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RESUMO

CARNEIRO T. Alteragdoes na parede celular e no metabolismo energético de
Saccharomyces cerevisiae submetida a alta pressao hidrostatica. 2018 xx f.
Dissertacao de mestrado em Biotecnologia — Programa de Pdés-Graduagao em
biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

As leveduras sdo um dos organismos mais importantes nos processos da biotecnologia
industrial. Caracteristicas como, grande capacidade fermentativa e ser considerada um
organismo geneticamente seguro (do inglés: “Generally recognized as safe” - GRAS),
fizeram com que esse organismo fosse um dos primeiros a serem utilizados em grandes
producdes. Entre suas aplicagbes ndo estdo apenas seus produtos gerados a partir de seu
metabolismo, mas também sua célula em si, que movimenta um mercado que vai desde
fermento bioldgico até pasta de levedura para consumo humano. Com isso entender nao sé
o processo fermentativo, mas também o respiratério se fazem necessario. Os processos de
producdo em que as leveduras sao empregadas expdem-nas a estresses abidticos de
diferentes tipos, como a variacdo de temperatura, pH, salinidade e outros. A alta pressao
hidrostatica (HHP) € hoje uma metodologia importante no estudo de seus efeitos sobre as
células de Saccharomyces cerevisiae, agindo como um modelo de estresse. O
entendimento desse fenémeno sobre as células nos ajuda ndo s6 a compreender os
processos de resposta ao estresse, mas também sua utilizacdo como uma ferramenta
importante na aplicagdo industrial. Neste trabalho foram empregadas técnicas de
microscopia de forga atébmica, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE do inglés
HPLC) em conjunto com dados de microarranjo para caracterizar os efeitos da alta presséo
hidrostatica sobre a parede celular de Saccharomyces cerevisiae e sobre seu metabolismo
energético. Para a produgcdo dos experimentos, células da linhagem BT0510 foram
submetidas a alta pressédo hidrostatica (50 a 200 MPa) por 30 minutos e em seguida
analisada por microscopia de forca atbmica e em outro experimento as células foram
submetidas a pressao de 50MPa por 30 minutos e voltadas a agitagdo. Os resultados
mostraram o aparecimento de faixas de resisténcias na parede celular em pressdes de 100,
150 e 200 MPa, indicando possiveis pontos de fratura, 0 que acarreta em lesdes que
comprometem sua viabilidade. Nas pressdes de 50MPa a dispersdao da resisténcia da
parede celular se assemelha ao controle, o que mostra que essa pressao € de carater
subletal, nao interferindo de maneira tdo expressiva na mortalidade celular. A resposta ao
tratamento com 50 MPa foi entdo analisada a longo prazo por HPLC, com pontos de coleta

em 1, 2, 3,4, 12, 36 e 60 horas apds a aplicacdo da pressado. Os resultados mostram



grande afinidade com os dados gerados por microarranjo, onde as células aumentam a
velocidade de consumo da glicose na fa (1 a 12 horas) assim como maior producao de
etanol. As células também mostraram uma maior eficiéncia na metabolizagéo do etanol (fase
respiratoria) o que gerou um aumento da massa celular nas células tratadas com pressao.
Com isso foi demonstrado que alta pressdo hidrostatica tem aplicagao industrial em
processos de aquisicdo de massa celular como na fabricagcdo de fermento bioldgico,
mostrando assim a capacidade biotecnoldgica da utilizagdo deste mecanismo de estresse e
gerando o depdsito da patente “Processo para o aumento massa celular em leveduras
utilizando altas pressées hidrostaticas”.

Palavras-chave: alta pressao hidrostatica, Saccharomyces cerevisiae, microscopia de forgca atdmica,

HPLC, massa celular.



