2005).

A sua capacidade de se adaptar e dominar o ambiente em que ¢ encontrada se deve a
habilidade de utilizar os agucares presentes no meio e produzir altas concentragdes de etanol,
fazendo com que o ambiente se torne indspito para a sobrevivéncia de outros
microorganismos. Além disso, ¢ capaz de fermentar mesmo na presenga de oxigénio, de
suportar altas concentragdes de etanol, baixo nivel de pH, o estresse osmotico pelas altas
concentragdes de agucares, bem como as pressoes hidrostaticas provocadas pelo grande
volume de liquido contido nas dornas de fermentacdo (LAGUNAS, 1979, 1986; LANDRY et
al., 2006). Visando a obtengdo de produtos de qualidade, a baixos custos ¢ com maximo
rendimento possivel, cada setor industrial preocupa-se em realizar a selecdo de linhagens de
S. cerevisiae que estdo presentes em cada processo fermentativo e que possuam as
caracteristicas mais proximas das desejadas (INGLEDEW, 1993; ROBERTS et. al., 1995;
ROSE e VIJAYALAKSHMI, 1993; STEWART, 2000; WATSON, 1993).

Na produgdo de bebidas alcodlicas desejam-se leveduras que produzam compostos



secundarios com fungdo organoléptica, na industria de producdo de fermento bioldgico
utilizado na panificagdo o desejavel ¢ que as leveduras respirem o agucar para a maxima
producdo de biomassa, enquanto que na industria quimica pretende-se diminuir os custos de
produgdo e aumentar a rapidez e precisao do processo de catalise, devendo as leveduras serem
capazes de se adaptar a meios de cultura com pouca agua e repleto de solventes organicos.
Por outro lado, na producdo de alcool combustivel almeja-se que as leveduras produzam altas
concentragdes de etanol durante a fermentacdo, e que apresentem tolerancia as altas
concentragdes de aglcar, etanol e temperatura. Com este intuito, os setores industriais
investem na obten¢do de linhagens que sejam mais adequadas aos seus interesses
(AQUARONE et. al., 1975; NASCIMENTO et al., 2002; WHEALS et. al., 1999; ZANIN et.
al., 2000).

O passo limitante do processo de fermentagdo ¢ a resposta fisioldgica da levedura S.
cerevisiae frente a concentragdo de aglicares presentes no meio. Enquanto que as enzimas da
via glicolitica, assim como varios outros genes, foram conservados durante a evolucdo de S.
cerevisiae, os mecanismos que controlam a metabolizacdo das diferentes fontes de carbono e
a produgdo de energia, se adaptam as necessidades de cada linhagem no setor industrial na
qual estas estdo inseridas. Com isto, estudos realizados para caracterizar a via de utilizagdo
destes acucares sdo de grande importancia do ponto de vista biotecnoldgico e econdmico,
permitindo desenvolver estratégias de forma a incrementar o desempenho das linhagens de
levedura, tanto por modifica¢cdes na conducdo do processo industrial, quanto desenvolvendo
leveduras que possuam as caracteristicas desejadas para cada setor industrial (FEREA et al.,
1999; IHMELS et al., 2005; KELLYS et al., 2004; LANDRY et al., 2006; PFEIFFER et al.,
2001; QUEROL et al., 2003).

Nessa levedura, a relacdo existente entre o complexo protéico da enzima piruvato

desidrogenase (que direciona o fluxo de carbono para a respiracdo, produzindo CO, e



biomassa), € a enzima piruvato descarboxilase (que direcionar o fluxo de carbono para a
fermentacdo, vide Figura 1.1), além do controle exercido pela glicose regulando a transcri¢cao
de uma série de enzimas requeridas para o metabolismo respiratorio e de outras fontes de
carbono, sdo pontos chaves na regulacdo metabolica (CARLSON, 1998; GANCEDO, 1998;
GELADE et al., 2003; ROLLAND et al., 2002; VERSTREPEN et al., 2004; YIN et al.,
2003). Quando as leveduras s3o crescidas na presenga de oxigénio, com baixa concentragao
de actcar, ou quando a captagao de agucar pelas células ¢ lenta, o complexo da enzima
piruvato desidrogenase direciona o fluxo glicolitico a respirag¢do, j& em anaerobiose ou em
altas concentragdes de agucar a fermentacdo ¢ favorecida, pois o carbono excedente nao
direcionado para a respiracdo ¢ metabolizado pela enzima piruvato descarboxilase,
favorecendo a fermentagcdo (BADOTTI, 2005; FEREA et al., 1999; POSTMA et al., 1989).

Ciliedhlised

Piravato

oxilase

Respiragio Fermentagiol

Figura 1.1 — Direcionamento do carbono na via glicolitica. Quando a quantidade de carbono na via glicolitica
¢ baixa, o fluxo glicolitico ¢ direcionado para a respiragdo devido a alta atividade catalitica do complexo da
enzima Piruvato Desidrogenase. Por outro lado, a alta concentragdo de aglicar no meio, resulta em carbono
excedente na glicolise que € metabolizado pela enzima Piruvato Descarboxilase, favorecendo a fermentagio.

1.1 Historico e Mercado do Alcool Combustivel no Brasil

A possibilidade de utilizar o alcool produzido na fermentacdo do caldo de cana-de-
agucar como combustivel automotivo é conhecida ha mais de um século, embora a utilizagao
deste combustivel ndo fosse viavel devido a disponibilidade de derivados de petroleo a pregos

baixos. Até a década de 50, o preco do petroleo era controlado por um grupo de 07 (sete)



multinacionais petroliferas (Exxon, Shell, Mobil, Anglo-Persian, Socal, Texaco ¢ Gulf Oil)
que estabeleciam um sistema de precos, garantindo a apropriacdo das rendas geradas nos
campos petroliferos existentes até entdo, e impedindo que a queda dos custos resultante do
desenvolvimento dos novos campos repercutisse nos pregos internacionais. Controlavam
também a producdo, equilibrando a demanda em crescimento exponencial e a oferta das
empresas ja instaladas, sem permitir a entrada de novos produtores. Entretanto, a partir dos
anos 70, o mundo passou por uma reorganizagao politico-econdmica, principalmente devido a
Guerra Fria, aos conflitos entre os paises arabes e a criagdo da OPEP (Organizagdo dos Paises
Exportadores de Petroleo) em 1961 (COELHO, 1999; SANTOS, 1993; TAVARES, 2005).
Durante a década de 70, os paises detentores de reservas petroliferas revisaram as
concessoes de exploracdo dada as multinacionais e assumiram o controle das riquezas
nacionais, visando utilizar a renda gerada pelo petrdleo como principal fonte de
financiamento do desenvolvimento econdmico. Com isto, o controle da produgdo e das
reservas de petroleo passou a ser realizado pelas empresas petroliferas estatais recém-criadas
nos paises da OPEP. Com a nacionalizagdo das reservas e do capital petrolifero, em 1973,
esta nova organizagao passou a ditar o preco de comercializa¢ao do petrédleo e o barril passou
de US$ 3,00 para US$ 12,00. Entre os anos de 1978 e 1980, no auge do exercicio do seu
poder, houve a elevagdo do prego do barril de US$ 18,00 para US$ 36,00. Este quadro de
instabilidade ficou conhecido como ‘“choque do petréleo”, pois provocou uma grave crise
energética, resultando na redug@o do ritmo de crescimento da economia mundial. Assim como
em outros paises, o Brasil também foi afetado pela crise, elevando os gastos com importagao
de petroleo de US$ 600 milhdes em 1973 para US$ 2,5 bilhdes em 1974, provocando um
déficit na balanca comercial de US$ 4,7 bilhdes, resultado que influiu diretamente na divida
externa brasileira e na escalada da inflagdo, que saltou de 15,5% em 1973 para 34,5% em

1974 (BERTELLLI, 2005; BRASIL, 2005; COELHO, 1999; TAVARES, 2005).



Devido as conseqiiéncias do primeiro “choque do petréleo”, os paises consumidores
buscaram reduzir a participagdo do petrdleo nas matrizes energéticas de suas economias. Para
isto, iniciou-se a busca de alternativas para a crise, reacendendo o interesse mundial por
fontes alternativas de energia. Assim, o ainda futuro presidente da Republica General Ernesto
Geisel formou uma forga tarefa que debateu com o setor privado uma solugdo para a crise,
utilizando fontes ndo convencionais de energia e que fornecesse subsidios ao novo governo
(ALVES, 2002; BERTELLI, 2005; BRASIL, 2005; COELHO, 1999; TAVARES, 2005).

Em 1974, foi entregue ao Conselho Nacional do Petréleo um documento formulado
com base nas preferéncias combinadas do Instituto do Acticar e do Alcool — IAA (produgio
de alcool direto em destilarias autdnomas) e da Cooperativa de Produtores de Cana-de-agucar,
Actcar e Alcool do Estado de Sdo Paulo - Copersucar (aproveitamento da capacidade ociosa
das destilarias anexas as usinas agucareiras). Tais propostas tiveram por base um cenario ja
existente no Brasil, o qual possuia um setor agucareiro desenvolvido, terras e clima propicio a
cultura de cana-de-agucar, mao-de-obra abundante no campo e experiéncia na fabricagcdo de
alcool industrial, do qual j& era grande produtor-exportador. Somando-se a isto, a recém-
modernizagdo do setor agucareiro proporcionou uma elevada capacidade ociosa, que poderia
ser reduzida com a producdo de alcool combustivel, proporcionando uma flexibilidade entre a
produgdo de agucar para exportacdo e a producdo de alcool combustivel para atender o
mercado interno. Este estudo se tornou a semente do Programa Nacional do Alcool
(Prodlcool). Sendo assim, apds intensos estudos e debates, e com o objetivo principal de
substituir o uso da gasolina em veiculos leves, o governo federal instituiu o Proalcool, através
do decreto n® 76.593, de 14/11/1975 (ALVES, 2002; BERTELLI, 2005; BRASIL, 2005;
COELHO, 1999; TAVARES, 2005).

A primeira fase do programa tinha por objetivo utilizar o alcool anidro como aditivo a

gasolina, reduzindo desta forma a importacdo de petrdleo. Porém, estimulos fiscais e



econdmicos oferecidos ao programa, aliados aos interesses da industria automobilistica que
passava por uma fase de recessdo e o trabalho de conscientizagdo ambiental para reduzir os
niveis de poluicao nos grandes centros urbanos, conferiram ao programa um impulso ainda
maior. Assim, em 1979 iniciou a segunda fase do programa, que se caracterizou por produzir
alcool hidratado para veiculos com motores movidos exclusivamente a alcool. Neste periodo,
o governo federal realizou um acordo com as montadoras de automoveis para a produgdo
deste tipo de veiculo, concedendo ainda subsidio aos seus compradores e também aos
produtores deste combustivel, culminando no aumento da frota nacional movida a alcool,
onde 96 % da producdo nacional de automoveis no ano de 1985 eram de carros a 4lcool, como
pode ser observado na figura 1.2 (ROSILLO-CALLE e CORTEZ, 1998; COELHO, 1999;

TAVARES, 2005).
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Figura 1.2 - Venda de veiculos no Brasil, segundo o tipo de combustivel utilizado, durante os anos de 1975
a 2005 (ANFAVEA, 2006).

Em 1986, dois fatores mexeram com o comércio de combustiveis no Brasil: o aumento

da produtividade pela agroindustria sucroalcooleira e a redugdo no prego do petroleo e seus



derivados. Por conseqiiéncia, houve sobra de alcool no mercado e a necessidade de
comercializacdo do élcool hidratado a pregos muito inferiores aos da gasolina, exigindo
subsidios cada vez mais elevados para a sustentacdo econdmica da producdo. Nos anos
seguintes, a baixa cotagdo do actcar no mercado internacional e o alcool excedente no
mercado interno, desestimularam o setor produtivo e, somando-se a isto, as politicas de
incentivo ao consumo culminaram na safra de 1989/90 com um desabastecimento de alcool
(vide Figura 1.3). Estes fatos geraram um aumento no prego do alcool combustivel, for¢ando
0 governo a importar alcool para amenizar a crise. Com a crise de abastecimento, o corte na
concessao de subsidios por parte do governo e os problemas apresentados com a frota de
veiculos movido a &lcool (custo de manutencdo e problemas de funcionamento, quando
comparados com os veiculos movidos a gasolina, por ex.: dificuldade de partida em dias frios
e maior desgaste das pecas devido corrosdo), gerou desconfianga quanto ao desenvolvimento
e viabilidade do programa. Desta forma, as montadoras reduziram a fabricacdo de carros
movidos a alcool (Figura 1.2) e os usineiros se voltaram para a produgdo de acucar refinado,
ja que este produto apresentava alta cotacdo no mercado internacional (BERG, 2005;
ROSILLO-CALLE e CORTEZ, 1998; COELHO, 1999; TAVARES, 2005).

Apos um periodo de incerteza sobre o seu futuro, a partir de 1994 o Proalcool recebeu
um novo estimulo. Com a implantacdo de um novo plano econdmico (Plano Real) e o alarde
de que em um futuro proximo haveria a extingao das fontes de petrdleo, o alcool passou a ser
visto como a fonte alternativa de energia que iria contribuir e garantir o crescimento
econdmico nacional, além de ter a vantagem de ser renovavel e menos poluente. Somando-se
a isto, a crescente preocupacdo ambiental fez com que fossem decretadas leis de prote¢ao
ambiental, e a utilizacdo do alcool (puro ou misturado a gasolina) juntamente com a
elimina¢do do chumbo na gasolina, foram apontadas como medidas capazes de reduzir as

emissdes do mondxido de carbono (FARRELL et al., 2006; HAHN-HAGERDAL et al.,



2006; HILL et al., 2006). Estuda-se cada vez mais a implementagdo de biocombustiveis em
escala mundial, tanto para fins ecologicos quanto econdmicos, como pode ser observado em
alguns estados dos Estados Unidos da América (p. ex. Califérnia) que também ja estdo
implementando estratégia semelhante. Somando-se a isto, a questdo energética ¢ tratada como
questdo de seguranca nacional pelos norte-americanos (BENTLEY e DERBY, 2001;

VERTES et al., 2006).
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Figura 1.3 - Producao e consumo de dlcool no Brasil, durante o periodo de 1974 a 2004 (BRASIL, 2005).

Estados Unidos, China, India e Russia, também produzem élcool combustivel, mas o
Brasil ¢ o maior produtor a partir da cana-de-agticar e o unico a implementar em larga escala a
utilizagdo deste combustivel alternativo em substitui¢do aos derivados de petrdleo. Com o
avango tecnoldgico e o investimento em pesquisa, a técnica brasileira para a produgdo de
alcool se tornou mais eficiente, resultando no decréscimo dos custos de producdo e, por
conseqliéncia, dando ao alcool nacional maior competitividade no mercado internacional.
Desta forma, o Brasil assumiu um lugar de destaque no mercado consumidor, produtor e
exportador de alcool combustivel (MARRIS, 2006). Com isto, paises como Japao ¢ Alemanha

vém realizando acordos comerciais com o Brasil para a compra de alcool combustivel e



tecnologia de produgdao (BERG, 2005; BRUNACCI, 2005; MANFREDINI, 2005;
ORELLANA e NETO, 2006; WHEALS et al., 1999; WYMAN, 1999; ZANIN et al., 2000).

