provided by Repositério Institucional da UFSC

Victor Ribeiro de Godoy

FERMENTACAO DE MALTOTRIOSE POR LEVEDURAS
SACCHAROMYCES CEREVISIAE RECOMBINANTES

Dissertacdo apresentada ao Programa
de P6s Graduagdo em Biotecnologia e
Biociéncias da Universidade Federal de
Santa Catarina para a obtencdo do Grau
de Mestre em Biotecnologia e
Biociéncias.

Orientador: Prof. Dr. Boris Juan Carlos
Ugarte Stambuk

Floriandpolis
2015


https://core.ac.uk/display/78550634?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Ficha de identificac&io da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracéo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Godoy, Victor Ribeiro de

FERMENTAgﬁO DE MALTOTRIOSE POR LEVEDURAS SACCHAROMYCES
CEREVISIAE RECOMBINANTES / Victor Ribeirc de Godoy ;
orientador, Béris Juan Carleos Ugarte Stambuk -
Floriandpolis, SC, 2015.

79 p.

Dissertacé&o (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pos
Graduagdo em Biotecnologia e Biociéncias.

Inclui referéncias

1. Biotecnologia e Biociéncias. 2. Fermentagdo. 3.
Engenharia gendémica. 4. Invertase. 5. AGT1, SUC, MAL. I.
Stambuk, Béris Juan Carlos Ugarte . II. Universidade
Federal de Santa Catarina. Programa de Pés-Graduacac em
Biotecnologia e Biociéncias. III. Titulo.










Dedico esta Dissertacdo de Mestrado
aos meus pais, Oswaldo e Jacira, por
serem a minha forca.






Agradecimentos

Agradeco a UFSC por todo o suporte institucional e a CAPES,
ao CNPq e a FINEP pelo apoio financeiro.

Ao Prof. Dr. Boris U. Stambuk pela orientacdo e substancial
contribuicdo a minha formagdo. Bem provavel que, em toda sua carreira,
eu tenha sido um dos alunos mais complicados de se lidar, mas agradeco
€ muito a sua paciéncia e compreenséo.

Ao Prof. Dr. Carlos Peres que, além de fazer parte da banca
examinadora, contribuiu com equipamentos, reagentes e, 0 mais
importante, compartilhnou seu conhecimento comigo. Certamente as
coisas seriam mais dificeis sem o seu auxilio. Muito obrigado!

A Prof. Dr. Gabriela Muller pelos ensinamentos de longa data,
pela ajuda quando solicitada, pela amizade e por aceitar fazer parte da
banca. Esse trabalho ¢ reflexo da sua dedicacdo como aluna e minha co-
orientadora na passagem pelo LBMBL.

Ao Prof. Dr. Méarcio Rossi e a Prof. Dra. Angélica Maris por
aceitarem prontamente compor a banca examinadora. Mais uma vez estao
me avaliando em um momento importante da minha vida. Obrigado!

Ao Prof. Dr. Hernan Terenzi por permitir a utilizacdo de
reagentes e equipamentos do CEBIME para o desenvolvimento deste
trabalho. Também agrade¢o a Martina Blank e ao Jean Bertoldo pela
substancial ajuda nos procedimentos realizamos nesse laboratorio.

A Daniela Kunz pela ajuda constante no inicio deste trabalho e
por estar sempre disposta a ajudar quando solicitada. Sua ajuda e
dedicacdo foram essenciais. “O meu”, obrigado!

Aos companheiros e companheiras de laboratério pela atencéo,
pela amizade e pelas contribui¢des diretas e indiretas a este trabalho. Um
abraco especial ao Davi, a Adriane e a Belisa.

A Gabriela Karasiaki, pela ajuda mais do que substancial nos
experimentos realizados e pela amizade de longa data. Obrigado por ser
simplesmente uma das pessoas mais importantes neste trabalho.



Aos meus grandes amigos Alceu Azambuja, Benito Sbruzzi,
Denis Dall Agnolo e Gustavo Soares pela grande parceria de cada dia e
por me fazerem entender o real significado da palavra amizade. Em
especial um muitissimo obrigado ao Denis, por simplesmente salvar a
minha vida ao me tirar inconsciente da agua ap6s eu levar um choque.
Vocé evitou a morte de um génio, parabéns! :D

A todas as muitas pessoas que, por mais que ndo tenham seus
nomes aqui escritos, foram fundamentais para 0 meu crescimento
profissional e pessoal.

Aos meus pais pelo apoio desde sempre, pelo carinho, pelo afeto,
pelo amor incondicional, pelos ensinamentos e pela forca que me deram
nos momentos que pensei em desistir. Sem o carinho de vocés tudo seria
mais dificil. Tenham a certeza de que eu 0s amo muito.



"A Unica fonte de
conhecimento é a experiéncia."
Albert Einstein






RESUMO

GODOY, V. R. Otimizacdo da fermentacdo de maltotriose por levedura
Saccharomyces cerevisiae industrial. 87 fls. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia e Biociéncias) Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, 2015.

Na levedura S. cerevisiae os carboidratos sacarose, maltose e maltotriose
sdo fermentados por vias metabdlicas diferentes: a sacarose € hidrolisada
pela invertase extracelular (codificada pelos genes SUC), enquanto
maltose e maltotriose sdo ativamente transportadas para dentro da célula
e hidrolisadas pelas a-glicosidases presentes no citoplasma (ambas
proteinas codificadas pelos genes MAL). Os genes SUC também
permitem a sintese de uma forma intracelular da invertase, uma enzima
com nenhuma funcéo 6bvia em leveduras. No entanto, a sacarose pode
também ser metabolizada por células de levedura através dos
transportadores e a-glicosidases codificados pelos genes MAL. Nossos
resultados mostram que a maltotriose pode ser também eficientemente
fermentada pelas células de S. cerevisiae através de seu transporte ativo
mediado pela permease AGT1, um transportador MAL necessario para
utilizacdo de maltotriose, e sua hidrélise intracelular mediada pela
invertase intracelular. A cepa brasileira industrial utilizada na producéo
de etanol combustivel CAT-1 ndo pode fermentar maltotriose
eficientemente devido ao promotor do AGTL ser defeituoso. Para
aumentar a fermentacdo de maltotriose por esta levedura, colocamos um
promotor constitutivo (Peep) a frente do gene AGT1 presente na cepa
CAT-1, gerando a linhagem GMY05. No entanto, esta linhagem néo foi
capaz de fermentar eficientemente a maltotriose. Por outro lado, quando
esta linhagem foi modificada para sobre-expressar a forma intracelular da
invertase, por substituicdo da sequéncia sinal do gene SUC2 com o
promotor constitutivo Papn1, & cepa iSUC2 obtida (GMY08) fermentou
maltotriose eficientemente. Utilizando condi¢Bes em que os genes MAL
ndo sdo expressos, foi possivel mostrar que a forma intracelular da
invertase é capaz de hidrolisar a maltotriose (mas ndo maltose ou p-
nitrofenil-a-glicosidico). Assim, 0s nossos resultados indicam uma
sobreposi¢do inesperada no metabolismo de sacarose e maltotriose por
células de levedura, indicando que a invertase intracelular pode hidrolisar
da maltotriose, e oferece novas abordagens a ser aplicadas para otimizar
vérias fermentages industriais que utilizam hidrolisados de amido,



incluindo a panificacdo, producdo de bebidas destiladas e cerveja, ou
inclusive bioetanol.

Palavras-chave: Fermentacdo, Engenharia gendmica, Invertase, AGT1,
SUC, MAL, Saccharomyces



ABSTRACT

GODOQY, V. R. Optimization of maltotriose fermentation by industrial
yeast Saccharomyces cerevisiae. 87 fls. Dissertation (Master in
Biotechnology and Life Sciences) Federal University of Santa Catarina,
Floriandpolis, 2014.

It is well known that in the yeast S. cerevisiae the sugars sucrose, maltose
and maltotriose are metabolized by different pathways: sucrose is
hydrolyzed by the extracellular invertase (encoded by SUC genes), while
maltose and maltotriose are actively transported into the cell and
hydrolyzed by intracellular a-glucosidases (both proteins encoded by
MAL genes). Furthermore, the SUC genes also allow the synthesis of an
intracellular form of invertase, an enzyme with no obvious function in
yeasts. We have already shown that sucrose can be metabolized by yeast
cells through MAL-encoded transporters and a-glucosidases. Now, our
results will show that maltotriose can be efficiently fermented by S.
cerevisiae cells through its active transport mediated by the AGT1
permease, a MAL transporter required for maltotriose utilization, and its
intracellular hydrolysis mediated by the cytoplasmic invertase. The
Brazilian industrial fuel-ethanol strain CAT-1 cannot ferment maltotriose
efficiently due to a defective promoter of the AGT1 gene. To increase
maltotriose fermentation by this strain, we placed a strong promoter
(Peep) in the AGT1 gene of strain CAT-1, generating strain GMY05.
While the AGT1 gene was indeed over-expressed in this strain (measured
by real-time PCR), maltotriose was still not fermented efficiently.
However, when we over-expressed the intracellular form of invertase, by
replacing the signal sequence of the SUC2 gene with the strong Ppck
promoter, the resulting iSUC2 strain GMY08 fermented maltotriose
efficiently. Using conditions were the MAL-encoded a-glucosidases
could not be expressed, we showed that the intracellular form of invertase
could hydrolyze maltotriose (but not maltose or p-nitrophenyl-a-
glucoside). Thus, our results indicate an unexpected overlap in sucrose-
maltotriose metabolism by yeast cells, showing that the intracellular
invertase allows efficient maltotriose hydrolysis, and offers new
approaches that can be applied to optimize several industrial fermentation
processes that use starch hydrolysates, including production of bread,
distilled beverages and beer, or even bioethanol.



Key words: Fermentation, Genomic Engineering, Invertase, AGT1, SUC,
Saccharomyces.
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1. INTRODUCAO

Os seres humanos desenvolvem processos biotecnolégicos
utilizando leveduras ha milhares de anos. Por exemplo, leveduras do
complexo Saccharomyces sensu stricto, em especial a espécie
Saccharomyces cerevisiae, sao utilizadas na panificacao e na producéo de
cervejas (QUEROL e BOND, 2009). Esses processos hiotecnoldgicos,
que sdo importantes para 0 desenvolvimento da nossa civilizacéo,
dependem da eficiente fermentacdo dos principais produtos da hidrélise
do amido: glicose, maltose e maltotriose (VITTI, 2001; WILLAERT,
2001). Portanto, estudar o metabolismo desses agUcares por leveduras,
visando otimizar os processos fermentativos, é importante para o
crescimento dos setores industriais em questao.

1.1. Mercado global de pées e cervejas

A cerveja tem sua historia iniciada ha pelo menos 8.000 anos, onde
indicios arqueol6gicos sugerem que 0 Seu consumo era praticado na
regido da antiga Mesopotadmia. Assim como na panificacdo, os egipcios
tiveram um papel fundamental na historia da cerveja, visto que foram
encontrados hierdglifos que comprovam a existéncia de uma cervejaria
rudimentar datada de 5400 anos a.C (antes de Cristo) no Egito. Foram
eles os responsaveis por divulgar a bebida entre 0s povos orientais,
introduzi-la na Europa, e a seguir o mundo todo (SAMUEL, 1996).
Durante o Império Romano os germanicos destacaram-se como grandes
fabricantes de cerveja e, em 1516, a lei da pureza (Reinheitsgebot) foi
instituida pelo Duque Wilhelm IV da Baviera. Tal lei tinha por objetivo
padronizar a elaboracéo da bebida e garantir a fabricacdo de um produto
de qualidade. Portanto, a bebida deveria ter como ingredientes apenas a
agua, o lipulo e a cevada (nessa época ainda ndo era conhecido o
fermento). Embora a lei da pureza tenha sido importante para a
padronizagdo da cerveja e por conferir maior qualidade ao produto, foi
gracas aos estudos de Louis Pasteur e Emil Christian Hansen que um
maior controle de qualidade tornou-se possivel. Louis Pasteur criou um
processo no qual era possivel garantir a conservagdo da cerveja por mais
tempo, processo esse denominado de Pasteurizagdo. J& Hansen
comprovou que a utilizacdo de culturas puras de leveduras na fabricacdo
de cervejas era fundamental para a padronizacdo do processo.

A evolucdo do processo de producdo dessa bebida continuou
ganhando forcas com o aprimoramento de técnicas e equipamentos,
permitindo maior diversificacdo dos seus tipos disponiveis no mercado.
Sobretudo, &reas como a bioquimica, microbiologia, engenharia de
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processo e biotecnologia agregaram e continuam agregando muito para o
setor, de modo que consegue-se obter um processo de producdo mais
uniforme e com menor custo, gerando um produto cada vez mais
padronizado e com maior facilidade de acesso ao mercado.