ABSTRACT

CARNEIRO T. Alterations in the cell wall and energetic metabolism of
Saccharomyces cerevisiae submitted to high hydrostatic pressure. 2018 xx f.
Dissertacdo de mestrado em Biotecnologia — Programa de Pdés-Graduagao em
biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

Yeasts are one of the most important organisms in the processes of industrial biotechnology.
Its great fermentative capacity and considered as a genetically safe organism, made this
organism one of the first to be domesticated by the human being. Among its applications are
not only its products generated from the fermentation, but also its cell itself, which moves a
market ranging from organic yeast to yeast paste for human consumption. Understanding not
only the fermentative process, but also the respiratory process are necessary. The
production processes in which the yeasts are employed expose them to abiotic stresses of
different types, such as temperature variation, pH, salinity and others. High hydrostatic
pressure is now an important methodology in the study of its effects on the cells of
Saccharomyces cerevisiae, acting as a model of stress. The understanding of this
phenomenon on cells has helped not only to understand the processes of response to stress,
but also its use as an important tool in industrial application. Atomic force microscopy, high
performance liquid chromatography (HPLC) and microarray data were used to characterize
the effects of high hydrostatic pressure on the cell wall of Saccharomyces cerevisiae and its
energy metabolism. For the production of the experiments, BT0510 cells were submitted to
high hydrostatic pressure (50 to 200 MPa) for 30 minutes and then analyzed by atomic force
microscopy and in another experiment the cells were subjected to a pressure of 50MPa for
30 minutes and facing to agitation. The results showed the appearance of resistance bands
in the cell wall at pressures of 100, 150 and 200 MPa, indicating possible fracture points,
which leads to lesions that compromise its viability. At pressures of 50MPa the variation of
the resistance of the cell wall resembles the control, which shows that this pressure is of
sublethal character, not interfering so expressively in the cellular mortality. The response to
50 MPa treatment was then analyzed in the long term by HPLC, with collection points at 1, 2,
3, 4, 12, 36 and 60 hours after application of pressure. The results show high affinity with
microarray generated data, where the cells increase the rate of glucose consumption in the
fermentative phase (1 to 12 hours) as well as higher ethanol production. The cells also
showed a greater efficiency in the ethanol metabolism which generated an increase in the

cell mass in the cells treated with pressure. It was demonstrated that high hydrostatic



pressure has industrial application in cellular mass acquisition processes as in the production
of biological yeast, thus showing the biotechnological capacity of the use of this stress
mechanism and generating the deposit of the patent "Process for the increase of cellular

mass in yeasts using high hydrostatic pressures ".

Palavras-chave: high pressure hydrostatic, Saccharomyces cerevisiae, Atomic Force microscopy,
HPLC, Cell mass.
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1. INTRODUCAO

Saccharomyces cerevisiae € um dos microrganismos de maior importancia, tanto
industrial como cientifica. Seu uso industrial varia desde fermento biolégico,
passando por produzir biocombustiveis e moléculas de alto valor, como farnecenos e
enzimas.

S. cerevisiae mostra-se um organismo eucarionte, de facil manipulagdo e seguro
para a saude humana, intitulado modelo de estudos celulares. Por isso o estudo de
seu comportamento frente a diferentes modificacbes, como alteragdes abidticas,
indicam relacbdes de resposta a diversos estresses. Estas respostas podem ser
estendidas para todos eucariotos.

A alta presséo hidrostatica é um efeito de extremo valor ndo s6 no campo industrial
como também nas relagcées de estresse frente aos organismos. A alta pressao é
capaz de modular a resposta genética e alterar a estrutura celular de S. cerevisiae,
mostrando alteragdes uteis para o conhecimento cientifico e aplicagao tecnologica.
Ja é descrito por BRAVIM (2012) que a alta pressao hidrostatica melhora a eficiéncia
fermentativa de cepas de leveduras. Suas alteracbes podem modificar processos
bioquimicos e a velocidade com que os quais ocorrem. Com isso, a utilizacdo da alta
pressao hidrostatica pode se tornar viavel para diferentes processos de producao.
Analisaram-se as respostas de S. cerevisiae a tratamentos com a alta presséo
hidrostatica, relacionando a variagdo das respostas de diferentes pressées com as
modificagdes na parede celular. Consequentemente foram estudadas as respostas
de produgdo e consumo de trés moléculas que participam do metabolismo
energético (glicose, glicerol e etanol).