A producao de carros movidos exclusivamente a alcool ndo devera ascender e até ha a
possibilidade de ser extinta. Entretanto, os produtores de alcool tém o importante papel de
assegurar o abastecimento, pois os automoveis bicombustiveis (com motores flex, que
funcionam com gasolina e dlcool em qualquer propor¢ao), comecam a ganhar espago no
mercado brasileiro (Figura 1.2). Este tipo de veiculo garante ao consumidor um risco minimo
de desabastecimento e d4 alternativas para superar crises como as ocorridas em meados do
ano passado, quando o petroleo superou a marca de US$ 61/barril (BERTELLI, 2005;
MATTOS, 2006; TAVARES, 2005).

Demonstrando a viabilidade e a possibilidade de expansao do Proalcool nacional,
aponta-se que o incremento do alcool como fonte energética representou uma economia de
bilhdes de dolares na compra de combustivel e outros bilhdes de dolares com os juros da
divida externa, no periodo 1976 a dezembro de 2004. Além de divisas econdmicas, o
Proalcool apresentou um importante papel nas areas sociais e de desenvolvimento, uma vez
que desde a sua criacdo, estima-se a geracdo de milhdes de empregos diretos e indiretos
(aproximadamente 80 % deles na 4area agricola). Atualmente, as areas aptas a cultura de cana
de acticar sdo mais de 12 % do territério nacional, porém sdo utilizados apenas 0,6 %
(BERTELLI, 2005).

Em suma, como relatado por Luiz Gonzaga Bertelli na matéria “A verdadeira historia
do Proalcool” publicado em 16/11/2005 no jornal O Estado de Sido Paulo: “O alcool, que
sempre foi considerado um subproduto do aclcar, passou a desempenhar papel estratégico
na economia brasileira e, diante do sucesso da iniciativa, deixou de ser encarado apenas

como resposta a uma crise temporaria, mas como solucdo permanente, quando vozes



10

autorizadas, ainda na esteira da crise, alertaram o mundo para o risco das reservas

petroliferas, lembrando que ndo seriam eternas”.

1.2 Utilizacao de agticares por S. cerevisiae

Conforme descrito por LAGUNAS (1993), o passo inicial para o processo de
fermentagdo ¢ a captagdo dos aglcares para o interior da célula. A glicose e a frutose sao
monossacarideos cuja captagdo ocorre via um sistema de difusdo facilitada, através dos
transportadores de hexose codificados pelos genes HXT (Figura 1.4). Este sistema de
transporte ¢ composto por uma familia de aproximadamente 20 genes (HXT1 — 17, GALZ2,
SNF3 e RGT2), diferindo uns dos outros tanto pela funcdo e regulagdo, quanto pela afinidade
aos agucares presentes no meio. Sabe-se que os genes HXT1-7 codificam as principais
permeases responsaveis pelo transporte de hexoses (glicose, frutose e manose), e geralmente
possuem afinidades menores pela frutose e manose do que pela glicose, motivo pelo qual este
ultimo carboidrato ¢ captado mais rapidamente. J& o gene GAL2 codifica para um
transportador de galactose e glicose, porém induzido apenas pela galactose. Acredita-se que
os demais genes desta familia sdo responsaveis por codificar proteinas transportadoras
envolvidas na captacdo de agucares em condi¢des especificas, ou ainda codificam para
receptores dos niveis de carboidratos presentes no meio extracelular (SNF3 e RGT2) que
mediam a regulagdo a expressio dos genes HXT (BOLES e HOLLEMBERG, 1997;
DIDERICH et al., 1999; KRUCKEBERG et al., 1999; OZCAN e JONHSTON, 1999).

Além do transporte de monossacarideos via um sistema de difusdo facilitada, existe
um sistema de transporte ativo de dissacarideos, e até mesmo trissacarideos, envolvendo o co-
transporte com H'. A maltose e a maltotriose sdo um dissacarideo e trissacarideo de glicose,
respectivamente, unidas por uma ligagdo osidica a.1-4, sendo levados para o interior da célula

através de um co-transporte com protons H' (Figura 1.4), onde sdo hidrolisados pela maltase,
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liberando moléculas de glicose que serdo metabolizadas (ZASTROW et. al., 2001).

by Nacamsa
SACEONG H Sacarose
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Figura 1.4 - Representa¢io das vias de utilizacio de agucares por S. cerevisiae. Vide o texto para detalhes
sobre as enzimas ¢ proteinas envolvidas.

Para que S. cerevisiae seja capaz de fermentar estes aglicares ¢ necessaria a presenca
no genoma das leveduras dos genes MAL. Esses genes podem ser encontrados em cinco
diferentes loci, localizados nas regides teloméricas de cromossomos distintos: MAL1L
(cromossomo VII), MAL2 (III), MAL3 (II), MAL4 (XI) e MAL6 (VIII). Conforme demonstra a
Figura 1.5, em cada um desses loci podem ser encontrados trés diferentes genes que
codificam para proteinas com diferentes fungdes: o gene MALT ou MALX1 (X representa o
locus) codifica para o transportador de maltose, o gene MALS ou MALX2 codifica a maltase, €
o gene MALR ou MALX3 codifica uma proteina reguladora responsavel pela inducdo da
expressdo dos demais genes na presenga de maltose ou outros a-glicosideos, ligando-se a

regido UASpmaL, presente entre os genes MALT e MALR. Por outro lado, a presenga de glicose
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no meio causa a ativacao da proteina Migl que bloqueia as regides promotoras UASyarL,

reprimindo a expressdo génica (HORAK, 1997; NEEDLEMAN, 1991; NOVAK et al., 2004).

Repressor
MIG1

|
MALET : J.:UASMAL:J. { MAELS>—

v
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7T

Proteina - i H
Regulatoria T ¥ ¥
Maltose o -glicosidase
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Figura 1.5 — Estrutura dos genes MAL. As setas maiores indicam a organizacdo cromossomica de cada gene
MAL (telomero a direita, centromero a esquerda), as linhas pontilhadas indicam os produtos da transcrigdo e
traducdo de cada gene, a linha continua com seta indica indugdo e as linhas continuas com pontas rombas
indicam repressao (STAMBUK, 1999).

Quando algum desses loci nao possui o gene regulador MALR (MALX3), ele recebe a
denominagdo malg para indicar que ¢é parcialmente funcional NAUMOV et al., 1994). Ao
analisarem alelos naturais do transportador de maltose presentes em locus mallg, HAN et al.
(1995) caracterizaram um gene que passou a ser chamado AGT1 (a-glucoside transporter),
responsavel pelo transporte ativo de uma série de a-glicosideos, sendo aparentemente
regulado pelos mesmos mecanismos de regulacdo génica dos demais genes MAL, uma vez
que possui uma seqiiéncia UASyar na sua regido promotora (HAN et al., 1995; STAMBUK
etal., 1998, 1999, 2000). Conforme descrito por STAMBUK et al. (2000) e STAMBUK e DE
ARAUIJO (2001), a permease AGT1 ¢ um transportador de alta afinidade para sacarose e
trealose (e menor afinidade pela maltose, maltotriose e o—metil-glicosideo), enquanto os
transportadores MALX1 possuem alta afinidade pela maltose (e transportam sacarose e
trealose com baixa afinidade).

A maltase (a-glicosidase - E.C. 3.2.1.20) é uma enzima citoplasmatica que possui um
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pH 6timo em torno de 6,8 e ¢ capaz de hidrolisar a ligagdo osidica com conformagao “o”,
presente em oligossacarideos (Figura 1.6) tais como maltose, maltotriose e sacarose, além de
substratos sintéticos como o p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (pNPaG) (Figura 1.5)
(TABATA et al., 1984; ZASTROW et al., 2001). De fato, a sacarose ¢ um dissacarideo
formado por uma molécula de glicose ligada a uma de frutose, através de uma ligacao osidica
de conformacgao Gli al-f2 Fru (Figura 1.5). Este tipo de ligacdo confere a este carboidrato a
possibilidade de sofrer a acdo de hidrolases capazes de clivarem tanto a ligacdo osidica “a”,
pela maltase (a-D-glicosidase), quanto a ligagdo “B”, neste caso catalisada pela enzima

invertase ou 3-D-frutosidase (EC 3.2.1.2.6).
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Figura 1.6 - Estruturas quimicas da maltose, maltotriose, sacarose e pPNPaG. A maltose ¢ formada por duas
moléculas de glicose unidas por uma ligagdo osidica o(1>4), assim como a maltotriose que é formada por trés
moléculas de glicose com a mesma ligacdo. A sacarose ¢ formada por glicose e frutose, unidas através de uma
ligagdo osidica a1-2, enquanto o analogo estrutural da maltose (pNPaG) é formado por uma glicose unida ao
p-nitrofenol através de uma ligagdo osidica de conformagdo o (CambridgeSoft, 2006).

A invertase tem sido extensivamente caracterizada bioquimicamente, e na levedura S.
cerevisiae varios genes responsaveis pela sua sintese tem sido caracterizados. Os genes SUC

codificam para esta enzima, sendo que o locus ancestral (aquele encontrado em todas as
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leveduras Saccharomyces) ¢ o denominado SUC2, localizado na regido sub-telomérica do
cromossomo [X. Através de processos de recombinacdo e amplificacdao génica, este gene pode
também ser encontrado nos telomeros de diferentes cromossomos, dando lugar aos genes
SUC1 (VII), SUC3 (II), SUC4 (XII), SUC5 (IV) e SUC7 (VII) (GROSSMANN e
ZIMMERMANN, 1979; HOHMANN ¢ ZIMMERMANN, 1986, KORSHUNOVA et al.,
2005; NAUMOV et al., 1996). A analise deste processo de amplificagdo génica em leveduras
isoladas em diferentes ambientes industriais revelou que leveduras geralmente expostas a
meios contendo sacarose (como o caldo-de-cana), como na produ¢do de células, ou onde a
sacarose ¢ o principal acucar a ser fermentado, apresentam alta atividade invertase e varios
loci SUC em seu genoma. Isto inclui leveduras de panificacdo, cervejeiras e utilizadas na
producdo de destilados, enquanto que leveduras utilizadas na produ¢ao de vinho geralmente
ndo apresentam esta amplificagdo génica, uma vez que na produ¢do desta bebida alcoodlica a
glicose ¢ o principal agucar a ser metabolizado (BIDENNE et al., 1992; BENITEZ et al.,
1996; BENITEZ ¢ CODON, 1995; CODON et al., 1997, 1998; DENAYROLLES et al.,
1997; NADAL et al., 1999; NESS e AIGLE, 1995).

Entretanto, as células de S. cerevisiae possuem dois tipos de invertase: uma forma
extracelular (ou periplasmatica) e outra intracelular. Como descrito por CARLSON e
BOTSTEIN (1982), dois tipos de RNAs mensageiros sdo transcritos a partir dos genes SUC,
sendo um transcrito maior (1,9 kb) que contém uma seqii€éncia responsavel por codificar um
peptideo sinal (20 aminoacidos) responsavel por direcionar a secre¢do da proteina para fora
da célula (espaco periplasmatico), € um outro transcrito menor (1,8 kb) sem essa seqiiéncia
sinalizadora, que permite a sintese da enzima intracelular (Figura 1.7). Ambas enzimas
possuem o mesmo pH 6timo acidico (pH 4,6-5,0) e mesma temperatura 6tima (35-50 °C) e
embora a seqiiéncia protéica seja idéntica, o peso molecular da forma intracelular ¢ de 135

kDa e superior a 270 kDa (podendo chegar a complexos com mais de 800 kDa) para a
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invertase extracelular. Esta diferenca na massa se deve as glicosilacdes adicionadas a forma
extracelular durante sua sintese e trafego pela via secretoria das células, modificagdes que
conferem protecdo contra a acdo de proteases (ndo interferindo na agdo invertasica),
contribuindo para a formagdo de complexos protéicos na forma de tetrdmeros, hexameros e

até mesmo octameros da enzima, garantindo sua retencdo no espaco periplasmatico da célula

(ALVARADO et al., 1990; ARRUDA e VITOLO, 1999; REDDY et al., 1988).
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Figura 1.7 — Estrutura dos genes SUC e, traducio das formas intra e extracelular da invertase de S.
cerevisiae. Localizagdo da regido de ativagdo da transcrigdo dos genes SUC (UAS — Upstream Activating
Sequence) e os sitios de ligacdo de proteinas reguladoras (CRE, SUCA e SUCB), incluindo o TATA-box. O(s)
codon(s) que permitem o inicio da transcrigdo em cada RNAm esta representado em verde, e a seqiiéncia do
peptideo sinal sublinhada.

Enquanto a invertase intracelular é expressa constitutivamente, a expressao da forma
extracelular ¢ reprimida por altas concentragdes de sacarose e seus produtos de hidrolise
(glicose e frutose), ou inclusive outros aclcares como manose ou até xilose. Baixas
concentragdes de glicose sdo por outro lado, necessarias para a expressao Otima do gene.
Embora até o presente, uma série de proteinas repressoras dos genes SUC (Migl, Rgtl, Sfll,

Skol e outras) tenham sido caracterizadas, a identidade molecular do possivel ativador da
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transcricao ainda ¢ desconhecida (BELINCHON e GANCEDO, 2006; BU ¢ SCHMIDT,
1998; DYNESEN et al., 1998; ECHEGARAY et al., 2000; HAQ et. al., 2003; HERWING et
al., 2001; OZCAN et al., 1997; REDDY et al., 1988).

Portanto, duas vias de utilizagdo de sacarose sdo conhecidas na levedura S. cerevisiae
(vide Figura 1.3): pela acdo da invertase extracelular a sacarose ¢ hidrolisada em glicose e
frutose, sendo seus produtos de hidrélise captados pelos transportadores HXT e fermentados,
ou alternativamente a sacarose pode ser captada diretamente através do co-transporte com H"
e hidrolisada internamente pela invertase intracelular ou maltase (BADOTTI et al., 2006;
BATISTA et al.,, 2004, BARFORD et al, 1992; MWESIGYE e BARFORD, 1996;
ORLOWSKI ¢ BARFORD, 1991; STAMBUK et al., 2000; STAMBUK ¢ DE ARAUJO,

2001).

1.3 Processo Fermentativo para a Producio de Alcool Combustivel

Embora diversos produtos agricolas ricos em agucares sejam utilizados para a
producdo de alcool, como o milho e beterraba no caso dos EUA e Franca, no Brasil ¢
utilizado o caldo de cana-de-actcar (e seus derivados, o melago) como substrato para o
processo fermentativo. O caldo extraido da cana-de-actcar ¢ utilizado diretamente como
substrato para o processo fermentativo de produgdo de aguardente e alcool combustivel, ja no
ramo da panificacdo ¢ empregado para producao do chamado “fermento bioldgico”, enquanto
que na industria alimenticia ¢ usado para a producdo de agucar invertido pela hidrolise da
sacarose em glicose e frutose (ALVA e LEAO, 2003; INGLEDEW, 1993; PETERS, 2006;
ROSE ¢ VIJAYALAKSHMI, 1993; SCHWAN et al., 2001; WHEALS et al., 1999; ZANIN et
al., 2000). O caldo de cana utilizado como matéria-prima para os processos citados
anteriormente ¢ composto por 78-86 % de agua, 11-18 % de sacarose, 0,2-1,0 % de agucares

redutores, 0,3-0,5 % de cinzas e 0,5-1,0 % de compostos nitrogenados, sendo a sacarose o
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principal carboidrato presente no caldo de cana (AQUARONE et al., 1975). Desta forma,
calcula-se que mais da metade da producdo mundial de etanol utilizam meios ricos em
sacarose na fermentagdo.