O grau de relevancia do setor cervejeiro para a economia da UE
(Unido Europeia) ¢ esclarecido em um estudo da consultora ERNST &
YOUNG. Tal estudo demonstra a contribui¢do do setor para a geracgao de
empregos e para a competitividade econdémica nos Gltimos anos na UE,
gue é a segunda maior produtora de cerveja do mundo com 39 hilhGes de
litros produzidos em 2012, ficando atras apenas da China, com 44,3
bilhGes de litros, enquanto que o consumo pela UE no mesmo ano foi de
35,9 bilhdes de litros. Com aproximadamente 4500 cervejarias e uma
variedade bastante grande de tipos de cervejas, o setor é de grande
importancia para a UE e seu impacto econdmico direto constitui apenas
uma pequena fracdo do impacto total que este mercado tem na economia.
Cerca de 125.400 trabalhadores foram empregados diretamente dentro
das féabricas de cerveja em 2012. No entanto, foi evidenciado que o setor
cervejeiro também foi muito importante para o turismo (1,4 milhdes de
postos de trabalho), o setor de varejo (118.900 empregos) e setores de
fornecimento (315,8 mil vagas). Aproximadamente 19 % da cerveja
produzida pela UE é exportada e gera uma receita de 3.2 bilhdes de euros.
Ja a sua importacdo lhe confere um gasto de 234 milhdes, gerando um
balanco positivo de 3 bilhdes de euros. Essa é uma importante
contribuicao para economia europeia uma vez que o déficit na importacdo
(considerando todos os setores) é de 105.3 bilhdes.

Embora a UE seja a segunda maior produtora de cerveja do mundo,
ao avaliarmos os paises com maior producdo nés temos a China em
primeiro lugar, Estados Unidos da América (EUA) em segundo com 23
bilhGes de litros, Brasil em terceiro com 13,4 bilhdes de litros e em quarto
a Russia com 9,7 bilhdes de litros. No Brasil, essa alta producéo de
cerveja reflete nos postos de trabalho, fazendo com que o setor cervejeiro
seja um dos que mais empregam no pais. Atualmente, cerca de 2,7
milhdes de postos de trabalho - entre empregos diretos, indiretos e
induzidos - estdo ligados a esse mercado.

No entanto, ao passo que o Brasil aparece como terceiro na lista de
producdo anual de cervejas, o consumo per capita dessa bebida ndo
acompanha tal feito. Segundo anuério de 2014 publicado pela
CERVBRASIL (Associacdo Brasileira da Industria da Cerveja) o Brasil
ocupada apenas a 24° posicdo no ranking de consumo (Figura 1.1) com
uma média de 68 litros ao ano, sendo consideravelmente menor do que o



23

observado em paises como repuiblica Tcheca (148,6 litros), Austria (107,8
litros) e Alemanha (106,1 litros), os maiores consumidores mundiais de
cerveja. Isso se deve principalmente ao baixo poder aquisitivo de boa
parte dos consumidores brasileiros e & alta incidéncia de impostos sobre
a producdo e comercializacdo da cerveja em nosso pais. Assim, embora
na saida da fabrica seu custo seja um dos menores do mundo, a incidéncia
de uma série de tributos até chegar ao consumidor final, encarece
consideravelmente o preco final desta bebida (SINDICERYV - Sindicato
Nacional da Industria da Cerveja).

Figura 1.1 - Os 40 maiores consumidores per capita de cerveja no mundo.
148,6

Consumo per capita 2012
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Fonte: Kirin Beer University

Com a grande produtividade desse setor no Brasil e 0 baixo consumo
per capita em relacdo aos lideres mundiais é possivel ver que ha um
grande potencial de crescimento para o Pais, tanto no que tange a
producdo como ao consumo. Para que esse potencial seja explorado é
necessario que haja melhorias no desempenho das empresas envolvidas
e, para que essas melhorias possam ser alcancadas, uma melhor
compreensao da fisiologia e do metabolismo da levedura Saccharomyces
cerevisiae é imprescindivel.

Ao passo que a producdo de cerveja é um grande exemplo da
utilizacdo de leveduras, nés temos também a producéo de pao. Esse, por
usa vez, surgiu ha pelo menos 10 mil anos e, nessa época, sua receita
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consistia no cozimento de farinha de trigo e agua, sem a adicdo de
fermento. O resultado era uma massa achatada, dura por fora e macia por
dentro (VITTI, 2001). A adicdo do fermento a receita é atribuida aos
egipcios, 0 que os caracterizam como precursores do pdo moderno.
Arquedlogos encontraram, em ruinas egipcias, cAmaras de cozimento e
pedras para moer grdos (SAMUEL, 1996).

Ao passo que os egipcios iniciaram a produgdo do pdo moderno, 0s
gregos foram responsaveis por introduzir o pdo na Europa. Isso foi bem
recebido pelos Romanos que aprenderam a arte de fazer pdo muito bem.
Mas foi na Idade Moderna, com o avango dos métodos de fabricagdo, que
0 pdo ganhou 0 mundo. Logo mais, com o inicio da revolugo industrial,
as panificadoras mecanizaram 0s seus processos e diversificaram o
produto (VITTI, 2001). Louis Pasteur, em 1859, verificou que o fermento
se alimentava da farinha de trigo e produzia gas carb6nico, fazendo a
massa expandir e 0 pao crescer.

No Brasil o habito do consumo de pao sé chegou no século XIX,
através dos imigrantes, que fabricavam caseiramente o pao e o vendiam
pelas ruas. Entretanto, a expansao da panificacdo brasileira s6 ocorreu no
inicio do século XX, periodo que a padaria ganha status de negécio. A
partir dai, o processo de produgdo do pdo sofreu avangos, as técnicas
foram aprimoradas, com exemplos pioneiros por todo o pais. Hoje as
padarias oferecem grande variedade de produtos, suficiente para atender
a crescente demanda de consumo.

Figura 1.2 - Comparagéo entre faturamento do setor de panificacéo (em bilhdes
R$) e seu respectivo crescimento (em %).
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Segundo indicadores de 2014 publicados pela ABIP (Associagdo
Brasileira da Industria de Panificacdo), hoje ha no Brasil mais de 63,2 mil



25

empresas de panificacdo que receberam cerca de 41,5 milhdes de clientes
diérios no altimo ano. Tais empresas sdo responsaveis por gerar 850 mil
empregos diretos e 1,85 milhdo de forma indireta. O indice de
crescimento das empresas de Panificacdo e Confeitaria em 2014 foi de
8,02 % com o faturamento atingindo R$ 82,5 bilhdes. No entanto, a alta
foi considerada abaixo das expectativas, ja que foi 0 segundo ano em que
0 setor registrou indice de crescimento inferior a 10% (Figura 1.2). Essa
desaceleracdo € decorrente principalmente da alta de custos
experimentada pela panificacéao.

O consumo per capita de paes no Brasil esta situado na faixa dos 33
quilos por habitante/ano, o que vem a ser, segundo a ABIP, pouco mais
da metade dos 60 quilos/habitante/ano recomendados pela OMS
(Organizacdo Mundial da Salde) e pela FAO (Food Agricultural
Organization). Além do baixo poder aquisitivo da populacdo, fatores
como habitos culturais e qualidade do produto estdo diretamente ligados
ao baixo consumo desse alimento. Isso é refletido pelas grandes
diferencas socioculturais entre as regibes em nosso pais. Enquanto na
regido Nordeste o consumo &, em média, de 10 kg/habitante/ano, nas
regides Sul e Sudeste — composta pelos estados que mais investem nesse
setor — a média ¢é de 40-45 kg/habitante/ano. Em relacéo a outros paises,
0 consumo no Brasil também é baixo, ja que na Argentina sdo consumidos
73 kg per capita/ano e no Chile, 93 Kg percapita/ano; Alemanha, Bélgica,
Portugal e Dinamarca possuem uma média de 75 kg por pessoa/ano, e na
recordista, Turquia, cada pessoa consome 154 kg por ano. Contudo,
vemos que embora o faturamento do setor tenha aumentado, o
crescimento foi baixo em relacdo aos anos anteriores, além do que o
consumo brasileiro tem muito o que crescer quando comparado aos
demais paises. 1sso justifica o investimento no setor e, também, pesquisas
que contribuam para a sua melhoria e para o aprimoramento do processo
produtivo.

1.2. Utilizacao de maltose e maltotriose por Saccharomyces cerevisiae

Para se chegar no produto final, seja ele a cerveja ou o pdo, ha a
necessidade de um processo enzimatico que consiste na hidrélise do
amido. Na producdo de cerveja esse processo ocorre durante a
mosturacdo, quando malte, lUpulo e dgua sdo misturados para formar o
mosto cervejeiro. Ali, as enzimas o- ¢ B-amilases —que foram sintetizadas
durante a maltagem dos grdos— agem sobre o amido do malte. As a-
amilases promovem uma hidrélise inicial do amido, produzindo
oligossacarideos contendo 5-10 residuos de glicose. Em seguida, esses
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oligossacarideos sofrem a agéo das f-amilases, que, a cada duas unidades
de glicose, hidrolisam ligagdes glicosidicas do tipo o 1-4, liberando
moléculas de maltose (com dois residuos de glicose) e maltotriose (com
trés) (VENTURINI-FILHO e CEREDA, 2001).

Para a producdo de pdo existem duas categorias basicas, com a
adigdo de sacarose na massa e sem essa adi¢cdo. Na primeira categoria s&o
empregadas leveduras selecionadas pela capacidade de fermentar
eficientemente a sacarose, ja que esse agucar pode compor até 30% do
peso seco da massa (BELL et al., 2001; HIGGINS et al., 2001). Ja na
segunda sdo empregadas leveduras que utilizam os principais
carboidratos obtidos com a hidrélise do amido (glicose, maltose e
maltotriose) para realizar o crescimento da massa através do processo
fermentativo (HIGGINS et al., 1999a).

Através da receita tradicional, sem adi¢do de sacarose, 0 processo de
hidrolise do amido tem inicio com a moagem dos gréos de trigo para a
obtencdo da farinha. Ali sdo liberados o0 amido, presente no endosperma,
e as enzimas o e B-amilases, presentes no gérmen. Assim, a farinha obtida
nesse processo é composta tanto pelo amido quanto pelas amilases
presentes no grao de trigo (VITTI, 2001). Com o sovamento da massa, as
a e B-amilases agem sobre 0 amido do malte, assim como na produgdo de
cerveja, liberando no mosto moléculas de glicose, maltose e maltotriose
(VITOLO, 2001; VITTI, 2001).

Tanto no setor cervejeiro como na panificacdo, para se ter uma
producdo eficiente, é necessario que as leveduras utilizadas no processo
estejam aptas a utilizar os acucares provenientes da hidrélise do amido.
Na producdo de cerveja, por exemplo, os trés carboidratos em questdo
(glicose, maltose e maltotriose) respondem por 70-80% do total de
acucares, sendo o restante representado pela frutose (2-5%), pela sacarose
(3-6%) e por acglcares ndo fermentaveis (20-30%). A maltose é o agUlcar
presente em maior quantidade (45-65% do total) no mosto cervejeiro. O
segundo agUcar fermentavel mais abundante é a maltotriose (15-20%) e o
terceiro, a glicose, com 10-15% do total de aglicares encontrados em
diversos tipos de mosto cervejeiro (GIBSON et al., 2007; WILLAERT,
2001).

Desses, a glicose é consumida mais rapidamente e, normalmente,
apo6s metade deste aglcar ser consumido é que ocorre a metabolizagdo da
maltose e maltotriose, sendo o metabolismo de maltotriose ainda mais
lento do que o de maltose em Saccharomyces. Essa dificuldade de
fermentar eficientemente a maltotriose tem impacto principalmente no
setor cervejeiro, onde, muitas vezes, quantidades significativas desse
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acucar deixam de ser fermentadas (MENESES e JIRANEK, 2002;
STEWART et al., 1979; ZASTROW et al., 2000; ZHENG et al., 1994).
Tal fato gera perda econdmica para esse setor, pois a lenta utilizacdo de
maltotriose reflete em um baixo rendimento de etanol e presenca de
acucar fermentavel no produto final, podendo ocasionar, ainda, um sabor
atipico. Portanto, as velocidades de utilizagdo dos a-glicosideos
influenciam na obten¢do de um produto final de qualidade (D’AMORE
etal., 1989; ERNANDES et al., 1993).

A utilizac8o de maltose e maltotriose pelas leveduras inicia-se pelo
transporte ativo para o interior da célula, através do simporte com H+
(vide Figura 1.3). A seguir esses carboidratos sdo hidrolisados por
maltases (a-glicosidases), liberando as moléculas de glicose que serdo
metabolizadas até etanol pela glicélise (ZASTROW et al., 2001).