As interpretacdes do trabalho a seguir, partem de dados de microarranjo publicado
na literatura (BRAVIM et al. 2012, BRAVIM et al. 2016), que mostram modificagdes
na indugado de genes responsaveis pelas vias metabdlicas que serdo investigadas.
As relagdes dos dados de microarranjo com os resultados de quantificacdo de
glicose, glicerol e etanol (além de massa celular) do presente trabalho mostram uma
opgao biotecnoldgica para a utilizagdo da alta pressao hidrostatica no ambiente
industrial, atuando como acelerador do processo de producdo de massa celular.

Mostra-se também, com a microscopia de forca atdbmica, o processo de
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desestruturacdo da parede celular de S. cerevisiae submetida a altas pressdes
hidrostaticas, e a sua utilizagdo no acompanhamento de efeitos estressantes em

estruturas celulares.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € uma espécie de fungo que se caracteriza por ser
unicelular, eucarionte, com parede celular definida e heterotrofica. Nao possuem um
sistema de locomogao e estdo incluidos no género Saccharomyces (familia
Saccharomycetaceae). Género este que tem uma das suas principais
caracteristicas, a alta capacidade fermentativa, além de possuirem divisdo por
gemulagdo ou brotamento e ndo apresentam hifas verdadeiras. (GERSHON e
GERSHON, 2000; KREGER-VAN RIJ, 1987).

A dispersao dessa espécie no meio ambiente natural é notavel, sendo encontradas
em diferentes ambientes, como folhas, pogcas e em alimentos em decomposigao.
Sao também encontradas em padarias, usinas de biocombustiveis € na producéo de
bebidas alcodlicas. (NEVOIGT, 2008).

Entre os eucariotos, a S. cerevisiae se tornou a primeira espécie a ter seu genoma
sequenciado. Ao longo de seus 16 cromossomos estdo situados cerca de 6000
genes. (GOFFEAU et al., 1996). Por sua facil manipulagao, baixa patogenicidade e
principalmente por apresentarem processos celulares similares aos eucariotos
superiores, esse organismo foi intitulado um dos principais modelos para estudo
cientifico deste grupo de células nucleadas. Isso também se deve por apresentarem
similaridades nos mecanismos de replicagdo, recombinacao, divisdo celular e de
seus metabdlitos produzidos como nos demais eucariotos. (FERNANDES, 2005;
BITTERMAN et al., 2003).

Desde sua utilizacdo até os dias de hoje, ndo ha nenhum outro organismo (dentro
dos eucariotos) cujo seus processos metabolicos e genéticos tenham sido téo
amplamente elucidados. Tornando-se assim o estudo com Saccharomyces
cerevisiae, um campo necessario para a interpretacao de efeitos, ndo s6 sobre sua
espécie, mas transcendendo a todo o grupo eucarionte. Assim genes de mamiferos
podem ser introduzidos no genoma das leveduras e o estudo dos produtos e funcdes
geradas a partir dessas transformacdées criam novos métodos de analise.
(FERNANDES, 2005; FERNANDES et al., 2009)
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2.2. APLICAGOES BIOTECNOLOGICAS

A levedura vem sendo utilizada pelo homem a milénios, sendo possivelmente um
dos primeiros organismos a serem domesticados por ele. Ndo somente por n&o
apresentar riscos, como mencionado, mas também, por sua incrivel capacidade em
desenvolver processos metabodlicos uteis ao ser humano. Suas aplicagbes na
industria se estendem por varias areas, como na fabricagdo de bebidas e alimentos
até sua manipulagao genética para produgao de hormdnios e proteinas com diversas
funcdes. Além de seus produtos metabdlicos a propria levedura tem seu interesse
industrial, sendo ela usada na produgao de fermento biolégico e também como racao
animal e até mesmo alimento humano. Um dos principais fatores para sua utilizagao
como alimento é sua riqueza proteica, fornecendo assim uma otima estratégia
nutricional. (FERNANDES et al., 2009 ; ARAUJO et. al. ,2009)

Contribuindo para todas as areas descritas acima, as leveduras tem seu maior valor
atualmente na industria de biocombustiveis e bebidas. Isso porque conseguem
produzir elevadas quantidades de etanol, como também conseguem sobreviver
neste meio, com grandes variagdes de pH, temperatura, diferentes concentragoes

de agucares e presencga de inibidores (NEVOIGT, 2008.)