Para um eficiente processo de fermentacdo, além da selecdo e desenvolvimento de
linhagens de levedura adequadas, deve-se levar em consideracdo a qualidade da cana de
acucar, pois ¢ de suma importancia para que ocorra uma fermentacdo com alto rendimento.
Para incrementar o teor de sacarose no caldo de cana, ha estudos investindo na sele¢do ¢ no
melhoramento genético em Saccharum officinarum (cana-de-agucar) para incrementar a
producdo de agticar (CALSA JR e FIGUEIRA, 2007; MCCORMICK et al., 2006; SCHAFER
et al., 2004; WU e BIRCH, 2007). Em paralelo a isto, deve ser considerada a diversidade do
solo para o plantio das diferentes linhagens de cana-de-agucar, a forma de colheita (a colheita
manual ¢ realizada com queima prévia do canavial, resultando na hidrolise da sacarose,
enquanto que a mecanizada dispensa a queima) e as condigdes de higienizacdo e
processamento da cana (AQUARONE et. al., 1975; CETEC, 1994).

O processo de producao do alcool combustivel nas usinas brasileiras esta relacionado
diretamente com a producao de agucar, conforme descrito sucintamente a baixo:

a) Moenda - Apos a colheita (manual ou mecanizada) da cana-de-agtcar se faz a
moagem da cana para extrair o caldo rico em agtcar.

b) Sulfitagdo - O caldo passa por colunas de sulfitagdo, onde o gés sulfito liberado da
queima do enxofre ¢ insuflado em contra corrente na coluna, promovendo o contato do
gas com o caldo. O enxofre tem a propriedade de flocular diversos coldides dispersos
no caldo e os tornar produtos insoluveis.

¢) Neutralizagdo - Em seguida, ¢ adicionado leite de cal, neutralizando o pH do caldo,

tornando-o menos corrosivo e facilitando a decantagdo das impurezas solidas.
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Aquecimento - O caldo ¢ entdo, aquecido até fervura (~ 105 °C) através de vapor d’
agua, favorecendo a perda de 4gua e acelerando a floculagdo de impurezas.
Decantagdao - Em tanques com grande capacidade, o caldo tratado e aquecido ¢
decantado continuamente (de um lado entra o caldo aquecido e cheio de impurezas e
do outro lado sai caldo limpo e clarificado), sendo as impurezas precipitadas retiradas
pela parte inferior do decantador.

Evaporacao - Nos evaporadores parte da agua presente no caldo ¢ evaporada,
resultando em um liquido espesso denominado xarope. A concentracdo de agucar no
caldo de cana que inicia o processo (antes da sulfitagdo) ¢ em torno de 16,0° Brix
(medida da concentragdo de agucares dissolvidos em solucdo), e na saida do xarope
apresenta-se em torno de 60,0° Brix.

Cristalizacdo - O xarope ¢ clarificado por flotagdo, onde sdo eliminadas mais
impurezas, ¢ entdo enviado a cosedores a vacuo, que concentram ainda mais o xarope,
até que pela supersaturagdo do meio ocorra o fendmeno da cristalizagdo, formando a
chamada “massa cozida” que sdo cristais de agucar envoltos por solu¢ao acucarada
chamada mel.

Centrifugacao - Nas centrifugas, faz-se a separacdo dos cristais de agucar ¢ do mel, a
partir da massa cozida. Ao fim do processo, os cristais sdo conduzidos ao secador, € o
mel sofre novo processo de cristalizagdo, até extrair o maximo possivel de acucar,
quando se obtém o melago, que ¢ encaminhado para a produgao de alcool.

Producdo de 4lcool - Caldo de cana e melago sao misturados e diluidos com agua, de
forma a atingir a concentracdo desejada de agucar, formando o mosto. Esse ¢ enviado
as dornas de fermentagdo, onde sdo inoculadas leveduras selecionadas que consome o
acucar, produzindo etanol e biomassa. O mosto fermentado ¢ centrifugado para

separar o “vinho” e as células de levedura. O vinho ¢ enviado as colunas de destilagao,
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enquanto que o fermento sofre tratamento com acido para reduzir a contaminagdo por

bactérias, para em seguida retornar a dorna de fermentagdo e iniciar um novo ciclo

fermentativo, realizado sucessivamente até o fim da safra de colheita da cana-de-
acucar. Nas colunas de destilacdo o dlcool ¢ separado do vinho, originando a vinhaca

(rica em matéria organica, potassio € outros nutrientes importantes para as plantas),

que ¢ misturada com a agua de lavagem de cana (antes do processo de moagem) e

usada na fertilizagdo e irriga¢do do canavial (AQUARONE et. al., 1975; DE

ARAUIJO, 2002; CETEC, 1994; WHEALS et al., 1999).

Embora S. cerevisiae seja o principal microrganismo utilizado pelas usinas produtoras
de alcool combustivel, as técnicas utilizadas para a obtengdo do mosto e a forma como ¢
conduzido o processo fermentativo (em condigdes nao estéreis), favorecem a proliferacao de
microrganismos contaminantes (leveduras e bactérias), ou mesmo uma sucessao de linhagens
selvagens de S. cerevisiae. Contaminagdes por lactobacilos e Acetobacter provocam perdas
significativas na produtividade, e contaminagdes por outras leveduras (p.ex. Dekkera
bruxelliensis) podem significar perdas maiores, uma vez que estes microrganismos sio
resistentes a bactericidas e/ou antibioticos. Apesar disso, uma série de trabalhos demonstram
a existéncia de linhagens de S. cerevisiae capazes de dominar a dorna de fermentagdo até o
fim da safra, apresentando alta produtividade. Uma série de usinas emprega, atualmente,
desde o inicio do processo, linhagens isoladas nos processos fermentativos, adaptadas aos
estresses encontrados no ambiente industrial mantendo a sua viabilidade e vitalidade ao longo
dos reciclos fermentativos (AMORIM et al., 2004; DA SILVA FILHO et al., 2005a, 2005b;
GUERRA et al., 2001; LIBERAL et al., 2005, 2007; PARAZZI JR, 2006; PATARO et al.,
2000; WHEALS et al., 1999).

Nas ultimas décadas, tém-se realizado o isolamento e selecdo de linhagens mais

apropriadas para a producdo industrial de alcool. Estas sdo analisadas quanto as suas
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habilidades fermentativas e robustez gendmica, em outras palavras, que possuam alta
eficiéncia fermentativa e capacidade de tolerancia as condigdes estressantes, como alto teor
alcoolico, pH e temperatura, competicdo com microorganismos contaminantes, etc. As
condicdes estressantes exercem uma pressao seletiva, forcando a adaptacao e evolugdo das
diferentes linhagens presentes no meio. As leveduras industriais sao geralmente poliploides,
caracteristica que ¢ apontada como responsavel por tornar estes microorganismos mais
resistentes as condigdes de estresse e mutagdo, ao contrario das cepas de laboratorio que sao
haploides (AA et al., 2006; FEREA et al., 1999; IHMELS et al., 2005; LANDRY et al., 2006;
LIBERAL et al., 2005; PARAZZI JR, 2006; QUEROL, et al., 2003).

Os processos fermentativos podem ser classificados em trés grandes grupos, segundo a
maneira através do qual o substrato ¢ adicionado e o produto retirado: continuo, descontinuo
(batelada simples) ou semicontinuo (batelada alimentada). No processo continuo, mosto novo
¢ adicionado a dorna de fermentacdo com a mesma vazao em que o mosto fermentado ¢
removido. Nos processos em batelada simples, o mosto ¢ inicialmente carregado na dorna de
fermentagdo e, ao término do processo, o mosto fermentado ¢ removido, enquanto que nos
processos de batelada alimentada, a fermentagdo ocorre da mesma forma que em batelada
simples, porém ao fim do processo de fermentacdo, retira-se da dorna um certo volume de
mosto fermentado e adiciona-se igual volume mosto novo, procedimento esse, realizado as
vezes por varios meses consecutivos (BORZANI, et al., 1975).

No processo brasileiro, atualmente sdo utilizados mostos contendo aproximadamente
180 g/L de agucares totais, em sistemas de fermentagao continua ou batelada. Os processos de
fermentagdo em batelada representam cerca de 75 % das destilarias do pais, produzindo até 87
g/L de etanol, representando uma eficiéncia de 92 %. Ambos processos apresentam vantagens
e desvantagens entre si, como: tempo de fermentacao, instalacdes e equipamentos necessarios,

automatizacao, manutencao das condigdes de esterilidade por longos periodos de tempo, etc.
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(BORZANI, et al., 1975; WHEALS et al., 1999). Com isto, dependendo do processo adotado
pela usina, a forma e velocidade de alimentacdo das dornas de fermentagdo com o caldo de
cana podem resultar na rapida hidrolise da sacarose pelas células, fato que gera um
significativo estresse osmotico devido as altas concentragdes de glicose e frutose produzidas
(ocorrido principalmente nos processos em batelada e reduzido no continuo). Isto causa
alteracdes significativas na expressdo de genes e revela diversas adaptagdes metabodlicas,
incluindo a produc¢ao de compostos com fungdo protetora e reserva energética celular
(trealose, glicerol e glicogénio), além da producdo de acidos (acético e succinico), causando
gasto energético e diminui¢ao no rendimento da fermentacdo (ALCARDE e BASSO, 1997,
ERASMUS et al., 2003; MYERS et al., 1997, VERSTREPEN et al., 2004). Outra forma de
perda no rendimento da producgdo de etanol ¢ a fermentacao incompleta da frutose existente
no meio, uma vez que algumas linhagens de S. cerevisiae ndo captam eficientemente este
acucar (BERTHELS et al., 2004). Todos estes fatores podem contribuir para a proliferagdo de
bactérias e leveduras contaminantes.

Apesar de a selecdo ter favorecido linhagens com genotipos e caracteristicas
desejadas, melhorias ainda sdo necessarias para aumentar a produtividade e diminuir custos
nas aplicacdes industriais dessa levedura. Por exemplo, no processo realizado em cervejarias,
altas concentragdes de aglicares (predominantemente maltose e maltotriose) sdo fermentadas
eficientemente devido a captacdo direta destes acticares pelas células (sem ocorrer hidrolise
extracelular), gerando um rapido equilibrio entre a concentracdo dos aglicares no interior e
exterior da célula, impedindo o estresse osmotico (THOMAS et al., 1996; ZASTROW et al.,
2001). Considerando que a sacarose pode ser eficientemente fermentada através do transporte
ativo do acucar (BADOTTI et al., 2006, BATISTA et al., 2004), seria interessante
desenvolver, por exemplo, leveduras incapazes de hidrolisar a sacarose extracelularmente,

mas que continuem fermentando este acucar eficientemente.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Como salientado na Introdugao, a obtencao de cepas de levedura capazes de fermentar
sacarose sem que ocorra a hidrolise extracelular deste agtiicar a glicose e frutose, poderia
trazer significativos beneficios as usinas de producdo de 4lcool combustivel no Brasil. Estas
leveduras dariam uma maior flexibilidade a conducao do processo industrial, permitindo
alimentar as dornas de fermentacdo com grandes volumes de mosto contendo concentragdes
maiores de acucar, a uma velocidade maior, mas reduzindo o estresse osmotico causado pela
hidrolise extracelular do dissacarideo e diminuindo a quantidade de glicose e frutose
disponiveis para bactérias e leveduras contaminantes.

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo analisar e caracterizar
molecularmente a utilizagdo de acucares por leveduras industriais e por leveduras de
laboratério com genotipos conhecidos, de forma a desenvolver linhagens de S. cerevisiae
capazes de fermentar sacarose, mas sem possuir atividade invertase (intra e extracelular).

Mais especificamente:

e Analisar a utilizacdo de agucares (crescimento celular, consumo de agucares e
produgdo de etanol) por linhagens industriais utilizadas na produgdo de alcool

combustivel no Brasil, assim como por linhagens de laboratorio;

e Modificar geneticamente linhagens de laboratorio de forma a produzir leveduras

incapazes de hidrolisar sacarose extracelularmente, por ndo possuirem o gene SUC2;

e Determinar o perfil enzimatico (atividades invertase e maltase) e a atividade de

transporte ativo de sacarose nas linhagens;

e Analisar a fermentagdo em batelada da sacarose pelas linhagens industriais, bem

como pelas linhagens modificadas em laboratério € em suas parentais.
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3. METODOS E PROCEDIMENTOS

3.1 Cepas utilizadas

Foram analisadas 07 (sete) linhagens de S. cerevisiae selecionadas para a produgdo de
alcool combustivel no Brasil. A linhagem de laboratéorio CEN.PK2-1C foi utilizada para a
obtencdo de 03 (trés) linhagens deletadas nos genes SUC2 e/ou AGT1 (Tabela 3.1), conforme
descrito abaixo. A cepa de Escherichia coli DH5a foi utilizada para armazenar e replicar os

plasmideos usados nos procedimentos de modificacao genética das células de levedura.

Tabela 3.1 - Linhagens de microrganismos utilizados neste estudo e seus respectivos genétipos, bem como
suas procedéncias.

Cepa Caracteristica Procedéncia*
S. cerevisiae:

CAT-1 Levedura Industrial 1
PE-2 “ 1
VR-1 “ 1
BG «“ 2
SA “ 2
UFPE135 “ 3
UFPE379 «“ 3
CEN.PK2-1C MATa MAL21 MAL22 MAL23-8° AGT1 MAL12 mal13 SUC2 ura3-52 4

his3A1 leu2-3,112 trp1-289

LCM003 CENPK2-1C agtl4::Kan® Este Trabalho
MGD-01 CENPK2-1C suc24::Kan® Este Trabalho
PSY006 CENPK2-1C agtlA::Kan® suc24::URA3 Este Trabalho
E. coli:
DH5a F- recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(vK-mk+) supE44 rell A(argF- Stratagene

lacZya) U169 (¢80 lacZAM15)A4

*1) Fermentec Ltda; 2) Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), antiga COPERSUCAR Ltda; 3) Prof. Dr.
Marco Antdnio de Morais Jr da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE); 4) EUROSCARF (European
Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional Analysis) e descrita por ENTIAN e KOTTER (1998).
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3.2 Meios de Cultura

3.2.1 Crescimento

Foi utilizado meio rico completo (YP), contendo a fonte de carbono de interesse, ou
meio sintético completo (SC) suplementado com aminodcidos e/ou bases nitrogenadas de
interesse, conforme descrito na Tabela 3.2. Os meios tiveram seu pH ajustado com solugao de
HCI para 5,0 + 0,1 e esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 min. Quando indicado, os
meios recém esterilizados foram deixados em temperatura ambiente até atingirem a
temperatura aproximada de 60 °C e adicionou-se 100 ng/mL de Geneticina/G418 esterilizada
previamente por filtragdo, utilizando filtros de nitrocelulose com porosidade de 0,22 um
(HAWP; Millipore). Filtros e demais componentes do processo de filtragdo foram
previamente esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 min. Para o crescimento das células
de E. coli, foi utilizado meio LB com Ampicilina (Tabela 3.2), com pH ajustado para 7,5 +
0,1 com solu¢do de NaOH e esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 min. Os meios recém
esterilizados foram deixados em temperatura ambiente até atingirem a temperatura
aproximada de 60 °C e adicionou-se 100 pg/mL de Ampicilina esterilizada previamente por
filtracdo, conforme descrito acima. Todos os reagentes utilizados no preparo dos meios de

cultivo foram de grau analitico (Sigma Chemical Co.).