Para que uma cepa de S. cerevisiae seja capaz de fermentar a maltose
€ necesséria a presenca de pelo menos um dos cinco loci MAL existentes
nessa levedura. Todos os cinco loci MAL séo subteloméricos e cada locus
se encontra em um cromossomo diferente: o locus MAL1 se localiza no
cromossomo VII; o MAL2, no cromossomo Il1; o MAL3, no Il; o MALA4,
no XI; e, 0 MALS, no VIII. Esses cinco loci MAL podem ser constituidos
pelos trés genes necessarios & metabolizacdo da maltose: o gene MALx1
(onde x representa o locus), que codifica o transportador de maltose; o
gene MALX2, que codifica a maltase; e 0 gene MALX3, que codifica uma
proteina reguladora que induz a expressao dos genes MAL na presenca de
maltose no meio. Uma cepa de S. cerevisiae necessita, para a utilizacdo
da maltose, de apenas um desses loci completos, ou seja, apenas um locus
contendo ao menos uma copia dos genes MALx1, MALx2 e MALX3 é
suficiente para garantir uma fermentagdo eficiente desse agUcar
(NEEDLEMAN, 1991; NOVAK et al., 2004). Além desses loci
completamente funcionais (contendo os trés diferentes genes citados
acima), existem ainda pelo menos trés tipos de loci MAL parcialmente
funcionais (malp, malg e mal®). O locus malp contém apenas o gene
regulador MALX3, o locus malg contém apenas oS genes para 0
transportador de maltose e para a a-glicosidase (MALx1 e MALX2,
respectivamente) e o locus mal® apenas o gene para a o-glicosidase
(MICHELS et al., 1992; NAUMOQV et al., 1994).

Em todos esses loci, a proteina reguladora, ao ser ativada pela
maltose, é responsavel pela inducdo da expressdo tanto do gene que
codifica o transportador desse aclcar quanto do gene que codifica a
maltase (o-glicosidase). Em Saccharomyces cerevisiae, a proteina
reguladora Malx3p, na presenca de maltose (vide Figura 1.4), se liga ao
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DNA na regido promotora entre os genes MALx1 e MALX2 (ha chamada
sequéncia UASwmaL), induzindo a transcricdo das proteinas
transportadoras Malx1p e das a-glicosidases Malx2p (CHANG et al.,
1988; GOLDENTHAL et al., 1987; LEVINE et al., 1992; SIRENKO et
al., 1995). Vale ressaltar que essa ativacdo dos genes MALx1 e MALX2
pela proteina reguladora Malx3p acontece em trans e, portanto, a presenca
de qualquer alelo MALx3 funcional é capaz de induzir a transcricdo de
transportadores de maltose e a-glicosidases em qualquer locus MAL
(MICHELS e NEEDLEMAN, 1984; NEEDLEMAN e MICHELS, 1983;
NEEDLEMAN et al., 1984).

Figura 1.3 - Utilizagdo de maltose e maltotriose por Saccharomyces cerevisiae.
As setas indicam o sentido do fluxo das moléculas de agtcar no metabolismo.
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Fonte: Alves Jr. (2010).

Além da regido UASwaL, a proteina Malx3p reconhece a regido
promotora de cada alelo MALx3. Essa sequéncia segue a estrutura
CGGNICGC, onde N9 representa uma regido rica em AT. Portanto, a
proteina reguladora, na presenca de maltose, é capaz de elevar o seu
préprio nivel de expressdo génica ao se ligar na sequéncia UASwmaL
(GANCEDO, 1998; NEEDLEMAN, 1991; SIRENKO et al., 1995).
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Ao passo que a maltose funciona como indutora dos genes MAL, a
glicose atua como repressora desses genes. 1sso pode acontecer de duas
maneiras: (1) inibindo a ativacdo da proteina reguladora Malx3p pela
maltose e (2) ativando o repressor Miglp, que impede a transcricdo dos
trés genes MAL ao se ligar a regido promotora de cada um deles (Figura
1.4) (HU et al., 1995, 2000; KIM e MICHELS, 1988; WANG e
NEEDLEMAN, 1996). O repressor Miglp reprime a expressao nao s
dos genes que codificam o transportador de maltose e a a-glicosidase, mas
também do gene MALX3 que codifica a proteina reguladora. Tal processo
é conhecido como repressdo catabélica (SANTANGELO, 2006).

Figura 1.4 - Representacdo de um locus MAL. As setas maiores (coloridas)
indicam a posi¢do de cada gene MAL no cromossomo. As linhas pontilhadas
indicam as proteinas codificadas por cada gene; as linhas continuas com setas,
inducdo; e as linhas continuas com pontas rombas, repressao.
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Fonte: Alves Jr. (2010).

Os processos de indugdo e a repressdo ndo sdo 0s UNicos processos
de regulacdo que controlam a fermentacdo da maltose. Ja foi
caracterizada, por exemplo, a existéncia de alelos para alguns dos genes
MAL que determinam a expressdo independente da inducéo pela maltose,
fendtipo esse encontrado nas chamadas cepas MAL constitutivas (MAL 9.
Esses alelos sdo mutagdes dos loci MAL, principalmente nos genes que
codificam a proteina reguladora (CHARRON e MICHELS, 1987;
GIBSON et al., 1997; WANG e NEEDLEMAN, 1996). Tais mutagdes
promovem, por si s6, uma conformacéo distinta na proteina reguladora
gue ja a torna ativa, sem a necessidade da presenca de maltose, de modo
a permitir a expressdo das proteinas Malx1p e Malx2p (GIBSON et al.,
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1997; WANG e NEEDLEMAN, 1996). Geralmente as cepas industriais
sdo MAL constitutivas, sendo essa caracteristica altamente desejavel em
cepas de cervejaria e panificagdo (HIGGINS et al.,1999a; KODAMA et
al., 1995; MENESES e JIRANEK, 2002; ODA e OUCHI, 1990). No
entanto, cepas MAL constitutivas podem ainda apresentar tanto
sensibilidade como insensibilidade a represséo pela glicose (CHARRON
e MICHELS, 1987; GIBSON et al., 1997; HIGGINS et al. 1999b;
ALVES-JR et al., 2014).

Apesar de inimeros trabalhos ja terem detalhado os mecanismos
moleculares envolvidos no metabolismo de maltose em Saccharomyces
cerevisiae, poucos estudos objetivaram analisar, como enfoque principal,
a fermentacdo de maltotriose. Ao analisarem alelos naturais do
transportador de maltose, Han et al. (1995) descobriram um gene que
passou a ser chamado AGT1, o qual codifica uma permease responsavel
pelo transporte ativo de uma série de a-glicosideos, incluindo sacarose,
trealose, maltose e maltotriose. Essa permease € um transportador com
alta afinidade (Km 7-9 mM) para sacarose e trealose, mas transporta
maltose e maltotriose com baixa afinidade (Km >20 mM) quando
comparada aos transportadores Malx1p, que possuem alta afinidade (Km
2-5 mM) pela maltose (STAMBUK e DE ARAUJO, 2001; STAMBUK
et al., 2000; VAN DER REST et al., 1995; WEUSTHUIS et al., 1993). O
Agtlp é o Unico transportador de maltotriose em S. cerevisiae, e 0 mesmo
é necessario para promover a eficiente fermentacdo desse acUcar
(ALVES-JR et al., 2008). Embora seja um transportador com
especificidade distinta quando comparado aos transportadores de maltose
codificados pelos genes MALX1 (especificos para maltose e turanose), a
permease Agtlp € aparentemente regulada pelos mesmos mecanismos de
regulacdo génica dos outros genes MAL, pois possui uma sequéncia
UASwmaL Na sua regido promotora (Figura 1.5) (HAN et al.,1995).

Figura 1.5 - Representacdo de um locus MAL contendo o gene AGT1. E
importante salientar que o gene regulador é mutante e ndo funcional (mall13).
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Fonte: Alves Jr. (2010).

Ao encontro da importancia que o transporte de maltotriose tem em
alguns segmentos industriais, constatou-se que praticamente todas as
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linhagens de cervejaria contém o gene AGT1 (JESPERSEN et al., 1999;
Vidgren et al., 2005). Embora o gene AGT1 seja encontrado em cepas ale
(S. cerevisiae) e lager (S. pastorianus, um hibrido natural de S. cerevisiae
e S. eubayanus), ele codifica uma proteina truncada e ndo funcional em
cepas lager (Vidgren et al., 2005; Nakao et al., 2009). Além disso, analises
de transcriptoma de leveduras do tipo ale tém indicado altos niveis de
expressdo dessa permease durante a fermentagdo do mosto cervejeiro
(JAMES et al., 2003; MENESES e JIRANEK, 2002; VIDGREN et al.,
2005). Essa alta expressdo génica pode ser observada também quando as
cepas ale foram crescidas em glicose (repressor), maltose (indutor) e em
uma mistura de ambos os agucares. Em todos 0s 3 meios a expressao do
gene AGT1 foi muito fraca em cepas lager e bastante forte em cepas ale.
Também foi claramente observado que a glicose reprime a expressao do
AGT1 e a maltose a induz em ambas as cepas (Vidgren et al., 2005).
VIDGREN et al.,, (2011) analisaram o locus MAL1 de cepas
industriais de S. cerevisiae, S. paradoxus e S. mikatae e compararam com
a levedura de laboratério S288c. Eles observaram (Figura 1.6) que o locus
MAL1 da S288c contém o gene IMAL, 73 % idéntica a0 MALx2, em
adicdo ao locus MAL classico (MAL11, MAL12 e MAL32). O IMAL
codifica uma a-glicosidase, capaz de hidrolisar isomaltose e a-metil-
glicosideo, (Teste et al., 2010). Esse gene também foi encontrado nas
demais cepas analisadas, sendo que na S. cerevisiae ele codifica uma
proteina truncada. Nas cepas S. paradoxus e S. mikatae foi observado uma
ORF com uma sequéncia similar (88% em S. paradoxus e 84% em S.
mikatae) ao gene que codifica para o transportador de maltose/maltotriose
MTT1 (Salema-Oom et al., 2005; Dietvorst et al., 2005). O loci MAL
contendo o gene AGT1 das cepas industriais apresenta outros genes MALX
e, portanto, & mais extensivo que o locus MAL classico encontrado na cepa
S288c. Com base na analise da sequéncia de todo o genoma, S. mikatae
divergiu do ancestral comum mais cedo do que S. cerevisiae e S.
paradoxus (Kellis et al., 2003). A presenca do loci MAL contendo o gene
AGT1 é muito semelhante em S. paradoxus e S. mikatae, o0 que sugere que
essa é a estrutura do locus inicial no ancestral comum, ou seja, 0s genes
MAL ja haviam sido multiplicados no locus da cepa ancestral da qual estas
estirpes de Saccharomyces sensu stricto foram originadas. As
divergéncias encontradas em S. cerevisiae industriais e laboratoriais em
relagdo ao ancestral parecem ter sido acompanhadas pela exclusdo de
algumas dessas repeticdes. O locus da S. cerevisiae RM11-1a poderia ter
sido derivada da S. mikatae e S. paradoxus loci por eliminacdo da
sequéncia entre a primeira e terceira ORF MALx3 (Figura 1.6). Esta
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exclusdo faria remover apenas copias extras do transportador de maltose
(Mttlp) e genes MALx3 (ativadores). Estirpes laboratoriais, tais como
S288c, sdo originalmente derivadas a partir de isolados naturais e durante
a sua evolucdo em condi¢Bes laboratoriais podem ter se diferenciado
desde as suas origens naturais. O locus MALL de S. cerevisiae S288c
poderia ser derivado da RM11-1a através de mais delecdo, mas desta vez
entre a sequéncia entre 0 gene AGT1 e o primeiro MALX2 (Figura 1.6). A
instabilidade excepcional das regifes teloméricas promove reorganizacao
frequente do loci MAL. Esta caracteristica € benéfica para a rapida
adaptacdo a novos ambientes. Por exemplo, a duplicagdo de genes MAL
seguido de divergéncia funcional gerando novos alelos pode permitir que
0 metabolismo de carboidratos diferentes. Brown et al. (2010) sugerem
que a reorganizacao ocorre com frequéncia em MAL loci e, depois de
divergida da estirpe ancestral, as espécies de Saccharomyces evoluiram
seus MAL loci de modo a serem capazes de utilizar determinados hidratos
de carbono.

Dentro do complexo Saccharomyces sensu stricto, a permease
Agtlp, entretanto, ndo pode ser considerada a Unica responsavel pelo
transporte de maltotriose através da membrana plasmatica das células. Na
espécie Saccharomyces pastorianus, um hibrido natural de S. cerevisiae
e S. bayanus, utilizado na produgdo de cervejas do tipo lager, foi
caracterizada uma permease com maior afinidade por maltotriose (Km
~20 mM) que por maltose (Km ~70 mM) (SALEMA-OOM et al., 2005).
Essa permease, codificada pelo gene denominado MTT1, é essencial para
0 transporte de maltotriose em cepas de S. pastorianus, uma vez que a
expressdo da permease Agtlp é praticamente nula nessas leveduras e,
além disso, tal permease é truncada e ndo funcional nas cepas do tipo lager
(Vidgren et al., 2005; Nakao et al., 2009). A permease Mttlp apresenta
91% de similaridade aos transportadores Malx1p e 62% de similaridade
ao Agtlp (DIETVORST etal., 2005). Segundo Salema-Oom et al. (2005),
a montante e a jusante do gene MTT1, também sdo encontrados genes que
codificam, respectivamente, uma a-glicosidase e uma proteina reguladora
Malx3p.