2.3. PAREDE E MEMBRANA CELULAR

A parede celular de Saccharomyces cerevisiae é responsavel pela preservacédo da
morfologia e arquitetura celular, inclusive é responsavel pela estabilidade desta
morfologia durante o processo de brotamento e esporulagdo. Ela também tem a
capacidade de manter as condi¢bes osmoticas necessarias enquanto a célula passa
por estes processos reprodutivos. (LEVIN, 2011)

A parede celular € composta de polissacarideos, lipideos e proteinas, sendo os
polissacarideos em maior quantidade (cerca de 80%) em relagdo ao peso da massa
seca da parede celular. Dentre os polissacarideos, destacam-se os beta-glicanos, 1-
3 betaglicano e 1-6 betaglicano, que juntos formam aproximadamente 70% dos
polissacarideos que compdem a parede celular, onde o 1,3-betaglicano corresponde

a uma faixa de 50 a 55% dos polissacarideos totais. Manoproteinas e quitina
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completam a estrutura basica da parede celular, onde se ligam de varias maneiras
com os polissacarideos mencionados. (LEVIN, 2011; RUIZ-HERRERA, 2012)

A quitina, mesmo sendo encontrada em concentracbes menores desempenha
papéis importantes na arquitetura e ciclo de vida das células. E a partir de uma
interacdo dela com o 1-3 betaglicano que a estrutura celular importante resisténcia
mecanica. Sabe-se entdo que quanto mais velha a célula, maior sua resisténcia
mecanica, visto que sua parede celular € mais espessa e 0 numero de cicatrizes é
maior. E essas cicatrizes apresentando uma maior deposicao de quitina. (DAGUE et
al., 2010)

As proteinas de parede celular (CWP,do inglés Cell Wall Protein) podem ser
classificadas em trés grupos, onde cada um deles € designado por sua localidade e
funcdo. O primeiro grupo acomoda as proteinas floculinas e aglutininas,
responsaveis por promover conexdes tanto entre componentes intracelulares como
célula-célula. O segundo grupo desempenha funcdo na construgdo da parede
celular, como as hidrolases. E por fim o terceiro grupo de proteinas que se localizam
nas membranas plasmaticas com conexdes com a parede celular, funcionando
como sensores de estresse sobre a parede celular, ativando as respostas por via de
CWI (do inglés Cell Wall Integrity) (KLIS et at, 2010; DRANGINIS et al. , 2007,
LEVIN, 2011).

Durante o processo de divisdo celular por brotamento a célula mae controla de
maneira mais rigorosa a expressao de quitina, e as células filhas ficam envolvidas no
controle da expressdo de hidrolases, as enzimas responsaveis pelo processo de
separacgao. (LEVIN, 2011; ORLEAN, 2012)

No processo de crescimento celular, a célula modifica sua organizagdo e
composicao da parede celular, sendo assim uma levedura em uma fase de
crescimento exponencial, ndo apresenta a mesma caracteristica de organizacao e
composicao de parede celular quando estiver em diauxia (adaptacédo celular em
meio com agucar exaurido). (ORLEAN, 2012)

Aproximadamente 1200 genes, sem contar os essenciais, S40 responsaveis por
algum tipo de impacto sobre o controle e manutencdo da parede celular. Esses
genes possuem diversas atuagdes sobre a parede, mesmo de forma indireta. Sendo
assim, o numero de enzimas que esta diretamente relacionada com a construgao e

remodelamento da parede chega a aproximadamente 180. (De GROOT et al., 2001)
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2.4. METABOLISMO ENERGETICO