3.2.2 Fermentacio

Foram preparados meios ricos completos (YP 2 vezes concentrado) contendo, 4 % de
sacarose para os ensaios de fermentagdo com 20 g/L de agtcar, e 40 % de sacarose para os
ensaios de fermentagdo com 200 g/L de acucar. Os meios tiveram seu pH ajustado com

solugdo de HCl para 5,0 + 0,1 e armazenados em frascos a -20 °C (Tabela 3.3).
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Tabela 3.2 - Composi¢ao dos meios de cultura utilizados nos crescimentos dos microrganismos.

Meio Componentes Nomenclatura
Rico Completo (YP)? 1 g de Extrato de Leveduras (Yeast Extract); YPD 2%;
2 g de Peptona; YPM 2%;
2 g de Fonte de Carbono; YPMt 2%;
- Glicose (D); YPS 2%.

Sintético Completo (SC) *

L(LB)®

- Maltose (M);
- Maltotriose (Mt)
- Sacarose (S);
2 g de Agar |,
Ajustar com HCl o pH 5,0 £ 0,1;
Agua Destilada Q.s.p 2 100 mL.

0,67 g de Yeast Nitrogen Base (s/ aminoacidos);
2 g de Glicose;

? g Drop-out 3

2 g de Agar ;

Ajustar com HCl o pH 5,0 +0,1;

Agua Destilada Q.s.p 2100 mL.

1 g de Triptona;

0,5 g de Extrato de Leveduras (Yeast Extract);
2 g de Agar |,

100 pg/mL de Ampicilina;

Ajustar com NaOH o pH 7,5 +£0,1;

Agua Destilada Q.s.p 2100 mL.

Sem Uracila — SC "UR4;
Sem Triptofano — SC %",

LB ¢/ Ampicilina.

" Acrescido na confecciio de meios solidos; > Quantidade suficiente para... ; > Mistura de todos os aminoéacidos e
bases nitrogenadas necessarias ao crescimento das células, exceto a substancia envolvida na transformagéo das
leveduras. Quantidade a ser colocada nos meios depende da suplementagio requerida. * SHERMAN (2005); °

MANIATIS et al. (1982).

Tabela 3.3 - Composi¢cao dos meios de cultura utilizados nos ensaios de fermentacio.

Meio Componentes Nomenclatura
Rico Completo (YP 2 vezes 2 g de Extrato de Leveduras (Yeast Extract); YPS 4 %;
concentrado) 4 g de Peptona; YPS 40 %.

4 ou 40 g de sacarose (S);
Ajustar com HCl o pH 5,0 + 0,1;
Agua Destilada Q.s.p ' 100 mL.

" Quantidade suficiente para... . * BADOTTI (2005).

3.3 Condig¢oes de Cultivo

3.3.1 Pré-cultivo

As células foram inoculadas em tubos de ensaio, contendo 3 mL de meio liquido YPD

2 %, e incubadas por 48 h a temperatura ambiente sob agitacdo de 40 rpm em uma incubadora

giratoria para tubos de ensaio (DIST —431).
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3.3.2 Crescimento

Uma aliquota do pré-cultivo (0,1 mL) foi transferida para erlenmeyers contendo 1/5 do
seu volume de meio liquido YP, contendo como fonte de carbono glicose, maltose, sacarose
ou maltotriose. As culturas foram colocadas em uma incubadora orbital de frascos (Nova
Etica 430) a 28 °C ¢ 160 rpm. A partir de aliquotas (0,5-1,0 mL) coletadas em intervalos de
tempo pré-estabelecidos, foi determinado o crescimento celular através da densidade Optica
(DO) medida em espectrofotdometro (Beckman DU-7) a 570 nm, e os sobrenadantes obtidos
por centrifugacdo de 3.000 g, por 3 min, armazenados a —20 °C para posterior analise de

agucares ¢ etanol.

3.3.3 Multiplicacao das Linhagens de S. cerevisiae para Uso Experimental

Uma aliquota do pré-cultivo (0,5 mL) foi transferida para erlenmeyers contendo 1/5
do seu volume de meio liquido YPS 2%. As culturas foram incubadas como descrito acima
por 6 — 8 h até atingir o inicio da fase exponencial de crescimento (~ 1 g/L). As células de
levedura foram removidas do meio de cultivo por centrifugacao a 3.000 g, por 5 min, lavadas
trés vezes com agua destilada a 4 °C, e resuspensas em agua destilada a 4 °C, de forma a

atingir uma concentracao celular de 20 + 1 g/L.

3.4 Determinaciao da Concentracao Celular

A concentracdo celular (X), conforme demonstra a equagdo 1, foi determinada pela
relagdo entre a leitura da Densidade Optica (DO) em espectrofotdmetro a 570 nm (Beckman
DU-7) e os valores de peso seco das células, utilizando um Fator de Calculo (Fc).

X 4.=DO . Fc (1)
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O Fator de Célculo (2) ¢ a razao entre o peso seco celular (determinagdo gravimétrica)

e a densidade 6ptica da cultura (3).

FC = Dyeco 2)
DO
DO = Abss7gnm . Diluicio 3)

Para isto, as linhagens de S. cerevisiae foram crescidas em 5 mL de meio YPD 2 %,
por 48 h, a 28 °C e 160 rpm. Fez-se a determinagdo da densidade dptica das culturas, sendo
respeitada a faixa linear de absorbancia (0,030 — 0,300) e, em seguida, as mesmas foram
filtradas em membrana de nitrocelulose com porosidade de 0,45 um (HAWP; Millipore). Os
filtros contendo as células foram lavados 03 (trés) vezes com agua destilada, e secos a 85 °C,
por 3 h. Apos este periodo, fez-se a estimativa do peso seco celular em balanca analitica. Os

fatores determinados para as diferentes linhagens resultaram no Fator de Calculo (Fc) médio

de 0,27.

3.5 Ensaio de Fermentacao em Batelada

Foram misturadas quantidades de mesmo volume, da suspensao celular 20 g/L (obtida
como descrito no item 3.3.3) e de meio YPS 4 % em erlenmeyers de 50 mL, de forma a
atingir uma concentragdo final de 10 g/L de células, 10 g/ de Extrato de Leveduras, 20 g/L.
de Peptona e 20 g/L de sacarose. Alternativamente, a suspensao celular foi misturada com
meio YPS 40 % em erlenmeyers de 50 mL, de forma a atingir uma concentrag¢do final de 10
g/L de células, 10 g/L de Extrato de Leveduras, 20 g/L de Peptona e 200 g/L de sacarose. Em
ambas as estratégias os frascos foram incubados a 28 °C e 160 rpm, ¢ amostras removidas e

processadas em tempos pré-estabelecidos como descrito acima.



28

3.6 Determinacio da Atividade de Transporte

A atividade de transporte de a-glicosideos foi determinada utilizando-se o substrato
p-nitrofenil-a-D-glicosideo (PNFaG) como descrito por HOLLATZ ¢ STAMBUK (2001).
Brevemente, um volume de 100 uL de células (20 g/L) foi misturado a 100 pL. de Substrato
de Transporte (100 mM Tris-succinato pH 5,0; contendo 10 mM de pNPaG) e incubados a
temperatura ambiente por 5-10 min. As rea¢des foram interrompidas pela adi¢do de 1 mL de
bicarbonato de s6dio 2 M e as amostras foram centrifugadas a 12.000 g, por 3 min. Retiraram-
se 800 uL do sobrenadante e fez-se a estimativa da absorbancia do p-nitrofenol liberado a 400
nm (Ae = 14,8 mM™. em™”, no pH > 9,0). Todas as determina¢des foram realizadas em
triplicata e utilizando controles negativos com células fervidas em duplicata. As atividades de
transporte foram expressas em nmoles de p-nitrofenol liberado, por mg™, por min™ (4).

Atividade de Transporte = (AbSmestra- AbSmcontrole) - 1000 4)
tiin. - Xmgr . Ae

3.7 Determinacoes Enzimaticas

Para as andlises descritas a seguir, foi utilizada uma suspensdo celular a 20 g/L

preparada conforme descrito no item 3.3.3.

3.7.1 Determinacao da Atividade Invertase Extracelular

A atividade da invertase extracelular foi determinada utilizando-se células integras
(ndo permeabilizadas) como descrito por SILVEIRA et al. (1996). Um volume de 100 puL da
suspensao celular foi misturado a 100 uLL de Tampao NaF (150 mM de Tris-succinato pH 5,0;
150 mM de NaF) e incubado em banho maria por 30 min, a 30 °C. Ap6s o término do tempo,
foi adicionado 100 pL de sacarose 300 mM e novamente incubados em banho maria por 5

min, a 30 °C. Em seguida, as amostras foram colocadas a 100 °C, por 5 min, ¢ a glicose
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formada, presente no sobrenadante, foi determinada como descrito a seguir (item 3.8.1).
Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata e utilizando controles negativos com
células fervidas em duplicata. A atividade da invertase ¢ expressa em nmoles de glicose
produzida, por mg™ de células, por min™ (5).

Atividade da Invertase Extracelular = (AbSamostar AbSmcontrole) - 35.5 . 30 %)
A_bsPadrﬁ()v ) Xmg

3.7.2 Determinacio da Atividade da a-glicosidade

A atividade a-glicosidase foi determinada utilizando-se células permeabilizadas como
descrito por STAMBUK (1999). Um volume de 100 pL de células foi centrifugado por 3 min
a 5.000 g, lavadas com 500 pL do Tampao A (100 mM MOPS-NaOH pH 6,8) e
posteriormente resuspendidas em 200 uL do Tampao B (20% glicerol, ImM EDTA, 1mM
DTT, 100mM MOPS-NaOH pH 6,8). Para permeabilizar as células foram adicionados 12 ul
do Tampao C (1:4:1 tolueno, etanol, Triton X-100 10%, v:v:v) e homogeneizou-se os tubos
vigorosamente por 1 min. As células foram centrifugadas por 3 min, a 5.000 g e lavadas com
1 mL do Tampdo B e em seguida resuspendidas em 1 mL do Tampao A. Um volume de 50
uL dessa suspensao de células permeabilizadas foi adicionado a 950 uL de uma solugao de
PNPaG ou 50 uL de uma solucdo de carboidrato (200mM de carboidrato; 100 mM MOPS-
NaOH pH 6,8).

Nas determinagdes de a-glicosidase utilizando pNPaG as amostras foram incubadas a
30 °C, por 1 min, ¢ 5 min quando utilizado carboidratos. Em seguida, os tubos foram
incubados a 100 °C, por 5 min e utilizou-se o sobrenadante para determinar a atividade
enzimatica, estimando-se a absorbancia do p-nitrofenol liberado a 400 nm (Ae = 7,28 mM".
cm™, no pH 6,8) ou através da determinagdo da glicose formada (como descrito no item

3.8.1), no caso dos carboidratos. As determinagdes foram feitas em triplicata e os controles
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em duplicata com células previamente incubadas a 100 °C, por 5 min. A atividade o-
glicosidase ¢ expressa em nmoles glicose produzida, por mg” de células, por min" (6) e/ou
nmoles de p-nitrofenol liberado, por mg™ de células, por min™ (7).

Atividade da o-glicosidase = (Absmestra- AbSmcontrole) - 35,5 . 10 (6)
A_bSPadréo - tmin - Xmg

Atividade da a-glicosidase = (AbSamesira= AbSmcontrole) - 1000 (7
tiin: - Xmg . Ag

3.7.3 Determinacao da Atividade Invertase Total

A atividade invertase total foi determinada utilizando-se as células permeabilizadas
como descrito acima, porém utilizando tampdes A e B preparados com 100 mM Tris-
succinato pH 5,0. Um volume de 50 pL dessa suspensdo de células permeabilizadas foi
adicionado a 50 pL de uma solu¢do de sacarose (200 mM de sacarose; 100 mM Tris-
succinato pH 5,0). As amostras foram incubadas a 30 °C, por 5 min, e em seguida a 100 °C,
por 5 min. Utilizou-se o sobrenadante para determinar a atividade enzimatica através da
determinagdo da glicose formada. As amostras foram feitas em triplicata e os controles em
duplicata com células previamente incubadas a 100 °C por 5 min. A atividade da invertase €

expressa em nmoles glicose produzida, por mg™ de células, por min™ (6).

3.8 Analises Bioquimicas

Foram realizadas através de métodos colorimétricos (Figura 3.1) utilizando um
espectrofotometro (Beckman DU-7), e um leitor para placas de ELISA (TECAN SUNRISE)

ligado a um computador com interface ao programa Magellan V.3.11.
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A) Reagio de Determinacao da Ghicose
Glicose + Had + O 5 GO0y Acide Glicinico +2 HD
2 Hy(r 3+ Fenol + 4 Aminoantipirina POR _p Quinonimina + 4 H30
4 505 nm

(Cor Vermelho)
B) Reagio de Determinagio da Sacarose

Sacarose Imvertass . Glicose + Frutose + 2 Hy0
Glicose + HyO + 0 53— o 4 cido Glicinico +2 Hylly

2 Hy0 3 + Fenol + 4 Aminoantipiring —F20 . Quinonimina + 4 H30

A 505 nm
(Cor Vermelho)

(C) Reacdo de Determinagio de Acicares Redutores

Frutose _ .
+ Reagente DNS I Composto Corado
Gilicose !

& 540 nm
(Cor Purpura =Carmim)

1) Reagio de Determinacio da Maltose

Maltose + Metilamina NVl 100°C__ Composte Corado

v

A 540 nm
{Cor Violeta -Carmim)

E) Reagio de Determinacio de Etanol

Etanol + 03 —2M o Acetaldeido + Hy0 5

2 Hy(d 3 + Fenol + 4 - Aminoantipirina . POD o Quinonimina +4 H 70
'
Ao415 nm
(Cor Vermelho)

Figura 3.1 — Reacdes utilizadas na quantificacio de agticares e etanol.

3.8.1 Determinacao de Glicose

Foram utilizados kits comerciais (BioTécnica) que utilizam o método enzimatico da
glicose oxidase (GOD)/peroxidase (POD) (Figura 3.1 A). As analises foram realizadas
seguindo as instru¢des do fabricante: 10 uL de amostra incubado com 1 mL de Reagente de
Cor (GOD > 15000 U/L, POD > 1200 U/L, 0,3 mM 4-aminoantipirina, 10 mM Fenol e

182,42 mM Tampao Fosfato pH 7,0), a 37 °C, por 10 min e em seguida fez-se a leitura de
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absorbancia a 505 nm. A concentracdo de glicose foi determinada, correlacionando a
absorbancia apresentada pela amostra, com a absorbancia apresentada por uma solucao
padrao de glicose 0,1 % (1 g/L) (8).