A levedura industrial utilizada neste trabalho foi a CAT-1, uma das
responsaveis pela maior parte da producao de alcool combustivel a partir
de sacarose no Brasil (Basso et al., 2008). Essa levedura é bastante
importante nesse cendrio, visto que possui alta resisténcia ao estres
presente nas dornas de fermentacdo, uma alta capacidade de reciclo
celular e de fermentar mesmo na presenca oxigénio. Esses fatores foram
evidenciados também em um estudo realizado por AMORIM NETO et
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al., (2009), onde a CAT-1 foi utilizada para a producéo de uisque escocés
e comparada com leveduras ja otimizadas desse processo. O resultado foi
bastante surpreendente, visto que a CAT-1 apresentou maior capacidade
de tolerancia ao estres do meio e as caracteristicas sensoriais produzidas
se mantiveram dentro dos padrBes estabelecidos para esse uisque. A
temperatura utilizada para os testes foi de 30°C, mas ao realizarem testes
a 40°C a CAT-1 se mostrou com maior habilidade fermentativa do que a
levedura ja utilizada nesses processos. Além disso, um fator consideravel
foi que ao final da fermentacdo elas se mantiveram com uma Otima
viabilidade, o que ¢ bastante interessante, pois a morte de leveduras ao
final do processo interfere nas caracteristicas sensoriais do produto e
dificulta o reciclo celular, sendo esse mais um ponto positivo a favor da
utilizacdo dessa levedura em processos industriais de producao de uisque.
No entanto, ao passo que a CAT-1 possui essas caracteristicas
importantes para tal processo, a sua incapacidade de fermentar a
maltotriose é um problema, visto que o substrato para essa producdo é
proveniente do amido, onde a quantidade de maltotriose € bastante
representativa (DUVAL et al., 2010; AMORIM NETO et. al., 2009).
Portanto, a otimizacdo do metabolismo de maltotriose por essa levedura
industrial é bastante importante para o desenvolvimento de processos com
hidrolisados de amido onde ela seja empregada.

Dados obtidos por ALVES-JR. (2010) e DUVAL e colaboradores
(2010) demonstraram que a linhagem CAT-1 é incapaz de fermentar
eficientemente a maltotriose, e que somente é capaz de consumi-la este
acucar, e produzir quantidades infimas de etanol, apds uma extensiva fase
lag (>100-120 h). Essa utilizacdo tardia da maltotriose ocorre através da
hidrolise extracelular liberando glicose e maltose, que sdo internalizadas
pelos transportadores Hxtp e Malx2p, respectivamente. ALVES-JR.
(2010) mostrou que a hidrdlise extracelular ocorre pela acdo da enzima
codificada pela ORF YJL216C, que até entdo s6 havia sido predita como
a-glicosidase. No entanto, TESTE et al., (2010) demonstraram que essa
ORF, juntamente com mais quatro (YGR287c, YIL172c, YJL221c e
YOL157c), fazem parte de uma familia multigénica localizada em regides
teloméricas de diferentes cromossomos. Esses genes apresentam alta
similaridade entre si (66-100%), e com os genes das maltases MALx2 (63-
74%), mas ao contrario das maltases que hidrolisam liga¢des a-1-4, as
enzimas codificadas por esses genes hidrolisam preferencialmente
ligacdes a-1-6. Esse fato confere a elas a habilidade de hidrolisar a
isomaltose, o que foi decisivo para que 0s autores renomeassem esses
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genes como IMAXx (IMA1 ao IMADS) e, portanto, a enzima passou a ser
denominada isomaltase.

Figura 1.6 — Comparagdo do Loci MAI1 contendo o gene AGT1 de leveduras
Saccharomyces sensu stricto. Genes em letra mindscula indica genes ndo
funcionais. Genes entre parénteses indica expressdo de uma proteina truncada.
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Fonte: VIDGREN et al., (2011).

Embora essa hidrolise extracelular da maltotriose pela isomaltase
tenha sido a Unica forma que a cepa CAT-1 conseguiu utilizar esse agUcar,
tal utilizacdo ocorreu de forma tardia e sem produzir quantidades
consideraveis de etanol. Como ALVES-JR. e colaboradores (2008)
demonstraram que, em Saccharomyces cerevisiae, a presenca da
permease Agtlp na membrana plasmatica das células é indispensavel para
a rapida utilizacdo da maltotriose e para a consequente fermentagdo desse
acucar, a auséncia do gene AGT1 ou da falta de expressao do mesmo faz
com que as células sejam incapazes de transportar esse aglcar através da
membrana plasmatica. Como ja foi descrita a presenca do gene AGT1 no
cromossomo VII da levedura industrial CAT-1 (DUVAL et al., 2010), o
fato de tal cepa ndo fermentar a maltotriose sugeria que a permease
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provavelmente ndo era funcional. No entanto, a sequéncia da regido
codante (ORF) do gene AGT1 presente na CAT-1 (ALVES-Jr, 2010;
BABRZADEH et al., 2012) revelou polimorfismos na permease Agtlp ja
encontradas em outras permeases Agtlp sequenciadas de linhagens
industriais (SMIT et al., 2007; VIDGREN et al., 2005), e que codificam
para uma proteina funcional com 616 aminoacidos. De fato, Godoy
clonou a ORF do gene AGT1 da linhagem CAT-1, e a inseriu no
plasmideo pGRSd-AGT1, o qual possui um promotor constitutivo (Pcpp).
Esse plasmideo foi inserido em leveduras de laboratério que néo
possuiam o gene AGTL (agtlA) e que ndo eram capazes de utilizar
maltotriose. As cepas transformadas com o plasmideo passaram a
consumir e fermentar a maltotriose, demonstrando que a néo
funcionalidade da permease Agtlp na linhagem industrial CAT-1 é
decorrente de alteragdes na sua regido promotora, e ndo na sequéncia do
gene (GODOY 2013). GODOY (2013) clonou a ORF do gene AGTl1 e a
inseriu no plasmideo pGRSd-AGT1, o qual possui um promotor
constitutivo (Pgrp). Esse plasmideo foi inserido em leveduras de
laboratério que ndo possuiam o gene AGT1 e nem eram capazes de utilizar
maltotriose. ApOs ensaios de crescimento e fermentacdo as cepas
modificadas com o plasmideo passaram a consumir e fermentar a
maltotriose. Por outro lado, a grande semelhanca entre a regido promotora
das linhagens CAT-1 e Al5 (Figura 1.7), com a presenca de apenas 2
sitios de ligacdo para o ativador MALX3 préximos ao gene AGT1, podem
explicar a ndo funcionalidade desta permease nas linhagens industriais
uma vez que Vidgren e colaboradores (2011) ja demonstraram que a
regido promotora da linhagem A15 ndo é induzida por maltose. Desse
modo, tal trabalho demonstrou que a ndo funcionalidade da permease
Agtlp é decorrente de alteragdes na sua regido promotora, decorrente da
diminuicdo de um sitio de ligacéo do ativador MALX3

A época, a linhagem CAT-1 sobre-expressando o gene AGT1 estava
sendo utilizada para otimizar a fermentagdo da sacarose pela realocacdo
da atividade da invertase nas células de levedura (BASSO et al., 2011;
MULLER, 2013). Quando duas dessas cepas recombinantes foram
analisadas mediante a utilizacdo de maltotriose obtivemos um resultado
bastante intrigante, visto que a cepa GMY08 (sobre-expressando o gene
AGT1eiSUC2, sem expressar 0 gene SUC2) estava apresentando melhor
consumo de maltotriose do que a cepa GMY 05 (sobre-expressando 0 gene
AGT1 e expressando normalmente o gene SUC2). Esse dado nos levou a
crer que a invertase intracelular sobre-expressa (codificada pelo gene
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iISUC2) estava sendo responsavel por otimizar a utilizacdo de maltotriose
pela cepa GMY08.

Figura 1.7 — Comparagdo das regiGes promotoras do gene AGTL1 presente as
linhagens A15 e CAT-1.

Inicio do gene AGT1 -1674
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Portanto, com o intuito de melhorar a compreensdo do metabolismo
de maltotriose em S. cerevisiae e a fermentacao desse agucar, resolvemos
avaliar neste trabalho esse perfil de utilizacdo de maltotriose curioso e
inesperado ainda ndo descrito na literatura.

1.3. Invertase

A enzima invertase tem um papel fundamental no metabolismo de
S. cerevisiae frente a producdo de alcool combustivel a partir da cana-de-
acucar no Brasil. Hoje nosso pais é o segundo maior produtor de alcool
combustivel do mundo e, também, o mais competitivo, com um mercado
domeéstico bem desenvolvido e cada vez mais estimulado pelas vendas
crescentes de carros bicombustiveis. A produgdo de etanol combustivel
tem sido apoiada pelo desenvolvimento de novas variedades de cana,
variaveis meteorologicas favoraveis, solos férteis e meteorologias
agricolas (LEITE et al., 2009). Para que esse processo aconteca €
imprescindivel que a levedura utilizada seja capaz de fermentar
eficientemente a sacarose (uma molécula de glicose ligada a uma de
frutose, através de uma ligacdo osidica a1-p2), visto que essa representa
90% dos agucares presentes na cana-de-acUcar. A ligagdo osidica da
sacarose permite que ela seja hidrolisada por duas enzimas: por a-D-
glicosidases, que reconhecem a ligagdo “Gli-al”, e por -D-frutosidases,
que reconhecem a ligagdo “B2-Fru”. Isso confere duas rotas de utilizacao
para a sacarose em S. cerevisiae. Uma delas é através da sua hidrolise no
meio extracelular, pela acdo da invertase (3-D-frutosidase) extracelular,
gerando os monossacarideos glicose e frutose que sdo internalizados por
transportadores HXT. Outra forma de captacdo de sacarose é através do
transporte direto do aclcar para o interior da célula através do co-
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transporte de protons. Esse transporte é realizado com alta afinidade (Km
7 mM) pela permease codificada pelo gene AGT1 e com baixa afinidade
(Km>100 mM) pelos transportadores de maltose codificados pelos genes
MALXx1 da familia MAL. ApGs a internalizacdo a sacarose é hidrolisada
pela invertase intracelular ou pela maltase (a-D-glicosidase) (BADOTTI,
BATISTA; STAMBUK, 2006; BADOTTI et al., 2008; BARFORD;
PHILLIPS; ORLOWSKI, 1992; BATISTA; MILETTI; STAMBUK,
2004; MWESIGYE; BARFORD, 1996; ORLOWSKI; BARFORD,
1991).

A invertase (EC 3.2.1.26), pertence a familia 32 glicosilhidrolase
(GH32) e possui dois dominios distintos. O dominio N-terminal forma
uma estrutura de hélice com cinco folhas beta (B hélice), onde encontram-
se 0s sitios de ligacdo ao substrato. J& o dominio C-terminal apresenta
uma estrutura de sanduiche de folhas betas ( sanduiche), caracteristico
das enzimas pertencentes & familia GH32 (HENRISSAT et al., 1995).

Apesar da invertase de S. cerevisiae ter sido uma das primeiras
enzimas estudadas na bioquimica, até recentemente sua estrutura ainda
ndo tinha sido resolvida. SAINZ-POLO et al. (2013) publicaram a
estrutura tridimensional da invertase da linhagem de S. cerevisiae S288C,
onde é observada uma estrutura quaternaria ndo usualmente encontrada
em outras invertases. Os mondmeros associam-se em dois tipos diferentes
de dimeros que estéo por sua vez unidas em um octamero, melhor descrito
como um tetramero de dimeros. A dimerizacdo desempenha um papel
determinante na especificidade do substrato, pois essa estrutura limita o
acesso do dissacarideo (sacarose), ou oligossacarideos (inulina) curtos de
até quatro unidades ao sitio ativo da enzima. A analise comparativa de
enzimas de GH32 mostra que a formacdo da invertase em octameros
ocorre através de uma extensdo das folhas B que parece Unica para esta
enzima. A interacdo entre dimeros é determinada por uma sequéncia curta
de aminoécidos no inicio do dominio sanduiche . Na estrutura
tridimensional, representada na Figura 1.8, podemos observar a enzima
invertase de S. cerevisiae S288c na conformacdo de octdmero, melhor
denominada como tetrdmero de dimeros.