Todos os organismos conhecidos hoje apresentam em comum a necessidade de
direcionar a energia adquirida em forma de trabalho. Esta caracteristica constroi o
processo logico basico de desenvolvimento e reprodugao destes organismos. Dessa
mesma maneira, eles utilizam a energia quimica proveniente de alimentos para a
sintese de moléculas complexas com alto grau de organizagao. Essa transformagao
atua na conversdo da energia adquirida em potenciais elétricos, gradientes de
concentragdo, movimento, calor e até mesmo Iluz. (LENHINGUER, 2009;
FELDMAN,2012). O metabolismo pode ser descrito pela assimilagdo e
desassimilagdo bioquimica de nutrientes em uma célula, constituindo os processos
denominados anabolismo e catabolismo. O anabolismo envolve processos redutivos
responsaveis pela construcdo de componentes celulares, ja o catabolismo refere-se
a oxidacado de substrato e consequente transferéncia de elétrons e intermediarios
que serao utilizados na geragao de energia. Os cofatores comuns nesses processos
séo o dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD, do inglés nicotinamide adenine
dinucleotide) e o fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADP, do
inglés nicotinamide adenine dinucleotide phosphate). (FELDMAN 2012; BARNETT
2003)

Em geral S. cerevisiae apresenta estagios de desenvolvimento bem distintos e
conhecidos. E um organismo anaerébico facultativo, porem seu metabolismo
fermentativo € predominante ao aerdébico na presengca de glicose mesmo com
disponibilidade de oxigénio. Dentro de seu crescimento apresentam cinco fases
distintas:
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Figura 1. Estagios de crescimento celular em S. cerevisae. (a) Fase lag de adaptagédo ao
meio. (b) Fase logaritmica. (c) Diauxia. (d) Pdés- Diauxia. (e¢) Fase estacionaria. Fonte:
Adaptado de FERNANDES et al. 2008.

A primeira fase de adaptacéo fisiolégica aos nutrientes e ao ambiente em que se
encontra (fase lag). Apds sua adaptacao ela comega seu processo fermentativo e de
crescimento exponencial (considerando que a primeira fonte de energia seja
glicose), denominado fase log ou logaritmica. Nesta etapa a levedura se encontra
apenas fermentando, pois nesta etapa ocorre a repressdo de genes que codificam
para enzimas da via respiratoria, fazendo com que o piruvato fabricado no inicio da
via glicolitica tenha direcionamento exclusivo para a fermentacédo. Nesta etapa seus
maiores produtos metabdlicos s&o o etanol e o glicerol. (FELDMAN, 2012; PISKUR
2014).

Na terceira etapa, quando a glicose se exaure, as células entram em uma segunda
etapa lag, denominada diauxia. E neste momento que os genes envolvidos na
respiracdo, que anteriormente eram reprimidos, entram em ativagdo. Em seguida o
penultimo estagio de crescimento € designado como pods diauxia, onde as células
comecam a metabolizar o etanol, formando Acetil-CoA que entrara para o ciclo
respiratério (Figura 2) (FELDMAN, 2012; PISKUR 2014).
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Fiaura 2. Etapas para a dearadacdo de etanol na formacao de Acetil-CoA.

Por fim as células que permaneceram no meio, ao final de todas as fontes de
carbono, entram em uma fase denominada estacionaria. Esta fase se caracteriza
pela pelo acumulo de reservas energéticas como trealose e glicogénio e passam a
produzir proteinas de defesa de forma mais acentuada (exemplo das Hsp’s, as
proteinas de choque térmico). Esse mecanismo permite que a populagado entre em

laténcia, mantendo certo numero de células vivas (PISKUR, 2014).