[glicose] = AbSamstra- L - dilui¢do da amostra (8)
AbSPadréo

3.8.2 Determinacio de Sacarose

A sacarose foi quantificada enzimaticamente utilizando protocolo adaptado de
HOLMES (1996). Um volume de 20 puL das amostras foram incubados com 80 puL de uma
solugdo de invertase (1 mg/mL de invertase em tampdo CPB (0,05 M Acido Citrico; 0,09 M
Fosfato Dibasico de Sodio pH 4,5)) a 37 °C, por 30 min e em seguida a 100 °C, por 5 min.
Desta forma, a sacarose presente nas amostras, hidrolisada pela invertase (Figura 3.1 B), foi

determinada quantificando-se a glicose antes e depois da adi¢ao da solucdo de invertase (9).

[sacarose] = {[AbSamosta.- S - diluicdo da amostra] — [glicose da amostra]} x 2 9)
AbSPadréo

3.8.3 Determinacio de Frutose

A frutose foi calculada pela diferenca da concentragdo de glicose e de agucares
redutores. Os agucares redutores foram determinados por método quimico adaptado de
MILLER (1959), utilizando 50 uL de amostra e incubada com 150 puL. de Reagente DNS (1 %
de Acido Dinitrosalicilico, 2 % de NaOH; 20 % de Tartarato de Sodio e Potassio e 0,2 % de
Fenol) a 100 °C, por 10 min (Figura 3.1 C), sendo em seguida adicionados 800 puL de agua
destilada. Através de espectrofotometria a 540 nm, fez-se as determinacdes de absorbancia,
correlacionando as absorbancias apresentadas pelas amostras, com a equagdo de reta (10)
extraida de uma Curva Padrao, construida a partir de uma solugado de glicose 0,2 % (2 g/L).

y = (ax +b) . dilui¢do da amostra — [glicose da amostra] (10)
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3.8.4 Determinaciao de Maltose

A maltose foi determinada por método quimico que utiliza Metilamina em meio
alcalino, adaptado de CACERES et al. (2000). Um volume de 600 pL (amostra + agua
destilada) foram incubados com 300 uL de NaOH 1 M e 300 uL de Metilamina 1 %, a 100
°C, por 5 min (Figura 3.1 D). Através de espectrofotometria a 540 nm, a concentracdo de
maltose foi determinada, correlacionando a absorbancia apresentada pela amostra, com a
equacdo de reta (11) extraida de uma Curva Padrdo, construida a partir de uma solucao de
maltose 2%.

y = (ax +b) . diluigdo da amostra (11)

3.8.5 Determinacio de Etanol

O etanol foi quantificado enzimaticamente através da reagdo com a alcool
oxidase(AOD)/peroxidase(POD) (Figura 3.1 E) descrito por HERBERTS (2006), adaptado
dos protocolos descrito por SALGADO et al. (2000) ¢ RODIONOV et al. (2002). Uma
aliquota das amostras (10 pL) foi incubada em placas de ELISA (96 orificios de fundo plano)
mantidas sobre o gelo, com 200 uL de Reagente Enzimatico (0,5 U/mL de Alcool Oxidase
(AOD, de P. pastoris, Sigma), 4,0 U/mL de Peroxidase (POD, de raiz-forte, Toyobo, Brasil),
14 mM de 4-Aminoantipirina € 60 mM de Fenol em Tampao Fosfato de Sodio 0,1 M pH 7,5).
Apos incubagio de 1 h, a 37 °C, determinou-se a absorbancia em 415 nm utilizando um leitor
para placas de ELISA. A concentracdo de etanol foi determinada pela correlagdo de
absorbancia apresentada pelas amostras, com a equagdo de reta (12) extraida de uma Curva
Padrao, construida com solugdes padrao de etanol 1-10 g/L.

y = (ax +b) . diluigdo da amostra (12)
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3.9 Técnicas Gerais de Manipulacio de Acidos Nucléicos

3.9.1 Extracao e Purificacao de Plasmideos em Bactérias (Miniprep)

Foi utilizado o método descrito por MANIATIS et al. (1982). A bactéria DH5a
contendo o plasmideo de interesse, foi semeada em placas contendo meio LB sélido com
Ampicilina 100 pg/mL e incubadas overnight, a 37 °C, em estufa bacteriologica. No dia
seguinte, uma unica coldnia foi inoculada em 5 mL de meio LB liquido com Ampicilina 100
ug/mL ¢ incubada overnight, a 37 °C, e 145 rpm. A cultura foi centrifugada por 3 min, a
6.000 g, e as células separadas do meio de cultivo, resuspendidas em 100 uL de GTE (50mM
Glicose, 25mM Tris-HCI pH 8,0 e 10mM EDTA). Apds incubagdo de 5 minutos em
temperatura ambiente, foram adicionados 200 pL. de NaOH/SDS (0,2 M NaOH e 1 % SDS)
sob agitagdo vigorosa e incubada no gelo por 5 min. Em seguida, foram adicionados 150 pL
de Acetato de Potassio 5 M sob agitagdo e incubou-se novamente no gelo por 5 min. Apos
centrifugar por 5 min, a 5.000 g, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo, no qual
foram adicionados 800 pL de etanol 95 %, com posterior incubagdo a temperatura ambiente
de 2 min. O sobrenadante foi removido por centrifugagdo de 15 min, a 12.000 g, ¢ o
precipitado lavado com 1 mL de etanol 70 %. Apds centrifugar novamente por 15 min, a
12.000 g, retirou-se totalmente o sobrenadante e os tubos contendo o DNA precipitado foram
secos por 1 h, em capela de fluxo laminar sobre uma toalha de papel absorvente. Em seguida,
o precipitado foi resuspenso em 30 uL de tampao TE (10 mM Tris-HCI e 1| mM EDTA pH
8,0) estéril, adicionou-se 1 uL de RNAse (1 mg/mL) e incubou-se em estufa a 37 °C, por 1 h.
Os tubos contendo os plasmideos foram armazenados sob refrigeracdo a —20 °C. Para
confirmar a estrutura dos plasmideos, fez-se a analise do perfil de hidrolise com enzimas de

restricdo e eletroforese em gel de agarose.
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3.9.2 Hidrolise de Plasmideos

Os plasmideos purificados foram hidrolisados com as enzimas de restricdo
apresentadas na tabela 3.4. A mistura reacional (5 pL de plasmideo, 1 pL de Tampao de
enzima 10x concentrado [especifica para cada enzima], 1 uL de enzima de restri¢ao e 2 uL de
agua MiliQ) foi incubada por 1 h, a 37 °C, e em seguida fez-se a andlise do perfil de restri¢ao

através de eletroforese em gel de agarose, como a seguir (MANIATIS et al.,1982).

Tabela 3.4 — Tamanho dos fragmentos de DNA gerados, apds hidrdélise dos plasmideos utilizados neste
estudo, conforme enzimas de restri¢cio indicadas.

Plasmideo Enzimas de Restricdo Fragmento (pb)
pFA6a-kanMX6 BamHI/EcoRI ~1480
pAG60 HindIII/Hpal ~1600
pFA6a-TRP1-PADHI1 BamHI/EcoRI ~1660

3.9.3 Eletroforese e Purificacao de DNA

As amostras de DNA (10 uL) foram adicionados 2 pL de Tampao de Corrida 10 vezes
concentrado (20 % Ficoll 400, 0,1 M EDTA, 1,6 % SDS ¢ 0,05 % de Azul de Bromofenol).
Foi utilizado gel de agarose 0,7 % em Tampao TBE 0,5 vezes (45 mM Tris-borato, 1 mM
EDTA pH 8,0) contendo Brometo de Etidio 2,5 pg/mL. Depois de solidificado o gel,
aplicaram-se as amostras, 5 uL de padrdo e fez-se a corrida eletroforética a 100 V, em

Tampao TBE 0,5 vezes até a migracao total do Azul de Bromofenol. Apds a corrida, sob luz

ultravioleta o gel foi fotografado e analisado (MANIATIS et al., 1982).

3.10 Engenharia Genémica em S. cerevisiae

Os genes AGT1 e SUC2 foram deletados do genoma das cepas de levedura pelo
processo de recombinacdo homologa, através de metodologias baseadas em PCR como
descrito por BATISTA et al. (2004), PETRACEK e LONGTINE (2002) e PUIG et al. (1998).

Para isto, conforme demonstra a Figura 3.2, inicialmente foi produzido um fragmento linear
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de DNA que apresenta homologia ao alvo de interesse no genoma da levedura, fragmento este
chamado “moédulo de mutacdo”. Para isto, plasmideos contendo genes que sdo utilizados
como marcadores de selegio de interesse (por ex.: Kan', TRP1 ou URA3), foram utilizados em
uma reagdo de PCR, juntamente com oligonucleotideos iniciadores de transcrigdo (primers)
construidos de forma a conter regides de homologia ao plasmideo e as regides alvo no DNA
da levedura. Quando as células sdo transformadas com o modulo, ele tende a integrar-se por
homologia ao DNA da levedura, resultando em uma linhagem que expressa o marcador de
selecdo no lugar do gene (ou regido gendmica) de interesse (Fig. 3.2). Apos a transformagao,
os mutantes sdo entdo selecionados em placas de Petri contendo meio de cultivo
confeccionado com a suplementagdo requerida, sendo posteriormente realizada a confirmagao
por PCR utilizando primers que permitem verificar se houve ou nio a insergdo correta do

moddulo no genoma da levedura.

3.10.1 Plasmideos e Primers

Como DNA molde na produgdo dos modulos de mutagao foram utilizados 3 (trés)
plasmideos: pFA6a-kanMX6 (amp' ori Preg-kan'-Trer) possui o gene kan' de Escherichia coli
(confere resisténcia a G418/Geneticina em leveduras), pAG60 (amp' ori Prer-CAURA3-T1gF)
possui o gene URA3 de Candida albicans (envolvido na sintese de uracila) ¢ pFA6a-TRP1-
PADHI1 (amp" ori TRP1 Papn1) possui o gene TRP1 de S. cerevisiae (envolvido na sintese de
triptofano), além de uma versdo truncada do promotor forte ADH1 (4lcool desidrogenase) de
S. cerevisiae (DEMARINI et al., 2001; GOLDSTEIN et al., 1999; LONGTINE et al., 1998).

O plasmideo pJW5 (CEN URA3 MALG63%) foi utilizado como controle positivo no

processo de transformagao das leveduras (WANG e NEEDLEMAN, 1995).
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Figura 3.2 — Engenharia gendmica em S. cerevisiae (modifica¢io genética por recombinagio homologa).
Vide o texto para detalhes sobre o fundamento da técnica.

Os primers utilizados para a obtengdo dos moédulos de mutagdo possuem ~20
nucleotideos com homologia aos plasmideos e ~40 nucleotideos homologos as regides alvo
no genoma da levedura, sendo que os primers F (forward) sao complementares a fita 3°— 5’
e os primers R (reverse) sdo complementares a fita 5’— 3’ (Tabela 3.5). Seqiiéncias de ~20
nucleotideos foram utilizadas para verificar a inser¢do dos modulos nos locais corretos dentro
do genoma da levedura (Tabela 3.5). As seqiiéncias de bases que constituem o genoma de S.
cerevisiae foram obtidas a partir do Saccharomyces Genome Database (vide

http://www.yeastgenome.org).
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Tabela 3.5 — Seqiiéncia de bases nitrogenadas dos primers para a constru¢io dos médulos de modificacio,
e para verificacio.

Primer ! Seqiiéncia 5° —» 3’ Proposta

AGTI1 -Fl1 TACATAGAAGAACATCAAACAACTAAAAAAATAGTATAATCCA Delegdo do gene

GCTGAAGCTTCGTACGC (-40a-1) AGT1

AGT1-R1 TTCCTTATTTCTTCCAAAAAAAAAAAAACAACCCTTTTACGCAT Delegdo do gene
AGGCCACTAGTGGATC (1888 a 1848) AGT1

SUC2 - F1 CAAGCAAAACAAAAAGCTTTTCTTTTCACTAACGTATATGCCA Delegio do gene
GCTGAAGCTTCGTACGC (-40a-1)? SUC2

SUC2 —R1 CTTTTGAAAAAAATAAAAAAGACAATAAGTTTTATAACCTGCA Delecdo do gene
TAGGCCACTAGTGGATC (1636 a 1597) SUC2

SUC2 - F5 TTTCCTTTTGGCTGGTTTTGCAGCCAAAATATCTGCATCAGAATT Troca de Promotor
CGAGCTCGTTTAAAC (18 a57) do gene SUC2

SUC2 - R4 GTGTGAAGTGGACCAAAGGTCTATCGCTAGTTTCGTTTGTCATT Troca de Promotor
GTATATGAGATAGTTG (100 a 61) do gene SUC2

V-ADHI1-F CTCCCCCGTTGTTGTCTCAC (1266 a 1285) Verificagio

V-AGTI1-F GAATTTTCGGGTTGGTG (-71 a-54) Verificagdo

V-AGT1-R ACATTTATCAGCTGC (1845 a 1830) Verificagao

V-Kan'-R GGAATCGAATGCAACCGG (845 a 828) Verificagao

V-SUC2-F GAAATTATCCGGGGGCGAAG (-447 a -428) Verificaggo

V-SUC950-R  GGCACTGTACTCCCAGTT (942 a 925) Verificagdo

V-URA3-R CGCTGTGCTACTGGTGAGGC (512 a 493) Verificagao

" As seqiiéncias em italico e sublinhadas sdo homologas os plasmideos utilizados no estudo (PETRACEK e
LONGTINE, 2002); as seqliéncias em letra normal nos primers para a delecdo e troca de promotor foram
obtidas a partir do Saccharomyces Genome Database. * Correspondente a posigdo dos nucleotideos no genoma
da levedura, a partir do codon de inicio da traduc@o do gene.

3.10.2 Construcio dos Modulos de Mutaciao por PCR
Foram realizadas 05 (cinco) reacdes de PCR com volume final de 100 pL, contendo:
2,0 uL de ANTP 10mM, 3 pL de MgCl, 50 mM, 1 pL de cada primer 20 pmol/uL (primer F e
primer R), 10 uL de tampao 10x concentrado da Taq DNA polimerase, 2 U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen), 4 uL de Plasmideo (obtido como descrito no item 3.7.1) e agua

MiliQ até completar o volume de 100 pL. Foi utilizado um Mastercycler Gradient®
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(Eppendorf), com um passo inicial de 2 min a 94°C, seguidos por 30 ciclos de 30 s a 94°C, 15
s a 55°C e 3 min a 72°C. No final foi realizada uma extensdo de 10 min, a 72°C.

Os produtos das reacdes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(item 3.7.3), sendo as bandas de interesse recortadas do gel e purificadas utilizando o Kit
Concert DNA Purification System (Gibco BRL), seguindo as instrugdes do fabricante. Estes
fragmentos de DNA linear purificado foram utilizados para transformar as linhagens de S.

cerevisiae (Figura 3.3).

Moédulo de Mutacio Plasmideo Primers'  Produto de PCR (pb)
5" 3
& B« — I .. DFAGakanMX6  FleRI ~1623

ce

: 3"
3,- —wri3—IR 5 PAG60 FleRl ~1629

5

3

B ——=e1 P — R \ pFAGa-TRPI-PADHI  F5 ¢ R4 ~ 1725

Figura 3.3 — Representacio esquematica dos mdédulos de modificacdo utilizados na transformacio das
linhagens de levedura. Setas em preto indicam o sentido de transcri¢do dos genes. Terminador TEF de A.
gossypii, retangulos cinza escuros; Promotor TEF de A. gossypii, retdngulos brancos; Homologia com o genoma
da levedura, retangulo preto. ! Primers utilizados para a construgdo do médulo.