A enzima invertase, como mencionado anteriormente, possui um
papel importante no metabolismo de aglcares pelas leveduras e catalisa a
hidrélise do dissacarideo sacarose (produzindo mondmeros de glicose e
frutose) e do trissacarideo rafinose (Galactose a-1,6 Glicose f-1,2
Frutose), produzindo frutose e melibiose (GASCON; NEUMANN;
LAMPEN, 1968; TAUSSIG; CARLSON, 1983). Embora as linhagens de
leveduras possam conter qualquer nimero e combinagdo dos genes SUC,
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a analise de leveduras isoladas em diferentes ambientes industriais
revelou que S. cerevisiae apresenta alta atividade de invertase e também
varios loci SUC no genoma quando isoladas de ambientes onde a sacarose
é o principal acucar a ser fermentado (como caldo de cana ou melaco).
Isso inclui leveduras de panificagdo e as utilizadas na produgéo de bebidas
destiladas. Por outro lado, é extremamente raro a detec¢do em linhagens
utilizadas na producdo de vinho amplificacdo dos genes SUC, pois a
glicose e frutose sdo os principais acucares a serem fermentados na
producdo dessa bebida (BIDENNE et al., 1992; DENAYROLLES et al.,
1997).

Figura 1.8 — Estrutura tridimensional da enzima invertase de S. cerevisiae
(SAINZ-POLO et al., 2013).

Fonte: Protein Data Base

Dados presentes na literatura sugerem uma alta amplificacdo génica
nos genes da familia SUC em leveduras S. cerevisiae. O gene da [3-
frutosidase SUC2 é, geralmente, o responsavel pela sintese da invertase.
Entretanto, existem diversos outros genes SUC descritos na literatura.
Todos os genes da familia SUC, com excecdo do SUC2, estdo localizados
em regiBes teloméricas de diferentes cromossomos: SUC1 esta localizado
no cromossomo VII, SUC3 no cromossomo Il, SUC4 no cromossomo
XIM, SUC5 no cromossomo 1V, SUC7 no cromossomo VIII, SUCS,
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localizado no cromossoma X, SUC9 no cromossoma X1V e SUC10 no
cromossoma XVI ou XIII (CARLSON; BOTSTEIN, 1983; CARLSON;
CELENZA; ENG, 1985; NAUMOV; NAUMOVA, 2010a, 2010b). As
amplificacBes genicas nos genes SUC ¢é resultado da recombinacdo de
sequéncias teloméricas homologas de varios cromossomos. Pelo fato do
SUC2 estar localizado na parte terminal do cromossomo X, porém, ndo
na regido telomérica, assume-se este gene como ancestral dessa familia
de genes. (CARLSON; BOTSTEIN, 1983; CARLSON; CELENZA;
ENG, 1985).

Durante a expressdo do gene SUC2 sao codificadas duas formas da
invertase, uma extracelular e outra intracelular. A invertase extracelular é
um homodiimero altamente glicosilado que é secretado para o espago
periplasmatico da célula, onde ocorre a hidrélise extracelular da sacarose.
A invertase intracelular também ¢ um homodiimero, entretanto, ndo sofre
glicosilacdo, pois permanece no citoplasma celular (GASCON;
NEUMANN; LAMPEN, 1968; TRIMBLE; MALEY, 1977). Durante a
sintese da invertase € que ocorre a diferenciacdo das suas duas formas
devido a geragdo de dois tipos de mRNA (Figura 1.9), que diferem
somente na sua regido 5°. O transcrito maior, que codifica para a invertase
extracelular, tem aproximadamente 1900 pares de base (pb) e uma
sequéncia sinal (20 aminoacidos) que direciona a proteina que esta sendo
sintetizada para o sistema secretério. Esta sequéncia sinal ndo é
encontrada no transcrito menor, de aproximadamente 1800 pb, que
codifica entdo para a invertase intracelular (CARLSON; BOTSTEIN,
1982, 1983). Durante a secrecdo da invertase periplasmatica o peptideo
sinal é retirado por protedlise e a proteina madura é glicosilada. Ambas
possuem 532 aminoécidos, mas massas moleculares diferentes: proximo
de 135 kDa para a forma intracelular e valores superiores a 270 kDa para
a invertase extracelular, que pode formar complexos com mais de 800
kDa. A diferenca na massa molecular, entre as diferentes formas dessa
enzima, se deve pela existéncia de glicosilacbes na forma extracelular,
adicionadas durante o processo de sintese e secrecdo da proteina. Essa
modificagdo ndo interfere na atividade de hidrolise da enzima, mas
confere protecdo contra a agdo de proteases e contribui para a formagéo
de complexos proteicos na forma de tetrameros, hexametros e até mesmo
octameros da forma extracelular, garantindo a retencdo dessa enzima no
espaco periplasmatico das células (ALVARADO et al., 1990; REDDY et
al., 1988).
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Figura 1.9 — Estrutura dos genes SUC e sintese da invertase intracelular e
extracelular.
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Fonte: Dério (2012)

Conforme descrito anteriormente, a invertase de S. cerevisiae tem
um papel muito importante na producéo de alcool combustivel, visto que
é responsavel pela hidrolise da sacarose presente no processo de producéo
desse. Também, tem sua importancia na panificacéo, seja pela utilizacdo
de receitas com adicdo de sacarose ou seja pelo pré-crescimento do
fermento, que é realizado com melaco.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a fermentacdo de maltotriose por leveduras
Saccharomyces cerevisiae recombinantes e a possivel hidrélise da
maltotriose pela invertase intracelular.

2.2. Objetivos especificos
e Analisar a utilizagdo de maltotriose por leveduras
recombinantes: avaliar a utilizacdo de maltotriose (consumo e
producdo de etanol) em cepas geneticamente modificadas, e
comparar com a linhagem parental.

e Analisar a atividade das enzimas e transportadores
envolvidos na metabolizacdo de maltotriose: purificar e
analisar cineticamente as enzimas envolvidas na fermentacéo da
maltotriose pela linhagem CAT-1 geneticamente modificada.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Meios de cultivo e condicbes de crescimento

Para o cultivo das linhagens de leveduras foi utilizado meio rico
(YP) composto de 10 g/L de extrato de levedura (Fluka), 20 g/L de
peptona bacterioldgica (Fluka) e suplementado com diferentes fontes de
carbono, como glicose ou maltotriose. O pH do meio foi ajustado para 5,0
com a adicdo de &cido cloridrico. Para avaliagcdo do crescimento celular
foram utilizadas concentragbes de 20 g/L de maltotriose (Sigma.
Alternativamente, para a producdo de extrato celular a partir de células
reprimidas pela glicose foi utilizada a concentragéo de 40 g/L de glicose,
e as células coletadas no meio da fase exponencial do crescimento (com
20 g/L de glicose presente no meio). Para a preparacédo de meio sélido foi
adicionado 20 g/L de Bacto-agar (Fluka) antes da esterilizacdo do meio.
O armazenamento das leveduras foi realizado em meio YP-agar com 20
g/L de glicose (Vetec) em tubos inclinados e armazenados a 4°C por até
quatro meses.

3.2 Linhagens e iniciadores

A linhagem parental utilizada neste trabalho foi a CAT-1 (Tabela 1),
isolada da Usina VO Catanduva/SP em 1998/1999 (BASSO et al., 2008),
e as leveduras recombinantes foram a GMY05 e GMY08 (MULLER,
2013). Os iniciadores utilizados neste trabalho estdo descritos na Tabela
1.

Tabela 1 — Linhagens de S. cerevisiae utilizadas nesse trabalho.
Linhagens  Genoma Referéncia
(BASSO et al.. 2008)
CAT-1 genoma diploide
GmYos CAT-1 SUC2 SUC2 Pipp::AGTI AGT! (MULLER, 2013)
GMY0e VRGO2 loxP-KanMX-loxP  Papy:iSUC2  suc2::loxP-Ble -loxP::suc2 (MULLER, 2013)
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Tabela 2 — Iniciadores utilizados neste trabalho

Iniciador Sequéncia Aplicacio
ACTIF GCCTTGGACTTCGAACAAGA qPCR
ACTIR TCCTTCTGTTTTGGGTTTGG qPCR
AGT1-1347F TGGTGGAATGGGTTTTGGTT qPCR
AGT1-1397R CCACCGGCACCATTACTAGC yPCR
qPCR-S1 IC2-F TCCGTCTTTGCCGACTTATC L|PCR
qPCR-SUC2-R ACCACGGTCCAAAAAGAAGG qPCR
qPCR- MALx1-F CTCATGGCGCTAAAATGGGT qPCR
GPCR-MALX1-R AAGAACGCGACAACCATTAGAAG qPCR
qPCR- MALX2-F GGCGTTGATGCTATTTGGGTTTGT gqPCR
agPCR-MALx2-R GAGGTCTCCAGARGAACCAGTCAC 4gPCR
qPCR-MALx3-F GTATTTACTGTACCAGG qPCR
gPCR-MALx3-R TCTTCAGTGCAAGAA gqPCR
qPCR-IMAS-F ACAATGACGGATGGGGTGATTTAGC qPCR
qPCR-IMA5-R CAACAATAACCTTGATACCTCTCTTATGAGC qPCR

3.3 Analise da expresséo génica por PCR em tempo real

Para a analise da expressao dos genes AGT1, SUC2, MALx1, MALX2,
MALXx3 e IMAS5, as células foram coletadas, centrifugadas (7.000 g, 4 min)
e em seguida realizada a extragdo do RNA total utilizando o RNeasy Mini
Kit (Qiagen), de acordo com as instrucdes do fabricante. Em seguida, 0,5
pg de RNA total foram utilizados para a sintese de cDNA com o
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen), conforme instrug¢des do
fabricante. Para realizagdo do PCR em tempo real, foi utilizado o
QuantiFast Sybr Green PCR Kit (Qiagen). As reagdes de 20 pL
continham 10 pL de SYBR Green qPCR Mix 1x e o volume restante
continha o cDNA para cada amostra e os iniciadores. Os oligonucleotdeos
especificos para cada gene utilizado nessas reacOes estdo descritos na
Tabela 3. Para a reacdo de amplificacdo, a concentracdo de
oligonucleotideos foi 0,3 uM. Também foram calculadas as eficiéncias de
amplificacdo dos pares de oligonucleotideos através da amplificacdo de
uma curva padrdo de cDNA com cinco pontos (400 ng; 200 ng; 100 ng;
50 ng e 25 ng) para cada par de oligonucleotideo. Assim, a concentracdo
de cDNA estipulada para as rea¢es foi de 100 ng.

As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento
Rotor-Gene Q (Qiagen), e a ciclagem ocorreu em duas etapas: 40 ciclos
de 5 segundos de desnaturagio a 95 °C e 10 segundos de anelamento dos
iniciadores e extensdo. Ao final da Ultima etapa de cada ciclo ocorreu a
aquisigdo de fluorescéncia. Os dados gerados a partir dessas reagdes
foram analisados a partir do software prdprio do equipamento. Em cada
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ensaio, foi gerada uma curva de dissociacdo (ou curva de melting) para
confirmar a amplificacdo de apenas um produto.

Para analise da expressao relativa, foram subtraidos dos valores de
Cts (Tempo de Ciclagem) do gene de interesse dos valores de Cts do gene
constitutivo de cada amostra. Desse valor gerado, foi subtraido o valor
médio do controle para cada amostra, incluindo o proprio controle.
Finalmente, cada valor gerado serviu como um expoente negativo de base
2. A férmula do método comparativo AACT, 272ACT, foi proposta por
SCHMITTGEN e LIVAK (2008), e foi utilizada para realizar os calculos
da expressdo relativa neste trabalho (Equacéo 3.1).

(3.1)
~— . - teste v - ontrole
AACT = (C Lalvo C Iconstitutivo) St (C Lalvo ( Lconstitutivo s =

O gene normalizador utilizado em nossas reagbes foi o ACTL,
responsavel pela sintese de B-actina e expresso constitutivamente em
leveduras S. cerevisiae. J& a expressdo dos genes SUC2, AGT1, MALx1,
MALx2, MALx3 e IMA5 na linhagem industrial CAT-1 foram utilizados
como calibrador para o calculo da expressao relativa.

3.4 Cultivos Celulares

3.4.1 Pré-cultivos

Os pré-cultivos das leveduras foram realizados em 4 mL de meio
rico YP acrescidos 20 g/L de glicose e incubados a 28°C, por 48 horas a
160 rpm. Para determinacdo da massa seca de leveduras, foi utilizada a
equacdo 3.2. Primeiramente foi medida a densidade éptica da amostra em
comprimento de onda de 570 nm, devendo a leitura da absorbancia ficar
entre 0,030 a 0,300. Ao valor da absorbancia mensurada, multiplicou-se
o0 Fator de Conversdo 0,27 para a determinacdo da concentracdo celular.
Esse valor foi obtido pela razdo entre a massa seca de células e a
absorbancia da cultura.

Xbirurru.\'.\'u =A Bsnmu.\'.f ra - D.FC [3 |2}

Xbiomassa = Concentragio da biomassa celular na amostra expressaem g L I
ABS mostra = Absorbancia da amostra em 570 nm;

D = Fator de dilui¢io da amostra;

FC = Fator de conversio da absorbiincia para massa seca de leveduras.
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3.4.2 Crescimento em frasco agitado

A partir da pré-cultura descrita anteriormente, foi adicionado 1/100
do volume de células em relagdo ao volume de meio rico YP contendo 20
g/L de maltotriose. As células foram crescidas sob agitagdo constante de
160 rpm, a 28°C. As amostras foram retiradas em intervalos de tempo no
intuito de coletar o maior nimero de pontos dentro da fase exponencial
de crescimento celular. A partir dessas amostras, foi realizada a leitura da
absorbancia em 570 nm e aliquotas de 500 uL foram centrifugadas (5.000
g, 4 min), o sobrenadante coletado e estocado a 20°C (freezer) para
posterior analise dos aglcares e etanol.

Para o0s ensaios de transporte de substratos e fermentacdo em
batelada simples com frascos agitados foi necessario concentrar as células
até 20 g/L. Para isso, as células foram coletadas no inicio da fase
exponencial, com uma concentracdo de 1-1,5 g/L, centrifugadas (6000
rpm, 5 minutos) para a retirada do meio de cultura, e lavadas com agua
destilada gelada. O processo de lavagem foi repetido trés vezes. Levando
em consideracdo a concentracdo celular na hora da coleta das células e o
volume de cultivo, pode-se calcular a quantidade de dgua necessaria para
que a suspensdo celular fique numa concentracao de 20 g/L.

3.5 Determinac6es Bioquimicas

A quantificagdo de maltotriose e etanol foram realizadas por
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC, Jasco X-LC) com detector
de indice de refraccdo (RI 2031 plus, Jasco) e coluna para &cidos
organicos HyperREZ XP Organic Acid Column (Thermo Scientific). A
fase mdvel utilizada foi 5 mM de 4cido sulftrico, a 20°C, com um fluxo
de 0,3 mL/min.

3.6 Determinacio da atividade de transporte de pNFoG

A atividade de transporte nas linhagens analisadas foi determinada
utilizando células intactas conforme o método colorimétrico proposto por
HOLLATZ E STAMBUK (2001). O principio do método baseia-se na
utilizacdo do p-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo, substrato sintético
estruturalmente andlogo a maltose, para avaliar a capacidade das
leveduras em transportar a-glucosideos. Em S. cerevisiae, esse substrato
¢ transportado com alta afinidade pelo transportador Agtlp, e a seguir é
hidrolisado por a-glicosidases. A liberacdo do p-nitrofenol, composto
guimico de cor amarela, permite estimar a atividade de transporte, através
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da intensidade de cor medida em espectrofotdmetro. Partindo de
suspensoes celulares (20 g/L), 100 pL foram transferidos para 02 tubos e
fervidos a 100°C, a fim de preparar os controles negativos. Outros 100 pL
foram adicionados juntamente com 100 pL de pNFaG (tampao MOPS-
NaOH pH 6,8) durante 5 ou 10 min a temperatura ambiente, dependendo
se a linhagem possui ou ndo, respectivamente, a permease Agtlp no
genoma. As reagGes foram interrompidas através da adi¢do de 1 mL de 2
M de bicarbonato de sédio. As amostras foram centrifugadas a 12.000
rpm por 3 min e o p-nitrofenol liberado foi medido por absorbancia a 400
nm utilizando 800 L do sobrenadante. Todas as analises foram feitas em
triplicatas e os controles negativos com células fervidas, em duplicata. As
atividades de transporte foram expressas em nmoles de p-nitrofenol
liberado por mg de células (massa seca) por min.

3.7 Purificagéo da Enzima Invertase

3.7.1 Obtencéo do Extrato Celular

Para a obtengdo do extrato celular de células reprimidas por glicose,
as células foram crescidas meio rico YP contendo 40 g/L de glicose. O
crescimento foi mantido sob agita¢do constante de 160rpm, a 28°C. Apds
9 horas, aproximadamente, quando a concentracdo de agucar no meio
estava em 20 g/L de glicose, as células foram coletadas em tubos Falcon
de 50 mL e centrifugadas a 3.000g por 5 minutos. Apds isso elas foram
lavadas 3 vezes com agua destilada a 4 °C. Depois foram lavadas com
tampédo A (100 mM MOPS-NaOH pH 6,8), mas dessa vez centrifugadas
a 5.000 g por 3 minutos e o sobrenadante foi descartado. Foi adicionado
ao Falcon 10 mL de tamp&o B (20% glicerol, ImM EDTA, ImM DTT e
tampdo A) e aproximadamente 5 mL de bolinhas de vidro tratadas com
acido (Sigma, 425-600 um). O Falcon foi vortexado por 1 minuto e ficou
no gelo por 1 minuto, de modo que esse processo se repetiu por 5 vezes.
Com esse processo concluido as células foram centrifugadas a 5.000 g por
3 minutos e o sobrenadante (extrato) foi coletado com uma pipeta e
armazenado em Falcons de 15 mL no freezer a -20 °C.

3.7.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A coluna de troca i6nica usada neste processo foi a Resource Q (GE
Healthcare) de 1 mL, ligada a um equipamento AktaPrime Plus (GE
Healthcare). A coluna foi equilibrada em tampéo A (10 mM Tris-HCI, pH
8), e apos injecdo da amostra, a coluna foi lavada com 5 vezes o seu
volume com tampdo A para que as proteinas que ndo se ligaram sejam
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eluidas. A seguir iniciamos a passagem do Tampéo B (10 mM Tris-HCI
contendo 1M NaCl, pH 8) com um gradiente linear de 30% a 80%. Depois
o0 gradiente foi elevado a 100%, e passados 5 volumes da coluna. Todas
as solugdes usadas nesse processo foram desgaseificadas e filtradas em
filtro milipore de 0,22 um (o extrato celular foi somente filtrado). As
amostras coletadas foram de 0,5 mL e, entdo, submetidas as analises
bioguimicas. O processo de purificacdo foi avaliado mediante analises de
atividade das fragdes sobre substratos especificos, assim como por SDS-
Page e espectrometria de massas.

3.8 Quantificacao de Proteinas
A concentracao de proteina foi determinada de acordo com o método
de Bradford (1976), utilizando a ovo albumina como padréo.

3.9 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Contendo SDS (lauril
sulfato de sédio)

As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (Page) contendo SDS (LAEMMLI, 1970). Foram
utilizadas placas de vidro de tamanho 8 x 10 cm e espacadores de 1,0 mm.
O gel de separacgéo de 10% acrilamida foi preparado misturando-se 3,34
mL de solugdo acrilamida-bisacrilamida (30:0,8), 4,01 mL de &gua
destilada, 2,5 mL de tampdo 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8, 0,1 mL de 10%
SDS, 0,05 mL de 10 % persulfato de amonio, e 0,005 mL de TEMED,
perfazendo um volume final de 10,005 mL. O gel de aplicagdo
(“stacking™) foi preparado misturando-se 2,1 mL de &gua destilada, 0,5
mL de acrilamida-bisacrilamida (30:0,8), 0,38 mL de tampdo 1,0 M
Tris/HCI pH 6,8, 0,05 mL de 10% SDS, 0,025 mL de 10% persulfato de
amonio, e 0,005 mL de TEMED, perfazendo um volume final de 3,06
mL. O tampéo de corrida utilizado na cuba de eletroforese foi o tampéo
25 mM Tris, 192 mM glicina e 0,1% SDS, pH 8,3.

As amostras foram dissolvidas em tampdo de amostra (0,5 M
Tris/HCI pH 6,8 contendo 10% glicerol, 10% SDS, e 1% de azul de
bromofenol). A eletroforese foi processada a uma voltagem constante de
150 V durante aproximadamente 1 hora. Apds a corrida, o gel foi corado
com Coomasie blue R ou nitrato de prata. O marcador de peso molecular
utilizado foi o BenchMark Prestained (Novex) composto por 10 proteinas
com pesos moleculares variando de 6 kDa & 180 KDa.

3.10 Coloragdo com Coomasie Blue R-250
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Apos SDS-Page o gel foi colocado numa solucdo fixadora contendo
30% de etanol e 10% de &cido acético (v/v) e mantidos sob agitacdo por
30 min. Em seguida a solugdo fixadora foi trocada pela solugdo de
coomassie 0,025% (m/v), e o gel ficou overnight para obter coloracéo.
Decorrido este tempo, a solugcdo de corante foi retirada do recipiente
contendo o gel e 0 excesso de coomassie foi eliminado através de diversas
incubac6es em solugdo descorante (20% etanol e 5% &cido acético (v/V)).
Apbs o término do procedimento, o gel permaneceu numa solucdo
preparada com 5% de acido acético (v/v) para preservar o gel.

3.11 Coloragéo com Nitrato de Prata

As proteinas presentes nos géis foram reveladas por precipitacdo
com nitrato de prata (BLUM et al., 1987). Os géis foram fixados em 50%
de metanol contendo 5% de &cido acético por 20 min. Apds a fixacao, os
géis foram incubados em 5% de metanol por 10 min. Em seguida foram
lavados em agua ultrapura. ApoOs esse periodo os géis foram
sensibilizados com 0,02% de tiossulfato de sédio por 1 min, lavados com
agua ultrapura por 1 min, e incubados com 2 g/L de AgNOs por 20 min.
A seguir os géis foram lavados com agua ultrapura por 1 min, e a
revelagdo realizada com 2% carbonato de sédio contendo 0,4% de
formaldeido 37%, e parada com 5% &cido acético por 20 min. Os géis
foram armazenados em 2% &cido acético.

3.12 Ensaios enziméticos

A hidrolise de 100 mM de maltotriose, maltose, sacarose ou rafinose,
ou ainda 2 mM de pNFaG, foi avaliada utilizando-se células
permeabilizadas (STAMBUK 1999), extratos celulares, fracdes das
cromatografias, ou ainda fragdes do gel de poliacrilamida, utilizando-se
tampdao 100 mM Mops-NaOH, pH 6,8, ou alternativamente tamp&o 0,5 M
Succinato-Tris, pH 5,0. As reac¢6es foram incubadas & 30°C por 15-60
minutos e, apos decorrido esse tempo, foram fervidas a 100°C para
inativar as enzimas. A seguir foram quantificados os produtos formados
(glicose, frutose, melibiose ou p-nitrofenol). Para o ensaio de inativagdo
térmica a solucgdo contendo atividade enzimatica foi incubada em banho
maria a 44°C durante 60 minutos, sendo que a cada 10 minutos foram
retiradas aliquotas, que ficavam armazenas no gelo até ser avaliada a
hidrélise dos diferentes substratos. Para a determinagdo dos pardmetros
cinéticos foi determinada a Vo (velocidade inicial) de hidrolise
utilizando-se 10 diferentes concentracdes de substrato, e plotadas no



50

grafico de Michaelis-Menten ou no grafico duplo-reciproco de
Lineweaver-Burk.

3.13 Ensaio de hidrodlise de substratos no gel de poliacrilamida

O ensaio em gel de poliacrilamida usando o TTC (Triphenyl
Tetrazolium Chloride) permite a visualizacdo de bandas vermelhas
guando ha presenca de aglcares redutores na mesma. Apds o término da
corrida do gel esse foi transferido para um recipiente com 50 ml de 2,5%
Triton X-100, e incubado a temperatura ambiente por 30 min. A seguir o
gel foi transferido para outro recipiente contendo o substrato (0,5 M de
sacarose ou rafinose em 100 mM de fosfato de sodio, pH 6,0) e incubado
por 15 minutos a 30°C. Apds a incubacéo o gel foi transferido para uma
solucdo de 0,5 M de NaOH contendo 0,05% de TTC, e revelado em banho
maria & 90°C (GABRIEL, 1971). Alternativamente, ap6s a corrida do gel
cada raia foi cortada em 12 pedagos de 0,5 mm, e cada pedago de gel foi
incubado em 50 pl de Mops-NaOH pH 6,8 a 30°C por 15 min na presenca
dos substratos de interesse, para posterior dosagens dos produtos
formados.

3.14 Quantificacdo de glicose

A concentracdo de glicose foi determinada através de kit enzimatico
comercial (GLICOSE PAP Liquiform - Labtest Diagnostica S.A). O
principio do método consiste na oxidacdo da glicose pela enzima glicose
oxidase (GOD), produzindo acido gliconico e perdxido de hidrogénio.
Em seguida, a enzima peroxidase (POD) catalisa a reacdo entre o
peroxido de hidrogénio, a 4-aminoantipirina e o fenol, formando a
quinonimina, que é um complexo quimico de cor vermelha. A intensidade
de cor, medida numa Leitora Multifuncional (TECAN, modelo M200)
com comprimento de onda de 505 nm, é proporcional a concentracéo de
glicose nas amostras.