3.10.3 Transformacao das linhagens de S. cerevisiae

As linhagens de levedura foram transformadas conforme descrito por KNOP et al.
(1999). As células foram pré-crescidas em 3 mL de YPD 2%, overnight, a 28°C ¢ 160 rpm.
Um volume do pré-cultivo contendo 5x10° células/mL foi transferido para 50 mL de YPD 2%
e crescidas por 6-8 h, a 28 °C e 160 rpm até uma concentragdo de 2x10” cel/mL. As células
foram coletadas por centrifugacdo, lavadas uma vez com agua destilada estéril a 4 °C ¢ uma
vez com solugdo SORB (100 mM Acetato de Litio; 10 mM de Tris-HCl pH 8; 1 mM de
EDTA-NaOH pH 8; 1 M de Sorbitol — esterilizada por filtragdo) e centrifugadas por 5 min a
3.000 g, sendo o sobrenadante descartado. Uma suspensdo celular foi preparada adicionando-

se 360 uL. de SORB ¢ 40 uL de SS DNA carreador 10 mg/mL (previamente desnaturado a
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100 °C, por 10 min e resfriado em banho de gelo), sendo aliquotada em fragdes de 50 pL para
tubos estéreis e armazenados a -80 °C. No momento da transformacdo em 3 (trés) tubos foram
adicionados 10 pL de: médulo de mutagdo (Transformagdo), dgua MilliQ (Controle negativo)
ou plasmideo pJWS5 (Controle Positivo). Em seguida, a cada tubo foram adicionados 360 pL
de solucdo PEG (100 mM Acetato de Litio; 10 mM de Tris-HCI pH 8; 1 mM de EDTA-
NaOH pH 8; 40 % de PEG 3350) e incubou-se em temperatura ambiente por 30 min. Ap0s,
foram adicionados 47 ul. de DMSO puro e incubou-se a 42 °C, por 20 min, e a seguir
centrifugou-se por 3 min, a 3.000 g, e as células tratadas conforme descrito em A) ou B);

A) Transformaciao com gene envolvido em auxotrofias: foram adicionados 100-
200 pL de agua destilada estéril e inoculado 100 pL por placa contendo meio sélido SC
suplementado com aminodcidos, exceto o que estd envolvido na transformacdo das células

(ex.: transformagdo com gene URA3, usar meio SC ~**

ou transformac¢do com gene TRP1,
usar meio SC %),

B) Resisténcia a Geneticina (G418): foram adicionados 3 mL de YPD 2% e
incubado por 3 h a temperatura ambiente e 40 rpm, em uma incubadora de tubos. As células
foram separadas do meio de cultivo por centrifugacdo de 3 min, a 3.000 g, resuspendidas em
100-200 pL de agua destilada estéril e inoculadas 100 pL por placa contendo meio s6lido
YPD 2% acrescido de Geneticina 100 pg/mL.

As placas de cultura foram incubadas a 28 °C, em estufa bacteriologica, por 3 a 5 dias
e ap0ds esse tempo, as colonias crescidas foram inoculadas em meio de cultivo YPD 2% para
realizar a extracdo de DNA e, posteriormente, utilizou-se 0 DNA extraido para verificar por

PCR a insercao do modulo de mutag@o no local correto, dentro do genoma da levedura, como

descrito a seguir.
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3.10.4 Extracio e Purificacio de DNA de S. cerevisiae

Conforme descrito por BURKE et al. (2000), as células foram pré-crescidas overnight,
a 28 °C, em 5 mL de meio de cultura YPD 2%. No dia seguinte, a cultura foi centrifugada a
6.000 g, por 3 min, e descartou-se o sobrenadante. As células foram resuspendidas com 500
uL de Solugdo I (Sorbitol 1 M e EDTA/NaOH 100 mM pH 7,5), foram adicionados 20 pL de
Zimoliase 100T 2,5 mg/mL e incubou-se por 1 h, a 37 °C. Em seguida, centrifugou-se a 6.000
g, por 3 min, descartou-se o sobrenadante e as células foram resuspendidas com 500 pL de
Solugdo II (Tris/HCI 50 mM pH 7,4 e EDTA/NaOH 20 mM pH 7,5). Adicionaram-se 50 uL
de SDS 10 % e ap6s homogeneizagao incubou-se a 65 °C, por 30 min. Em seguida foram
adicionados 200 uL de Acetato de Potdssio 5 M e incubou-se em banho de gelo, por 1 h.
ApoOs o término do periodo, as células foram centrifugadas por 5 min a 6.000 g ¢ o
sobrenadante foi transferido para outro tubo estéril. Ao sobrenadante, foram adicionados 800
uL de isopropanol 100 % e deixaram-se as amostras 5 min, a temperatura ambiente. Em
seguida, o sobrenadante foi removido por centrifugagcdo de 5 min, a 12.000 g, e o precipitado
resuspenso com 300 pL de tampao TE (10 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA pH 8,0) estéril e 15
uL de RNAse (1 mg/mL), sendo os tubos colocados em estufa a 37 °C, por 1 h. A seguir, o
DNA foi precipitado com 30 puL de Acetato de So6dio 3 M e 200 pL de isopropanol 100 %.
Ap6s centrifugar novamente por 5 min, a 12.000 g, retirou-se totalmente o sobrenadante e os
tubos contendo o DNA precipitado foram secos por 1 h, em capela de fluxo laminar sobre
uma toalha de papel absorvente. Em seguida, o precipitado foi resuspenso em 100 — 300 uL

de tampao TE estéril e os tubos contendo DNA foram armazenados sob refrigeracdo a —20 °C.
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3.10.5 Confirmacao das Mutacdes nas Linhagens de S. cerevisiae por PCR

Foram realizadas reacdes de PCR com volume final de 25 pL contendo: 0,5 pL de
dNTP 10mM, 0,75 uL de MgCl, 50 mM, 1 uL de cada primer verificador 20 pmol/uL
(primer V-F e primer V-R, vide Tabela 3.4 ¢ 3.5), 2,5 uL de tampao 10x concentrado da Taq
DNA polimerase, 0,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1 uL. de DNA (obtido como
descrito no item 3.10.4) e 4gua MiliQ até o volume de 25 pL. Foi utilizado um Mastercycler
Gradient® (Eppendorf), com um passo inicial de 2 min a 94°C, seguido por 30 ciclos de 30 s a
94°C; 15 s a 55°C e 3 min a 72°C. Ao final dos ciclos foi realizada uma extensao de 10 min, a
72°C. Em seguida, a reagdo de PCR foi analisada através de eletroforese em gel de agarose
(item 3.9.3), sendo observada a presenca dos produtos de PCR esperados para cada

transformagdo, conforme apresenta a Tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Produtos de PCR esperados, apos eletroforese em gel de agarose, para confirmar a correta
inserciio dos médulos de modificagio no DNA das linhagens de S. cerevisiae de laboratorio.

Fenotipo Primer Forward Primer Reverse Produto de PCR (pb)

Selvagem

SUC2 V-SUC2-F V-SUC950-R 1392

AGT1 V-AGTI-F V-AGTI1-R 1919
Sem Invertase

(G418+) = suc24::Kan" V-SUC2-F V-Kan'-R 1292

(URA+) =suc24::URA3 V-SUC2-F V-URA3-R 959
Invertase intracelular sobre-expressa

(TRP+) = TRP1-pADH1::iSUC2 V-ADHI1-F V-SUC950-R 1264

3.11 Determinacio dos Parametros Cinéticos

3.11.1 Velocidade Especifica de Crescimento

A velocidade especifica de crescimento celular (u) expressa em h™ foi determinada
através da regressao linear da reta obtida plotando-se a concentracdo celular (X) em escala
logaritmica natural, em fun¢ao do tempo em horas, durante a fase exponencial de crescimento

do microrganismo, utilizando o programa de computador SigmaPlot 9.0.
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3.11.2 Velocidade de Consumo de Ac¢tcares

A velocidade de consumo dos agucares, expressa em g L' h™', foi determinada
estimando-se a concentragao de agucar (glicose, maltose e sacarose) em um espago de tempo,
através da regressao linear da reta obtida na fase de consumo dos carboidratos durante a fase
exponencial de crescimento do microrganismo. Nos ensaios de fermentacdo, além da
velocidade de consumo da sacarose (na forma de dissacarideo), foi determinada a velocidade
de consumo dos agucares totais presentes no meio (sacarose € seus produtos de hidrélise),

conforme descrito anteriormente.

3.11.3 Producao Maxima de Etanol e Rendimento do Processo

Fermentativo

A produ¢do maxima de etanol (P. max) €xpressa em g/L, foi obtida no tempo em que o
agucar presente no meio foi totalmente consumido.

O rendimento do processo fermentativo (Y¢s) € a razdo entre a concentragdo maxima
de etanol produzido e a quantidade de agucar consumido pelas células, conforme apresenta a
equagdo 13.

Ye/s = Pm (13)
[sacarose consumida pelas células]

3.12 Reprodutibilidade dos Resultados

Os experimentos foram repetidos ao menos duas vezes, sendo que os resultados
obtidos entre as diferentes cepas e/ou condigdes foram sempre semelhantes. Resultados
representativos foram apresentados. Nas determinagdes das atividades realizadas em

triplicata, sdo apresentados os valores médios, com os respectivos desvio padrao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Utilizacao de acucares por leveduras Industriais

Inicialmente foi realizada a andlise do padrao de utilizagdo de agucares por linhagens
industriais de S. cerevisiae, selecionadas pela sua significativa performance nas usinas de
producdo de alcool combustivel. Além da glicose e sacarose (substratos normalmente
encontrados nesse processo industrial), foi verificada a utilizagdo de maltose e maltotriose
pelas leveduras. A Figura 4.1 demonstra o crescimento fermentativo da cepa CAT-1 em
meios contendo glicose, maltose e sacarose, enquanto que na Figura 4.2 encontram-se o0s
mesmos resultados obtidos para a linhagem PE-2. As cepas apresentaram um crescimento
exponencial nas primeiras 20-30 horas, onde consumiram o aglcar presente no meio e
produziram etanol (Fig. 4.1 e 4.2). Com o término do agucar, houve a chamada “parada
diauxica”, onde o crescimento celular cessou e as células passam a sintetizar a maquinaria
enzimatica que permite respirar o etanol produzido durante a primeira fase de crescimento
exponencial, uma vez que ndo estdo mais reprimidas pela fonte de carbono (agucar) (LEWIS
et al., 1993). O etanol produzido e acumulado no meio foi utilizado como fonte de carbono
para o crescimento aerdbico por todas as linhagens, que geralmente se estendia até umas 100
horas de cultivo (dados nao mostrados).

O padrao de utilizagdo da sacarose mostra que as células dessas linhagens promovem a
hidroélise extracelular do actcar, pois significativas quantidades de glicose e frutose passam a
ser detectadas no meio durante o consumo da sacarose, indicando que estas leveduras
possuem genes SUC funcionais no seu genoma (Fig. 4.1 e 4.2). Foram analisadas também a
utilizagdo dos a-glicosideos maltose ¢ maltotriose para verificar a funcionalidade dos genes
MAL (incluindo o gene AGT1) nestas leveduras. Todas as linhagens isoladas pela Fermentec

(CAT-1, PE-2, VR-1) foram capazes de fermentar e crescer em maltose (Figuras 4.1, 4.2 ¢
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4.3), indicando que nessas linhagens ao menos um locus MAL ¢ funcional, contendo portanto,
os 3 genes necessarios a metabolizagdo desse agucar, MALXx1, MALx2, MALX3.

No caso da maltotriose (Figura 4.3), embora as trés linhagens fossem capazes de
crescer nesta fonte de carbono (com cinéticas diferentes), apenas a linhagem CAT-1 foi capaz
de fermentar a maltotriose. De acordo com ALVES-JR (2005) a presenca do transportador
codificado pelo gene AGT1, é necessario para que as células de S. cerevisiae sejam capazes de
fermentar a maltotriose, indicando que apenas a cepa CAT-1 possui este gene funcional. A
analise dos transportadores MAL nestas linhagens, através de eletroforese de cromossomos e
hibridizacdo com sondas especificas, confirmou que estas linhagens possuem o0s
transportadores MAL11 e MAL31, e embora as linhagens CAT-1 e PE-2 possuam o gene
AGT1, a cepa VR-1 ndo possui nenhuma seqiiéncia deste gene no seu genoma (DARIO et al.,
2006) (dados ndo mostrados). Estes resultados sugerem que a linhagem PE-2 possui um gene
AGT1 nao funcional no seu genoma (como ja descrito para algumas linhagens industriais),
como também confirma que o crescimento aerdbico em maltotriose ¢ provavelmente mediado
pelos transportadores MALX1, que possuem baixissima afinidade por este a—glicosideo
(STAMBUK et al., 2006; VIDGREN et al., 2005; ZASTROW et al., 2000, 2001).

Na Figura 4.4 ¢ mostrado o perfil de crescimento da linhagem UFPE-135, que mostrou
algumas diferencas em relagdo as linhagens até agora apresentadas (Figs. 4.1-4.3). Esta cepa
consumiu rapidamente a sacarose, produzindo até¢ o dobro de glicose e frutose no meio de
cultivo (quando comparada com as outras linhagens), e foi incapaz de utilizar a maltose,
indicando que ndo possui um locus MAL funcional (embora possua os genes MAL11 e AGT1

no seu genoma) (dados ndo mostrados).
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Figura 4.1 - Metabolizagdo de glicose, maltose e sacarose pela linhagem CAT-1. Durante o crescimento em
meio YP contendo 2 % de glicose (0), maltose (A) ou sacarose (/) como fonte de carbono, foi determinada a
densidade otica (e) da cultura, formagdo de frutose (#), glicose (0), e etanol (V), e apresentadas conforme

descrito em Métodos e Procedimentos.
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Figura 4.2 - Metabolizacido de glicose, maltose e sacarose pela linhagem PE-2. Durante o crescimento em
meio YP contendo 2 % de glicose (0), maltose (A) ou sacarose (/) como fonte de carbono, foi determinada a
densidade otica (e) da cultura, formagdo de frutose (#), glicose (0), e etanol (V), e apresentadas conforme

descrito em Métodos e Procedimentos.
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Figura 4.4 - Metabolizacio de glicose, maltose e sacarose pela linhagem UFPE-135. Durante o crescimento
em meio YP contendo 2 % de glicose (0), maltose (A) ou sacarose ([J) como fonte de carbono, foi determinada a
densidade o6tica (o) da cultura, formacdo de frutose (¢ ), glicose (0), e etanol (V),conforme descrito em Métodos
e Procedimentos.
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Enquanto que as linhagens SA e UFPE-379 sdo capazes de fermentar a maltose (como
descrito acima para as linhagens CAT-1, PE-2 e VR-1), a cepa BG foi incapaz de utilizar este
acucar (Figura 4.5). Para as linhagens SA e UFPE-379 nao foi avaliada, ainda, a capacidade
de fermentar a maltotriose.