3.15 Quantificacdo de acUcar redutor

A concentracdo de acgucar redutor (frutose ou melibiose) foi
determinada quimicamente utilizando um protocolo adaptado de Miller
(1959). O principio do método consiste na reacdo dos aglicares redutores
com o acido dinitrosalicilico em meio alcalino para formar um complexo
de cor parpura-carmin. A intensidade de cor formada foi determinada
numa Leitora Multifuncional (TECAN) no comprimento de onda de 540
nm.
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3.16 Espectrometria de Massa (MALDI-TOF)

Amostras de proteina foram tiradas de um gel corado com Coomasie
blue, as bandas foram descoradas com uma solugdo contendo 50% de
acetonitrila em 25 mM de bicarbonato de amdnio e foram desidratadas
com acetonitrila pura e secas em vacuo. Em seguida, fez-se a digestdo
com ftripsina a uma concentracdo final de 10 pg/mL em 25 mM de
bicarbonato de amonio pH 8.0, incubando no escuro a 37 °C durante 12
horas. Para a extracdo dos polipeptidios usou-se uma solu¢do contendo
50% de acetonitrila e 5% TFA (acido trifluoroacetico). A matriz utilizada
foi de a-ciano (10 mg de acido a-ciano- 4-hidrocindmico em 10 mL de
1:1 acetonitrila 5% com 3% TFA) e, juntamente com uma solugéo padréo
de peptideo, foi colocada (1 L de cada) em uma placa de platinum. Apés
as amostras secarem completamente foi adicionado 2 plL de TFA 0,1%
para ressuspender os peptideos. As amostras foram encaminhadas ao
espectrometro de massa MALDI autoflex 1l smartbeam (Bruker) e os
espectros de massa foram coletados na faixa de massas de 600 a 3000
m/z. Esses espectros foram analisados com o softwere MASCOT gie 0s
confronta com o banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information).


http://cebime.propesq.ufsc.br/equipamentos/maldi-tof/
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4. Resultados e Discussao

4.1 Utilizacéo de maltotriose pela levedura industrial CAT-1

Conforme descrito na introducdo deste trabalho, o perfil de
utilizacdo de maltotriose observado em cepas recombinantes sobre-
expressando o gene AGT1, que estavam sendo utilizadas pelo nosso grupo
de pesquisa (BASSO et al., 2011; MULLER, 2013), foi bastante curioso
e inesperado. Como forma inicial no processo de investigacdo da possivel
atividade da invertase intracelular sobre a maltotriose realizamos um
crescimento celular com o intuito de avaliar o perfil de utilizacdo de
maltotriose pelas cepas recombinantes e comparar com a cepa parental.

Como ja observado em trabalhos anteriores, a cepa CAT-1 néo foi
capaz de crescer utilizando como fonte de carbono a maltotriose, visto
que é possivel observar na Figura 4.1 que ndo ha producéo de biomassa
e nem consumo de maltotriose por essa levedura durante as primeiras
~120 h de cultivo. No entanto, quando observamos o padrdo de
crescimento e consumo de maltotriose pela linhagem geneticamente
modificada GMY05 verifica-se que embora ela consiga consumir a
maltotriose e gerar biomassa, isso ndo ocorre de forma eficiente, visto
gue mesmo depois de 120 horas de crescimento a maltotriose néo foi
totalmente consumida. Quando analisamos a producéo de alcool
verificamos que a linhagem GMY05 néo o produziu, o que indica que a
utilizacdo da maltotriose, por ter ocorrido lentamente, direcionou a
glicose originada para a via respiratdria. Portanto, este resultado
indicava que no caso da linhagem industrial CAT-1 a sobre-expressao
da permeasse Agtl melhorava o consumo do aguicar, mas nao permitiu a
eficiente fermentacdo deste a—glicosideo.

De qualquer forma, ao determinar a atividade de transporte de
pNFaG, um substrato especifico para a permeasse AGT1 (HOLLATZ e
STAMBUK, 2001), verificamos (Figura 4.2) que de fato a linhagem
CAT-1 ndo transporta este substrato (atividade <0,2 nmoles/min.mg
célula), enquanto que a linhagem GMYO05 apresentou uma atividade
aproximadamente 10 vezes maior de transporte de pNFaG (atividade ~2,5
nmoles/min.mg célula), confirmando a correta sobre-expressdo do
transportador AGT1 na linhagem geneticamente modificada.

Como pode ser observado na Figura 4.1, inesperadamente a
linhagem GMY08 foi capaz de consumir e fermentar a maltotriose mais
eficientemente do que a linhagem GMYO05. Esse resultado é bastante
intrigante, visto que a Unica diferenca entre a cepa GMYO05 (que utiliza
lentamente a maltotriose) e GMYO08 (que utilizada rapidamente a
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maltotriose) é a presenca do gene iISUC2 sobre-expresso nas células de
levedura. Como forma de elucidar tal fato resolvemos avaliar se esta
enzima é capaz de hidrolisar a maltotriose, o que seria muito curioso, visto
que a invertase é conhecida como uma enzima com atividade
B-frutosidase, e ndo uma a—glicosidase capaz de hidrolisar, por exemplo,
a maltotriose (e maltose, sacarose, etc.), como é o caso das enzimas
codificadas pelos genes MALX2.

Figura 4.1 — Crescimento celular e consumo de maltotriose (painel esquerdo) e
producdo de etanol (painel direito) pelas linhagens CAT-1, GMY05 e GMY08.
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Figura 4.2 — Transporte de pNFaG pelas linhagens CAT-1, GMY05 e GMY08
crescidas em meio rico YP contendo 2% de maltose.
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4.2 Hidrolise de di- e oligossacarideos pela linhagem industrial
GMYO08

A linhagem GMY08 possui tanto o gene AGT1 quanto o gene iSUC2 sob
controle de promotores constitutivos (GPD e ADHL1, respectivamente),
gue devem expressar 0s respectivos RNAmM mesmo quando as células
estdo crescendo em glicose (células reprimidas pela glicose). Por outro
lado, as a-glicosidases codificadas pelos genes MALx2, que podem
hidrolisar a maltotriose e outros a—glucosideos (incluindo a sacarose), sdo
enzimas normalmente reprimidas pela glicose (NEEDLEMAN, 1991).
Assim, como forma de inibir a expressdo desses genes, crescemos as
células em meio rico YP suplementado com 4% de glicose, e as células
foram coletadas no inicio da fase exponencial, momento em que a
concentracdo de glicose ainda era alta (~2%). Estas células tiveram seu
RNA purificado e utilizado para a determinacdo da expressdo dos genes
AGT1, SUC2, MALx1, MALx2, MALX3 e IMAS através de gPCR. Como
pode ser observado na Figura 4.3, enquanto que o gene AGT1 é expresso
nas linhagens GMYO05 e GMY08 mesmo ap06s crescimento em 4%
glicose, este gene ndo € expresso na linhagem CAT-1 nestas condicdes,
confirmando a modificagdo genética no promotor deste transportador que
permite a sobre-expressdo da permease AGT1. Curiosamente a expressdo
do gene AGT1 na linhagem GMY 08 é maior do que na linhagem GMY 05,
0 que é também observado ao analisarmos a atividade de transporte de
pNFoG (Figura 4.2 acima) por estas duas linhagens. Como seria também
esperado para a expressao da invertase, uma enzima reprimida pela
glicose, nossos resultados confirmam a auséncia da expressdo do gene
SUC2 nas linhagens CAT-1 e GMYO05 ap6s o crescimento em 4% glicose,
enquanto que este gene foi sobre-expresso na linhagem GMY 08 gragas a
modificacdo genética no seu promotor.

A Figura 4.3 mostra também que nas condicGes de crescimento
utilizadas a expressao dos genes MAL (MALx1, MALx2 e MALx3) foi
reprimida pela presenca de glicose. Em relagéo ao gene IMA5 podemos
observar a sua baixa expressdo, mesmo a glicose ndo atuando como
repressora direta desse genes, pois eles ndo possuem sitios de ligacao
para a Miglp na sua regido promotora. Mas, a0 mesmo tempo que ndo
sdo reprimidos diretamente pela presenca de glicose, esses genes sao
ativados pelo regulador Malx3p. Portanto, como essa proteina
reguladora é reprimida na presenca de glicose, 0 que podemos ver na
Figura 4.3, a expressao dos genes IMA5 ndo acontece de forma efetiva
(TESTE et al., 2010).
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Figura 4.3 — Expressdo relativa dos genes SUC2, AGT1, MALx1, MALx2, MALx3
e IMAS, através de RT-PCR, nas linhagens indicadas apds crescimento em meio
rico YP contendo 4% de glicose.
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Os resultados de expressdo genica mostrados na Figura 4.3 indicam
gue ap0ds crescimento em 4% glicose a Unica enzima envolvida na
hidrélise de di- ou oligossacarideos que esta sendo sobre-expressa nas
células é a forma intracelular da invertase (iISUC2). Assim, decidimos
avaliar a capacidade destas células de hidrolisar a maltotriose, sacarose e
maltose (Figura 4.4) utilizando células permeabilizadas e dois pHs
diferentes (pH 5 e pH 6,8).

Os resultados mostrados na Figura 4.4 de fato sugerem que a
invertase intracelular poderia estar hidrolisando a maltotriose. A levedura
CAT-1 e GMYO05, que ndo possuem a invertase intracelular sobre-
expressa, apresentaram basicamente o mesmo perfil de atividade sobre a
sacarose, e foram incapazes de hidrolisar maltose ou maltotriose. Ja a
cepa GMYO08, que possui a invertase intracelular sobre-expressa
(atividade >4000-5000 nmoles/min.mg célula), apresentou uma
consideravel hidrolise de maltotriose (atividade 150-250 nmoles/min.mg
célula), mas ndo do outro a-glicosideo, a maltose, o que provavelmente
reflete a auséncia de maltase. Portanto, esse resultado nos da grandes
indicios que a maltotriose estd sendo hidrolisada pela invertase
intracelular (iSUC2).
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Figura 4.4 — Atividade de hidrolise em pH 5,0 e pH 6,8 de sacarose, maltose ou
maltotriose, pelas células permeabilizadas das linhagens CAT-1, GMY05 e
GMYO08, pré-crescidas em meio rico YP contendo 4% glicose.
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Nesse mesmo experimento avaliamos a influéncia do pH na
hidrélise dos agucares, e observamos que o pH com maior atividade
enzimatica tanto para sacarose como para maltotriose foi o pH 6,8.
Embora GASCON et al (1968) ja tenha demonstrado que o pH 6timo da
atividade enzimatica da invertase (tanto extracelular como intracelular) é
0 pH 4,5, nesse mesmo trabalho eles demonstraram que a invertase
intracelular ap6s 15 minutos sob o pH 5,0 perde em torno de 20% da sua
atividade, ao passo que mesmo apds 120 minutos sob pH entre 6 e 7 ndo
ha perda de atividade. Portanto, resolvemos realizar 0s ensaios
subsequentes no pH 6,8 de modo a obter melhores resultados de atividade
e manter a enzima estavel por mais tempo.

E importante salientar que os resultados acima, obtidos com a
linhagem industrial GMY08 que sobre-expressa a invertase intracelular,
foram também reproduzidos com uma outra linhagem de laboratério
(BSY21-34B) que também sobre-expressa a forma intracelular da
invertase (alelo iISUC2). Quando esta linhagem de laboratdrio foi crescida
em meio rico YP contendo 4% glicose, as células permeabilizadas
apresentaram alta atividade de hidrolise de sacarose e maltotriose, mas
ndo de maltose (dados ndo mostrados), indicando que o fendtipo
observado ndo é uma particularidade da linhagem industrial, mas
provavelmente uma carateristica da forma intracelular da invertase.

Como obtivemos fortes indicios de atividade de hidrélise da
maltotriose pela invertase intracelular, resolvemos purificar parcialmente



58

esta enzima, a fim de confirmar se a hidrolise de maltotriose co-purificava
com a atividade invertase intracelular. Por outro lado, decidimos ampliar
também os substratos a serem testados, e além da maltose e maltotriose,
incluir o pNFaG (especifico para maltases e a-glicosidases). Da mesma
forma, além da sacarose, incluimos o trissacarideo rafinose [Gal(al-
6)Gli(a1-2B)Fru] que s6 pode ser hidrolisado por pB-frutosidases,
produzindo frutose e melibiose [Gal(a1-6)Gli], ou por a-galactosidases
(ou melibiases), produzindo galactose e sacarose. Para descartar a
possivel concomitante hidrélise da rafinose por uma a-galactosidase e
uma B-frutosidase, foi determinada a producdo de glicose a partir da
rafinose, utilizando-se um kit enzimatico especifico para glicose. A
auséncia de producdo de glicose a partir da rafinose pela linhagem
GMYO08 confirmou que esta levedura, como tipica S. cerevisiae, ndo
possui atividade melibiase (YOON et al., 2003), enquanto que esta
enzima é facilmente encontrada em outras leveduras Saccharomyces,
como S. bayanus, ou os hibridos S. pastorianus (TURAKAINEN et al.,
1993).