Nos crescimentos realizados com sacarose, foram detectadas no sobrenadante do meio
de cultura significativas concentragdes de glicose e frutose, fato devido a hidrélise do
dissacarideo pela acdo da invertase periplasmatica. A determinagdo dessa atividade
enzimadtica, nas células crescidas em meio rico YP contendo 2 % sacarose, revelou que todas
as linhagens industriais apresentaram atividade na ordem de 150 a 450 nmoles mg" min™
(Figura 4.6 A), com excecdo a cepa UFPE-135 que apresentou atividade aproximadamente 3
vezes maior (1.500 nmoles mg"' min™). Esses dados sdo condizentes com a analise da
presenca dos genes SUC nessas leveduras, pois todas as linhagens apresentaram apenas o
locus SUC2, exceto a cepa UFPE-135 que apresentou também o locus SUC4 (DARIO et al.,
2006) (dados nao mostrados).

Na Figura 4.6 A, sdo mostrados também os valores de atividade de invertase total
(intra e extracelular), onde pela comparacdo com os valores obtidos para a invertase
periplasmatica, verifica-se que aproximadamente 90% da invertase sintetizada pelas células
sdo secretados para o espago periplasmatico (forma extracelular), e apenas 10%
correspondem a invertase intracelular. Os dados (Figura 4.6 B) mostram ainda que estas
células crescidas em sacarose, nao apresentam atividade maltase ou a-glicosidase
(determinado tanto com pNPaG como com maltose), como também foram incapazes de
transportar o pPNPaG (dados ndo mostrados). Esse resultado indica que durante o crescimento
em sacarose estas leveduras ndo expressam os genes MAL, podendo inclusive a sacarose estar
atuando como repressora desses genes (HORAK, 1997; NEEDLEMAN, 1991; NOVAK et

al., 2004; STAMBUK, 1999). De fato, ap6és o crescimento em maltose as leveduras
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apresentaram significativa atividade maltase (1000-2000 nmoles mg"' min™) (dados ndo
mostrados). Finalmente, a Figura 4.6 B mostra também os valores de hidrolise da sacarose,
determinados no pH oOtimo da maltase (ausente nestas células, vide a Fig. 4.6). Esses
resultados indicam que mesmo no pH encontrado no citoplasma das células (pH ~7), a
invertase apresenta atividade enzimatica, pois se observa um perfil de atividade idéntico ao da

atividade invertase nas respectivas linhagens.
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Procedimentos.
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4.2 Modifica¢ao genética em S. cerevisiae

Conforme descrito anteriormente, S. cerevisiae possui duas diferentes vias de
metabolizacdo para a sacarose. Uma depende dos genes SUC, que permite a sintese da
invertase, enquanto que a outra via (transporte ativo e hidrdlise intracelular) depende dos
genes MAL (p.ex. transportador MALX1 e ou AGT1) para ser funcional. De fato, para que as
células de levedura sejam capazes de transportar ativamente a sacarose (vide BADOTTI et al,
2006 e BATISTA et al., 2004) elas precisam ser previamente crescidas em maltose (indutor
dos genes MAL), ou entdo a linhagem de levedura ter um genotipo MAL® (constitutivo), isto &,
a expressao dos genes MAL ocorre independentemente da presenca de maltose no meio
(NEEDLEMAN, 1991; NOVAK et al., 2004).

Com o intuito de analisar o metabolismo de sacarose em maiores detalhes e
desenvolver ferramentas que permitam otimizar a utilizagdo desse agucar pelas leveduras, foi
analisado o perfil de utilizagdo de sacarose por uma linhagem de S. cerevisiae (CEN.PK2-1C,
vide Tabela 2.1) cujo gendtipo ¢ conhecido. Essa linhagem foi escolhida por estar sendo
ultimamente sugerida como modelo para estudos fisiologicos de S. cerevisiae, pois apresenta
a capacidade de utilizar eficientemente varios agucares, enquanto que a maioria das linhagens
de laboratério com gendtipo conhecido sdo incapazes de utilizar, por exemplo, a maltose. Na
verdade a linhagem CEN.PK2-1C é MAL constitutiva por possuir o alelo MAL2-8° (DARAN-
LAPUJADE et al., 2003, 2004; HOLLATZ e STAMBUK, 2003; VAN DIJKEN et al., 2000).

A Figura 4.7 mostra que durante crescimento em sacarose a linhagem CEN.PK2-1C
(selvagem ou “WT”) ndo ocorre acimulo de glicose e frutose no meio de cultura ao consumir
a sacarose, ao contrario do que foi observado para as leveduras industriais. Esse resultado
pode ser conseqiiéncia de uma alta capacidade de captacao dos monossacarideos, ou entao ser
conseqiiéncia da lenta hidrolise de sacarose, uma vez que a cepa WT apresenta menor

atividade invertase (aproximadamente 140 nmoles mg” min™, Figura 4.8), quando comparada
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com as atividades determinadas nas linhagens industriais contendo o gene SUC2 (CAT-1, SA,
PE-2, etc., vide Fig. 4.6). Aparentemente, na levedura de laboratorio WT os produtos de
hidrélise da sacarose sdo captados na medida em que sdo formados, enquanto que nas
leveduras industriais a répida hidrdlise ocasiona saturacdo do sistema de transporte de
monossacarideos, fazendo com que os mesmos se acumulem no meio de cultura. A menor
atividade invertase na cepa WT (~50%) pode ser reflexo da diferenga genética entre as
linhagens industriais (diploides) e as cepas de laboratorio (haploides), ja4 que em ambos os
casos o alelo SUC2 ¢ o unico presente nestas linhagens (com excec¢do da cepa UFPE-135,
vide Fig. 4.6).

Como ¢ sabido que a levedura WT possui os genes SUC2 e AGT1 (possui também os
genes MAL21, MAL31 e MAL41, dados nao mostrados), a seguir estes dois genes foram
deletados do genoma da linhagem CEN.PK2-1C, isoladamente ou em combinagao, através da
tecnologia denominada “engenharia genomica” (PETRACEK e LONGTINE, 2002). Nessa
metodologia, os genes e/ou seqliéncias de DNA s3o modificadas diretamente nos
cromossomos da levedura através de recombinacao homologa (vide Figura 2.2, e item 3.10).
A Figura 4.9 mostra a confirmacdo via PCR, da constru¢do da cepa MGD-01 que ¢ deletada
no gene SUC2 (linhagem CEN.PK2-1C, mas suc2A::Kan"). Neste caso, para que a delegdo
acontecesse, um fragmento de DNA linear foi confeccionado de modo a possuir em suas
extremidades regides de homologia ao genoma da levedura na regido de interesse (p.ex. a
regiio cromossomica acima e apds o gene SUC2), e tendo o gene kan' entre essas
extremidades. A cepa CEN.PK2-1C foi entdo transformada com esse fragmento linear de
DNA, e em algumas células houve a integracdo do modulo de dele¢do por recombinacao
homéloga, substituindo o gene SUC2 pelo gene kan' (suc2A::Kan"). Em seguida, as células
transformadas foram selecionadas em meios contendo Geneticina, e analisadas por PCR

utilizando-se primers de verificagcdo (Figura 4.9 A). Na Figura 4.9 B ¢é possivel verificar a
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presenca do gene SUC2 na cepa CEN.PK2-1C, enquanto que na cepa MGD-01 este gene esta
ausente, e no seu lugar gendmico se tem a presenca do gene Kan'. Tecnologia semelhante foi
utilizada para deletar o gene AGT1 tanto na linhagem WT (originando a cepa LCM003, WT
mas agtlA::Kan')), como também permitiu a criagdo da linhagem PSY006 (CEN.PK2-1C,
mas agtlA::Kan' e suc2A::URA3). Como pode se observar na Figura 4.8 A, a linhagem
deletada no gene AGT1 (LCMO003) continuou apresentando a mesma atividade invertase que a
cepa WT, enquanto que as linhagens deletadas no gene SUC2 (MGD-01 e PSY006) passaram
a ndo mais apresentar atividade da invertase periplasmatica, ou mesmo da invertase
intracelular.

Entretanto, as células utilizadas para determinar a atividade da invertase foram
crescidas em sacarose, € como mostra a Figura 4.10, a linhagem MGD-01 apresentou os
mesmos parametros de crescimento em sacarose que a cepa CEN.PK2-1C (comparar com a
Fig. 4.7), assim como as linhagens LCMO003 (deletada no gene AGT1) e PSY006 (deletada
nos genes AGT1 e SUC2, vide Figura 4.11). E importante salientar que o crescimento e/ou
fermentagdo em glicose e maltose pelas cepas engenhadas ¢ também normal e semelhante a
da cepa selvagem (Figura 4.11). Os resultados apresentados na Figura 4.8 B permitem
verificar que embora as cepas deletadas no gene SUC2 (MGD-01 e PSY006) ndo possuam
atividade invertase, nessas células o crescimento em sacarose € possivel gragas a presenca da
atividade maltase nas células, determinada pela hidrélise de pPNPaG, maltose, e a propria
sacarose, bem como a um incremento na atividade de transporte de pNPa.G (vide Fig. 4.8 C).

A linhagem PSY006 apresentou um comportamento inesperado (crescimento e
fermentagdo eficiente da sacarose), j& que outras linhagens sem atividade invertase e
deletadas no gene AGT1, apresentam problemas na fermentacdo da sacarose (BADOTTI,
2005; BADOTTI et al., 2006; BATISTA et al., 2004). Esses resultados também vao contra

dados ja publicados por HOLLATZ ¢ STAMBUK (2001), que demonstraram a necessidade
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Figura 4.7 - Metabolizacdo de sacarose pela linhagem CEN.PK2-1C. Durante o crescimento em meio YP
contendo 2 % de sacarose (/) como fonte de carbono, foi determinada a densidade otica (e) da cultura, formagéo
de frutose (), glicose (0), e etanol (V), e apresentadas conforme descrito em Métodos e Procedimentos.
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Figura 4.8 - Atividade invertase, a-glicosidase, e de transporte de a-glicosideos nas linhagens engenhadas.
Apds crescimento em meio YP contendo 2 % de sacarose, foi determinada a atividade invertase (A) nas células
inteiras (invertase periplasmatica) ou células permeabilizadas (invertase total), bem como a atividade
a-glicosidase (B) nas células permeabilizadas (analisada com os substratos indicados), ou ainda a atividade de
transporte de pPNPa.G (C), e apresentadas conforme descrito em Métodos e Procedimentos.
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SUC950 R) ou Kan® (V-Kan® R), é possivel confirmar a substituicio do gene SUC2 pelo Kan®. B) Eletroforese
em gel de agarose do marcador molecular 1 kb (linha M) e o mddulo de deleg¢do (1623 pb, linha 1), o produto de
PCR com o DNA da cepa CEN.PK2-1C e o primer especifico para o gene SUC2 (1392 pb, linha 2), os mesmos
primers com o DNA da cepa MGD-01 (auséncia de banda, linha 3), e 0o DNA desta mesma cepa com os primers

especificos para o gene Kan® (1292 pb, linha4).
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Figura 4.11 - Parametros fermentativos das linhagens engenhadas durante o crescimento em glicose,
maltose e sacarose. Durante o crescimento em meio YP contendo 2 % das diferentes fontes de carbono, foi
determinada a velocidade especifica de crescimento (u), o consumo dos aglcares, ¢ a concentragdo maxima de
etanol produzido, e apresentadas conforme descrito em Métodos ¢ Procedimentos.
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da expressdo do gene AGT1 para que ocorra o transporte de pPNPoG por S. cerevisiae.
Portanto, os resultados indicam que a cepa CEN.PK2-1C deve provavelmente possuir outras
permeases (por ex.: MAL31) capazes de permitir o transporte eficiente de sacarose e pPNPaG,
que sdo expressas quando o transportador AGT1 ¢ deletado do seu genoma. A identidade
molecular deste transportador sera avaliada em trabalhos futuros. Da mesma forma, ja
obtivemos linhagens de levedura onde a regido promotora do gene SUC2 foi modificada de
forma a sobre-expressar apenas a forma intracelular da invertase (vide Métodos e
Procedimentos), no entanto, a caracterizagdo bioquimica e fisioldgica destas leveduras esta
sendo ainda avaliada e serdo objetos de trabalhos futuros.

De qualquer forma, os objetivos de obter linhagens de S. cerevisiae capazes de
fermentar a sacarose sem ocorrer hidrolise extracelular do dissacarideo foram atingidos,
sendo que a seguir foi analisada a performance fermentativa das linhagens engenhadas assim
como das linhagens industriais, em condi¢des que simulam as fermentag¢des industriais, isto &,

fermentagdes em batelada com altas concentragdes de células.
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4.3 Fermentac¢ao de Sacarose pelas Linhagens Industriais e Engenhadas

Para avaliar a performance fermentativa das linhagens simulando condig¢des
industriais, foram realizadas fermentagdes de sacarose em batelada com altas concentracoes
de células (aproximadamente 10 g/L de peso seco, 30 g/L peso imido). As Figuras 4.12 e
4.13 mostram o perfil de consumo da sacarose da cepa CAT-1 em meios contendo 20 g/L e
200 g/L desse aglcar, respectivamente. E possivel observar a hidrolise extracelular do
dissacarideo e acumulo de glicose e frutose no meio (semelhante ao observado quando esta
cepa cresce em sacarose, vide item 4.1). Nas fermentagdes com 20 g/L, as cepas consumiram
totalmente os agucares disponiveis no meio em um periodo de 2 horas, tempo em que a
produ¢do maxima de etanol foi alcancada, enquanto que nas fermentagdes de 200 g/L, foram
necessarias 9 horas para que os agucares fossem totalmente consumidos, e alcancasse a
produ¢do méxima de etanol.

O perfil de fermentagdo da sacarose foi semelhante para todas as linhagens industriais
(vide abaixo), com exce¢do da linhagem UFPE-135 (Figuras 4.14 e 4.15) que hidrolisou
rapidamente a sacarose, produzindo até 2 vezes mais glicose e frutose, especialmente nas
fermentagdes com 20 g/L. J& nas fermentagdes de altas concentragdes de sacarose (200 g/L) a
quantidade de glicose e frutose acumulada no meio foi praticamente a mesma do que a
observada com o restante das linhagens (compare as Fig. 4.13 e 4.15). Este resultado sugere
que a alta atividade invertase devida a amplificagdo dos genes SUC (~3 vezes maiores na
linhagem UFPE-135, vide Figura 4.6) poderia significar uma vantagem competitiva quando
as concentracoes de sacarose sao baixas, mas em altas concentracOes deste aclicar a alta
atividade da invertase ndo garantiu uma fermentagdo mais rapida da sacarose.