Extratos celulares de células crescidas em meio rico YP contendo
4% glicose foram aplicados numa coluna de troca idnica Resource Q que
possui particulas porosas de resina polimérica, que consiste em particulas
rigidas do copolimero de poliestireno-divinilbenzeno, cuja superficie e
poros contém os grupos trocadores de ions, que no caso dessa coluna séo
provenientes da aminacédo dessa resina (-NH3%*). O ponto isoelétrico da
invertase € 4,36 e quando esta enzima esta em pH alcalino, como o dos
tampdes utilizados na cromatografia (pH 8,0), ela torna-se um anion, de
modo que assim interage com os trocadores de ions da resina. Ao passo
que o tampdo B (solucdo salina), ao ser aplicado na coluna com um
gradiente crescente de concentracdo, elui as proteinas no sentido das
menos anidnicas para as mais anionicas. Na figura 4.5 é mostrado o perfil
de eluicdo de proteinas da cromatografia, e as fragdes contendo a
atividade invertase encontram-se mais detalhadas na Figura 4.6.

Na figura 4.6 podemos observar a presenca de maior atividade de
hidrélise dos substratos sacarose, maltotriose e rafinose na fragdo 30,
correspondente & que aparece na Figura 4.5 acima com a indicacéo de
“pico de atividade”. A hidrdlise dos 3 substratos coincide na mesma
fracdo, indicando que provavelmente seja a mesma proteina (enzima) que
apresenta a capacidade de hidrolisar tanto a maltotriose, como a sacarose
e rafinose. E importante salientar que em nenhuma fracéo foi observada
atividade de hidrélise de maltose e pNFaG (Figura 4.6), confirmando a
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auséncia de atividade a-glicosidase nas células da linhagem GMY08
crescidas em condicOes de repressao pela glicose.

Figura 4.5 — Cromatografia de troca idnica anidnica Resource Q do extrato celular
da linhagem GMY08 crescida em meio YP-4% glicose. A linha verde mostra o
gradiente de concentracdo do tampdo B, que foi de 30% a 80%.

A seguir utilizamos a fracdo com maior atividade enzimatica para
avaliar a pureza da amostra através de SDS-PAGE e coragdo com nitrato
de prata. Podemos observar na Figura 4.7-A que tal fracdo apresenta uma
banda mais intensa com um tamanho de aproximadamente 64 kDa,
tamanho préximo ao descrito para a invertase (60 kDa). No entanto, ha
outras proteinas de tamanhos menores na amostra, indicando que a
invertase ndo esta pura na fragdo analisada. A seguir pegamos amostras
da mesma fragdo e corremos um SDS-PAGE, mas dessa vez ao invés de
corarmos com nitrato de prata foi realizamos um ensaio em gel de
hidrélise dos substratos sacarose e rafinose. A maltotriose ndo foi usada
por ser um agucar redutor e o TTC, responsavel por emitir a cor vermelha,
reage exatamente com substancias redutoras, de modo que todo o gel
ficaria vermelho com esse substrato. A sacarose e a rafinose quando
hidrolisadas pela invertase liberam aglcares redutores. Como € possivel
observar nas Figuras 4.7-B e 4.7-C), para cada substrato ocorre a presenga
de uma banda vermelha do mesmo tamanho da observada no gel corado
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com nitrato de prata, confirmando que aquela banda é provavelmente a
nossa proteina de interesse.

Figura 4.6 — Atividade de hidrélise dos agucares indicados pelas proteinas
encontradas nas diferentes fragbes cromatogréficas.
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No intuito de avaliar no gel quais proteinas poderiam estar sendo as
responsaveis pela hidrélise da maltotriose na fracdo cromatografica em
analise, a raia do gel apds SDS-PAGE foi cortada em 12 pedagos iguais
de 0,5 mm, e cada pedaco utilizado para determinar a possivel hidrélise
de pNFaG, maltotriose, rafinose, sacarose ou maltose. O resultado desses
ensaios é visualizado na Figura 4.7-D, onde temos o0 pico de atividade
correspondendo com a banda visualizada tanto no gel corado com nitrato
de prata, como com TTC. E, novamente, a atividade observada é apenas
sobre a sacarose, rafinose e maltotriose, mas ndo com pNFaG ou maltose.
Inclusive, o padrédo de hidrdlise segue 0 mesmo perfil para os 3 substratos.
Resultados semelhantes (co-purificacdo da enzima responsavel pela
hidrélise de sacarose, rafinose, e maltotriose) foram obtidos quando o
extrato celular da linhagem GMYO08, pre-crescida em 4% glicose, foi
analisado através de cromatografia de troca ibnica com DEAE Sepharose
Fast Flow, ou de interacdo hidrofébica utilizando uma coluna com HiTrap
Phenyl FF (ambos da Pharmacia Biotech). Lamentavelmente em nenhum
destes procedimentos se obteve uma fracdo pura de proteina (dados ndo
mostrados).

A seguir resolvemos avaliar a identidade da proteina presente na
banda de 64 kDa através de espectrometria de massas. O resultado obtido
com essa técnica (Figura 4.8) mostrou que a proteina em questdo
corresponde de fato a enzima invertase. A pontuacéo (score) da proteina
é representada por -10*Log (P), onde (P) é a probabilidade da combinagéo
(matches) observada ser um evento randémico. Portanto, pontuagdes
acima de 51 sdo significantes (p<0,05) e, portanto, como a invertase
obteve uma pontuacdo de 64 nds podemos afirmar que a enzima que ali
estd presente é de fato a invertase. Como forma de corroborar com esse
dado, nds pegamos os peptideos obtidos apds as ionizagBes que
apresentaram combinagBes com a proteina invertase e 0s excluimos da
nossa analise. Apds isso nos confrontamos os peptideos restantes com o
banco de dados afim de observar se além da invertase teria alguma outra
proteina com significancia na nossa amostra. O resultado que obtivemos
foi todo para proteinas com pontuagdes bem abaixo do considerado
significativo (dados ndo mostrados). Portanto, isso nos possibilitou
concluir que a enzima presente na fracdo da cromatografia com atividade
de hidrélise de sacarose, rafinose e maltotriose é a invertase, e ndo ha
outras enzimas (glicosidases) em quantidades representativas na amostra.

Figura 4.8 — Resultado da espectrometria de massas apds confrontagdo com o
banco de dados NCBI através da ferramenta Mascot.
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Com o intuito de fundamentar ainda mais nossos resultados,
realizamos ensaios de inativacao térmica e determinacdo do Km para os
varios substratos hidrolisados pela enzima presente na fragdo com maior
atividade na cromatografia com Resource Q. O ensaio de inativagdo
térmica tem por objetivo avaliar a perda de atividade da enzima em funcéo
da sua exposi¢do & uma determinada temperatura (44°C neste trabalho)
ao longo do tempo (40 min). Esta perda de atividade é ocasionada pela
desnaturagdo progressiva da enzima, o que afeta a sua conformacéo e do
sitio ativo, e consequentemente vai diminuindo seu poder catalitico sobre
0 substrato. Quando submetemos a enzima presente na fracdo
cromatogréafica a este ensaio nods utilizamos como substratos para medir a
sua atividade a sacarose, rafinose e maltotriose (cada um separadamente).
Os resultados estdo plotados no gréafico abaixo (Figura 4.9) e nos
permitem concluir que a perda de atividade ocorre com a mesma cinética
para os trés substratos analisados. Isso nos permite inferir que a mesma
proteina/enzima (invertase intracelular) é a responsavel pela hidrélise dos
3 substratos, ao passo que se houvesse outra enzima na fracéo o perfil de
inativacao seria diferente para os diferentes substratos analisados.
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Figura 4.9 — Inativacdo térmica da enzima responsavel pela hidrélise da sacarose,
rafinose e maltotriose, determinada durante a incubagéo a 44°C durante 40 min.
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A determinacdo do Km da enzima presente na fragdo com maior
atividade de hidrolise de sacarose, rafinose e maltotriose através do
grafico duplo-reciproco (Figura 4.10), apresentou valores muito
semelhantes de Km para sacarose e rafinose aos encontrados na literatura
para a invertase (intracelular). Para a sacarose o valor ja descrito é de 25
mM e o observado no nosso trabalho foi de 27,7 mM. Ja para a rafinose
o valor descrito ¢ 150 mM e o que obtivemos foi 153,5 mM (GASCON;
NEUMANN e LAMPEN, 1968). Para a maltotriose, como ainda nao
havia sido observada sua hidrolise pela invertase intracelular, nds ndo
temos referéncia na literatura para comparar o Km, no entanto, o valor
obtido (Km de 851,6 mM) foi bastante alto quando comparado com os
outros agucares analisados neste trabalho. Isso mostra que embora haja
hidrolise da maltotriose pala invertase intracelular, a afinidade desta
enzima por este substrato é baixa.

Ao passo que a afinidade da invertase intracelular é aparentemente
baixa com a maltotriose, quando avaliamos os resultados de crescimento
das nossas cepas modificadas geneticamente vemos que a sobre-
expressao do gene iSUC2, associada a sobre-expressdo do gene AGTL, €
crucial para que as leveduras consumam e fermentem a maltotriose
eficientemente. Embora ndo tenhamos purificado a invertase extracelular
e analisado se essa é capaz de hidrolisar a maltotriose, quando avaliamos
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o perfil de crescimento da levedura CAT-1 com esse substrato nado
observamos o seu consumo. Essa levedura possui a invertase extracelular
que, se fosse capaz de hidrolisar a maltotriose, faria a sua hidrolise no
meio extracelular e seus produtos seriam internalizados pelos seus
respectivos transportadores, de modo que a célula poderia crescer e
fermentar nesses agucares. No entanto, seria necessario verificar se a
invertase extracelular é expressa quando as células sdo incubadas na
presenca de maltotriose.

SAINZ e colaboradores (2013) mostraram, utilizando a invertase
intracelular expressa em Escherichia coli, que os mondmeros dessa
enzima se associam em dois tipos diferentes de dimeros que estdo por sua
vez unidos em um octamero, melhor descrito como um tetrdmero de
dimeros (Figura 4.11). Esses dois tipos diferentes de dimeros diferem no
espaco conformacional existente para a ligagdo do substrato ao sitio ativo
da enzima e, portanto, a dimerizacdo desempenha um papel determinante
na especificidade ao substrato, ao passo que os dimeros “maiores”
permitem o acesso do dissacarideo (sacarose), diferentemente os dimeros
“menores” permitem o acesso de oligossacarideos curtos de até quatro
unidades (p.ex. inulina) ao sitio ativo da enzima.
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Figura 4.10 — Graficos duplo-reciprocos da hidrélise de sacarose (A), rafinose
(B) e maltotriose (C), pela enzima presente na linhagem GMYO08 crescida em
meio YP-4% glicose.
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Figura 4.11 — Representacdo do tetramero de dimeros formado pela invertase
intracelular. Os dimeros A-B e C-D sdo os que possuem sitio ativo menor, e 0s
dimeros E-F e H-G apresentam sitios maiores. Fonte: SAINZ et al., (2013).

Eles também mostraram que ao contrario dos oligdmeros formados
pela invertase intracelular, a invertase extracelular também forma
oligbmeros, no entanto, eles sdo formados apenas por um tipo de dimero,
0 tipo que apresenta o sitio ativo com um espago menor para a ligacéo do
substrato (Figura 4.12). Esta diferenca de dimeros pode ser a responsavel
pela capacidade da invertase intracelular de hidrolisar a maltotriose,
permitindo que este agucar tenha acesso ao sitio catalitico nos dimeros
onde esse € maior (E-F e H-G). Além disso, esse pode ser um dos motivos
pelo qual a invertase extracelular ndo consegue hidrolisar a maltotriose,
visto que ela possui apenas os dimeros A-B, cujos sitios de ligacdo sao
menores e impediriam o acesso a substratos maiores, como a maltotriose.
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Figura 4.12 - Representacdo do oligbmero formado pela invertase extracelular.
Este é formado por dimeros A-B, que possuem o sitio catalitico menor. Fonte:
SAINZ et al., (2013).
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho observamos um perfil de hidrolise de agucares pela
invertase intracelular de Saccharomyces cerevisiae até entdo ndo descrito
na literatura. Esse perfil foi o responsavel por conferir a uma cepa
industrial produtora de etanol combustivel modificada a capacidade de
utilizar eficientemente e fermentar o a—glicosideo maltotriose, 0 segundo
mais abundante agucar presente em hidrolisados de amido. Portanto, este
trabalho foi de suma importancia por mostrar um perfil catalitico da
invertase intracelular que em décadas de estudo nunca havia sido
observado. Além disso, demos inicio a uma nova fase de pesquisas nas
quais a atividade da invertase sobre a maltotriose poderd ser melhor
estudada e, com isso, ser possivel a otimizacdo de processos
fermentativos onde o amido é a fonte principal de carboidrato, como na
panificacdo, producdo de cervejas e uisques e bioetanol.
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