A Figura 4.16 mostra que as linhagens industriais apresentam uma velocidade média
de consumo da sacarose nos meios contendo 20 g/L de sacarose de ~ 30 g L'h! e~25

vezes maior quando a concentragdo aumentou 10 vezes. Por outro lado, calculando a
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Figura 4.12 - Fermenta¢do em batelada de 20 g/L de sacarose pela linhagem CAT-1. Durante a fermentacao
em meio YP contendo 2 % de sacarose (I]), foi determinada a concentragdo celular (o) da cultura, formagéo de
frutose (#), glicose (0), e etanol (V), e apresentadas conforme descrito em Métodos e Procedimentos.
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Figura 4.13 - Fermentacio em batelada de 200 g/L. de sacarose pela linhagem CAT-1. Durante a
fermentacdo em meio YP contendo 20 % de sacarose (I), foi determinada a concentragdo celular (o) da cultura,
formagdo de frutose (#), glicose (o), e etanol (V), e apresentadas conforme descrito em Métodos e
Procedimentos.
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Figura 4.14 - Fermentacdo em batelada de 20 g/L. de sacarose pela linhagem UFPE-135. Durante a
fermentacdo em meio YP contendo 2 % de sacarose (L)), foi determinada a concentragdo celular (o) da cultura,
formacdo de frutose (¢), glicose (0), e etanol (V), e apresentadas conforme descrito em Métodos e
Procedimentos.
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Figura 4.15 - Fermentacdo em batelada de 200 g/L. de sacarose pela linhagem UFPE-135. Durante a
fermentacdo em meio YP contendo 20 % de sacarose (1), foi determinada a concentragdo celular (o) da cultura,
formacdo de frutose (¢), glicose (0), e etanol (V), e apresentadas conforme descrito em Métodos e
Procedimentos.
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velocidade de consumo dos aglcares totais (considerando a glicose e frutose acumulada
transitoriamente no meio), no meio onde a concentragdo de sacarose ¢ alta (200 g/L) a
velocidade de consumo dos aclcares ¢ aproximadamente 50% maior do que no meio
contendo 20 g/L de sacarose. A produgdo de etanol apresentou também um significativo
incremento (5-6 vezes) quando as linhagens fermentaram altas concentragdes de sacarose (~ 9
g/L versus ~ 65 g/L). Entretanto, quando o rendimento da fermentacdo ¢ calculado, as
fermentagdes com altas concentragdes de sacarose sao menos eficientes (Y5 ~0,33) do que as
fermentagdes com 20 g/L de sacarose (Y ~0,45).

As Figuras 4.17 e 4.18 mostram o padrao de fermentacao em batelada de sacarose pela
cepa WT (CEN.PK2-1C) em meios contendo 20 g/L e 200 g/L do agucar, respectivamente.
Embora durante o crescimento desta linhagem em sacarose nao tenha sido observado acimulo
de glicose e frutose no meio (vide Figura 4.7), durante a fermentagdo em batelada foi
observado o actimulo dos monossacarideos no meio, comportamento semelhante ao
apresentado nas leveduras industriais. Perfil semelhante foi observado com a linhagem
deletada no gene AGT1 (LCMO003), sendo que estes resultados confirmam que nestas duas
linhagens a sacarose estd sendo fermentada via hidrolise extracelular mediada pela invertase
periplasmatica. De forma idéntica as cepas industriais, as leveduras CEN.PK2-1C e LCM003
metabolizaram totalmente os agucares e alcancaram o pico maximo de produ¢do de etanol
apo6s 2 horas de incubagao com 20 g/L de sacarose. Mas, quando foram utilizados 200 g/L, as
cepas de laboratorio consumiram os aguicares do meio no dobro do tempo que as industriais
(comparar Figs. 4.12 ¢ 4.15 com 4.17), embora produzissem a mesma quantidade de etanol.
Esta diferenca na cinética de consumo dos agucares ¢ provavelmente devida a saturagdo do
sistema de transporte dos monossacarideos, ou mais provavelmente a baixa atividade da
invertase periplasmatica que estas linhagens de laboratorio possuem (quando se compara com

as leveduras industriais, vide Figs. 4.6 ¢ 4.8).
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Figura 4.16 — Parimetros fermentativos das linhagens industriais durante fermentacdo em batelada de 20
e 200 g/L de sacarose. Durante a fermentacdo em meio YP contendo as diferentes concentragdes de sacarose,
foi determinado, o consumo de sacarose e dos acucares totais (incluindo a frutose e glicose, produzidas durante a
hidroélise da sacarose), bem como a concentragdo maxima de etanol produzido, e apresentadas conforme descrito
em M¢étodos e Procedimentos.
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Figura 4.17 - Fermentac¢ido em batelada de 20 g/L de sacarose pela linhagem CEN.PK2-1C. Durante a
fermentacdo em meio YP contendo 2 % de sacarose (1)), foi determinada a concentracdo celular (o) da cultura,
formagdo de frutose (#), glicose (o), e etanol (V), e apresentadas conforme descrito em Métodos e
Procedimentos.
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Figura 4.18 - Fermentacio em batelada de 200 g/L. de sacarose pela linhagem CEN.PK2-1C. Durante a
fermentacdo em meio YP contendo 20 % de sacarose (I), foi determinada a concentragdo celular (o) da cultura,
formagdo de frutose (¢), glicose (o), e etanol (V), a apresentadas conforme descrito em Métodos e
Procedimentos.
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A Figura 4.19 mostra o perfil de fermentagdo da sacarose pela cepa MGD-01 (a
linhagem deletada no gene SUC2) em meios contendo 20 g/L de agtcar. Como esperado
devido a auséncia do gene SUC2 nesta linhagem, ndao houve a hidrélise extracelular do
dissacarideo, e a sacarose foi totalmente fermentada em aproximadamente 2 h com
rendimento de etanol semelhante ao apresentado pelas linhagens industriais. Nesta linhagem a
sacarose ¢ transportada para o interior da célula, e clivada no citoplasma pela maltase (vide
Figura 4.8). Entretanto, nas fermentagdes em batelada com 200 g/L de sacarose (Figura 4.20),
a cepa desprovida de atividade invertase apresentou uma fermentagdo incompleta, ja que as
células foram incapazes de consumir totalmente a sacarose apds ~ 10 horas de incubagdo.
Perfil semelhante foi observado com a linhagem deletada nos genes AGT1 e SUC2 (cepa
PSY006). Uma possivel explicagdo para esta parada no consumo da sacarose seria a
inativagdo catabolica (via ubiquitinagdo, endocitose e degradacdo vacuolar) do(s)
transportador(es) responsaveis pela captacdo de sacarose nestas linhagens, fenomeno ja
amplamente caracterizado para varios transportadores de agtcares em S. cerevisiae (GAL2,
HXT, MAL61, AGTI1, vide MEDINTZ et al., 1996, 2000, RIBALLO et al., 1995;
STAMBUK, 2002). Novos experimentos seriam necessarios para caracterizar o processo
molecular envolvido na fermentagdo incompleta de altas concentracdes de sacarose por estas
linhagens sem atividade invertase.

A Figura 4.21 mostra que as linhagens de Ilaboratério contendo invertase
periplasmatica (CEN.PK2-1C e LCM003), apresentam uma velocidade média de consumo da
sacarose de aproximadamente 35 g L' h”' nos meios contendo 20 g/L de sacarose, enquanto
que as células deletadas no gene SUC2 (MGD-01 e PSY006) consumiram o agucar com uma
velocidade em torno da metade desse valor (~ 17 g L™ h™). No meio onde a concentracio de
sacarose foi aumentada 10 vezes (200 g/L), a velocidade de consumo desse agucar pelas cepas

WT e suas isogénicas sem atividade invertase (MGD-01 e PSY006), permaneceram proximos
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aos valores determinados no meio com 20 g/L, enquanto que a cepa LCMO003 apresentou um
aumento de ~ 1,5 vezes (em comparagdo com a velocidade estimada no meio com 20 g/L de
sacarose). Portanto, estas leveduras apresentaram um comportamento distinto ao das
industriais, sendo observado um incremento na velocidade de consumo do agucar quando
altas concentragoes de sacarose foram utilizadas.

Entretanto, ao calcular a velocidade de consumo dos agucares totais (considerando a
glicose e frutose acumulada no meio), verifica-se que as linhagens com atividade invertase
apresentam praticamente a mesma velocidade de consumo dos aglcares que as cepas
deletadas no gene SUC2, tanto com 20 g/LL como com 200 g/L de sacarose (Figura 4.21).
Apesar da relativa baixa velocidade de consumo da sacarose pelas linhagens de laboratorio,
principalmente nas altas concentracdes do agucar, a produgao de etanol apresentou um
incremento de 9-10 vezes nas linhagens WT, LCMO003 e PSY006 (~ 7 g/L versus ~ 65 g/L),
enquanto a cepa MGD-01 produziu apenas 5 vezes mais etanol (~ 8 g/L versus ~ 40 g/L).
Quando sdo analisados os rendimentos fermentativos, nas fermentacdes com altas
concentragdes de sacarose as cepas WT e LCMO003 sdao menos eficientes (Yes ~ 0,33) do que
as fermentagdes com 20 g/L. de actcar (Y5 ~ 0,38). J& as cepas MGD-01 e PSY006 (deletadas
no gene SUC2), apresentaram Y ~ 0,38 € ~ 0,43, na fermentagao de 20 g/L, respectivamente,
enquanto que na fermentacdo com 200 g/L. de sacarose essas linhagens apresentaram
rendimento préximo ao teorico (Y¢s ~ 0,51), uma vez que foram incapazes de consumir
totalmente o agucar do meio.

A performance fermentativa apresentada pela linhagem PSY006 (deletada nos genes
AGT1 e SUC2) difere dos resultados apresentados em outros trabalhos. Neste trabalho,
demonstra-se que as células desprovidas desses genes fermentam normalmente baixas
concentragdes de sacarose (20 g/L), enquanto que no meio com alta concentragdo (200 g/L)

sdo incapazes de metabolizar totalmente o agucar. Por outro lado, BADOTTI (2005) e
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PARAZZI JR, (2006) demonstraram que cepas desprovidas desses genes apresentam lento
consumo de sacarose com predominancia para o metabolismo oxidativo (respiracdo) e com
conseqiiente perda no rendimento da producdo de etanol, quando analisadas em baixa
concentragdo de sacarose (20 g/L), enquanto que em alta concentracao (200 g/L) sdo capazes
de metabolizar os agucares de forma semelhante a cepa parental. Desta forma, caracterizagdes
moleculares mais detalhadas quanto as diferencgas entre as linhagens que foram estudadas
neste trabalho e as linhagens analisadas por BADOTTI (2005) e PARAZZI JR, (2006), seriam
necessarias para elucidar os processos envolvidos no transporte ativo e fermentagdo de

sacarose por S. ceresiviae.
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Figura 4.19 - Fermentacio em batelada de 20 g/L de sacarose pela linhagem MGD-01. Durante a
fermentacdo em meio YP contendo 2 % de sacarose (1)), foi determinada a concentracdo celular (o) da cultura,
formagdo de frutose (#), glicose (o), e etanol (V), e apresentadas conforme descrito em Métodos e
Procedimentos.
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Figura 4.20 - Fermentacio em batelada de 200 g/L. de sacarose pela linhagem MGD-01. Durante a
fermentacdo em meio YP contendo 20 % de sacarose (I), foi determinada a concentragdo celular (o) da cultura,
formagdo de frutose (#), glicose (o), e etanol (V), e apresentadas conforme descrito em Métodos e
Procedimentos.
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Figura 4.21 - Parimetros fermentativos das linhagens engenhadas durante fermentacio em batelada de
20 e 200 g/L. de sacarose. Durante a fermentagdo em meio YP contendo as diferentes concentragdes de
sacarose, foi determinado, o consumo de sacarose e dos aguicares totais (incluindo a frutose e glicose, produzidas
durante a hidrolise da sacarose), bem como a concentracdo maxima de etanol produzido, e apresentadas
conforme descrito em Métodos e Procedimentos.
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5 - CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A levedura S. cerevisiae possui varias aplica¢des industriais, sendo o principal
microorganismo utilizado no processo de producao de alcool combustivel no Brasil, que ¢
realizado através da fermentacdo de mostos contendo alta concentragdo de sacarose.
Almejando-se incrementar a performance fermentativa deste microrganismo, através da
fermentagdo total dos aclicares em um curto espago de tempo, ¢ imprescindivel analisar as
rotas metabolicas envolvidas na fermentacao da sacarose nesta levedura. Com este objetivo o
presente trabalho analisou a utilizacdo de acucares por linhagens industriais isoladas e
selecionadas pela sua significativa performance fermentativa nas usinas de producao de alcool
combustivel. Foram analisadas também linhagens de laboratério, modificadas através de
engenharia genOmica, contendo (ou ndo) os genes AGT1 e SUC2 envolvidos na
metabolizagdo de sacarose por S. cerevisiae.

Os resultados indicam que nas leveduras industriais a fermentagdo da sacarose ¢
devida em grande parte a expressdo da invertase periplasmatica, indicando que estas
leveduras possuem genes SUC funcionais no seu genoma. Apenas uma das linhagens
industriais analisadas apresentou amplificacdo dos genes SUC e maior atividade invertase,
embora esta amplificagdo nao tenha significado vantagem fermentativa (fermentacdo mais
rapida da sacarose) em altas concentracdes deste agucar, quando comparada com as demais
leveduras industriais. Somando-se a esse fato, apesar de algumas linhagens industriais
aparentemente possuirem o gene AGT1, os resultados indicam que na maioria das linhagens o
gene ¢ nao funcional.

Considerando que para otimizar a produgdo de alcool combustivel seria interessante
evitar a hidrolise extracelular da sacarose, por contribuir para o estresse osmotico sofrido
pelas células e favorecer a proliferacio de microorganismos contaminantes do processo

fermentativo, linhagens de laboratério com gendtipos conhecidos tiveram o gene SUC2
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deletado dos seus genomas. Os resultados mostram que as cepas engenhadas para ndo
apresentaram atividade invertase continuaram fermentando eficientemente baixa concentragao
de sacarose, com a vantagem de ndo produzir glicose e frutose no meio, uma vez que o
dissacarideo ¢ transportado diretamente para o interior da célula onde sofre hidrolise pela
maltase (o-glicosidase). Entretanto, quando foram simuladas condigdes industriais de
fermentagdo em batelada com alta concentrag@o de células e 200 g/L de sacarose, as linhagens
industriais fermentaram a sacarose com relativa eficiéncia (embora produzissem glicose e
frutose no meio), enquanto que as leveduras engenhadas sem atividade invertase nao
produziram glicose e frutose no meio, mas apresentaram incapacidade de consumir totalmente
a sacarose. Estes resultados demonstram a necessidade de novos estudos para otimizar a
captacdo deste acucar pelas células, principalmente no meio com altas concentragdes de
sacarose, ¢ assim evitar a fermentagdo incompleta de sacarose por estas linhagens sem
atividade invertase.

Conforme comentado anteriormente, nas leveduras industriais a capacidade de
fermentar eficientemente a sacarose ¢ devida em grande parte a expressdo da invertase, uma
vez que nessas células a permease AGT1 nao ¢ funcional, além de que as células apresentaram
baixa atividade da o-glicosidase. Desta forma, linhagens engenhadas de modo a possuir a
regido promotora do gene SUC2 trocado, fazendo com que as células aumentem a expressao
da forma intracelular da invertase e impedindo a sintese da forma extracelular, sdo vistas
como uma boa alternativa para incrementar a fermentagao da sacarose, por perderem a
capacidade de hidrolisar o dissacarideo no meio extracelular. Durante o desenvolvimento
deste projeto, foram engenhadas linhagens com esse tipo de modificacdo gendmica, porém
ainda estdo sendo realizadas caracterizagdes, sendo alvos de estudos em um futuro proximo.

Embora as linhagens engenhadas desenvolvidas e analisadas neste trabalho possuam

limitagdes do ponto de vista industrial, s3o de suma importancia na analise molecular das vias
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de utilizagao de sacarose por S. cerevisiae, abrindo a possibilidade de melhorar a performance
fermentativa das leveduras industriais pela identificacdo de genes alvo para otimizagdo via
engenharia gendmica. Assim, almeja-se associar a robustez gendmica das cepas industriais
(atribuida a poligenia) com as caracteristicas metabolicas desejadas para as leveduras

utilizadas no processo de produgao do alcool combustivel no Brasil.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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