2.5. ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

Devido a grande diversidade de ambientes no planeta, inumeros fatores apresentam
grandes variagdes, como temperatura, umidade e disponibilidade de oxigénio. Além
das variagbes descritas sdo encontradas também diferentes pressdes, partindo de
0,1 MPa e alcangando nas fossas marianas cerca de 110 MPa. Os oceanos ocupam
cerca de 70% da biosfera terrestre, e sdo nesses locais em que se encontram a
maiores médias de pressdes, mostrando que uma alta gama de organismos vive
nessas condi¢gdes. Isso mostra que apesar da aparente agressividade deste meio,
ele € em si, um importante ambiente, com uma distinta biodiversidade (SOMERO,
1992; AERTSEN, 2009).

Ja é descrito hoje que a alta presséao hidrostatica € um parametro termodinamico e
que sua variagao tem a capacidade de modelar e promover alteracdes nos sistemas

biolégicos, caracterizando-se também como um mecanismo de estresse.
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(FERNANDES, 2005). A alta pressao hidrostatica vem sendo um importante
mecanismo na oOtica de descontaminacdo de alimentos, pois ela impede certas
mudangas geradas pelos mecanismos tradicionais. O mais usado €& a
descontaminagdo por altas temperaturas, mas este processo interfere em
importantes caracteristicas do alimento, como cor, sabor e degradacdo de
importantes nutrientes. Além desta aplicacao, temos o desenvolvimento de vacinas e
farmacos que utilizam o tratamento com pressdes para modular e preparar esses
produtos (LOPES et al., 2010 ; ROTHSCHILD e MANCINELLI, 2001).

Como ja é descrito na literatura (FERNANDES et al. 2005, FERNANDES et al.
1997), o aumento da pressao hidrostatica causa uma redug¢ao da viabilidade celular,
e para evidenciar melhor tal fenébmeno, células foram submetidas a pressdes acima
de 100 MPa mostrando a relacdo entre alta pressdo e mortalidade celular em S.
cerevisiae. Porém pressdes de 50 MPa nao sao suficientes para matar ou alterar de
forma agressiva a morfologia das células de levedura. Com isso, esse valor de
pressdo passou a ser um importante fator no estudo da resposta ao estresse por

pressao hidrostatica.

2.5.1. Efeito da alta pressao hidrostatica em S. cerevisiae

O efeito da alta pressao hidrostatica na célula de S. cerevisiae varia dependendo do
tempo de exposigao, valor de pressao aplicado a alta pressao e do ponto em que ela
se encontra no seu ciclo celular. Sabe-se que a levedura na sua fase estacionaria se
encontram mais resistentes ao efeito da alta pressdo se comparado a mesma
pressao em uma célula na fase logaritmica (fase de proliferagao).

Isso se deve, pois em uma de suas caracteristicas estressantes a pressao interfere
na arquitetura celular e na fluidez da membrana plasmatica. Como a célula na fase
estacionaria apresenta sua parede celular mais espessa, esta presséo atua de forma
menos agressiva que em uma célula na fase proliferativa (METRE et al., 1999).
FERNANDES (2004) descreve que em tratamentos com alta pressao ocorre indugéo
positiva do gene HSP12, responsavel por codificar uma proteina de parede. Tal
proteina é responsavel por aumentar a flexibilidade da parede celular, pois atua
interrompendo pontes de hidrogénio e ligagdes idnicas entre polissacarideos o que
resulta em uma maior maleabilidade (MOTSHWENE et al., 2004).
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Sob a alta pressao hidrostatica a membrana plasmatica também apresenta uma
compressdao de seus acidos graxos com que se disponham mais firmemente
ordenados e aumentando sua rigidez, consequentemente diminuindo sua fluidez.
Esta reconformagédo age de forma a aumentar sua espessura e comprometer sua
estrutura, criando assim uma disfuncdo nas proteinas de membrana e uma
necessidade por mudancas na composigdo e concentragdo de acidos graxos
(MENTRE, 1999; HUI BON HOA, 2001).

ABE (1998) descreve que a alta pressao hidrostatica (40 a 60 MPa) atua de forma a
acidificar o pH do citoplasma e do vacuolo. Este efeito promoveu variagdes de 0,3 no
citoplasma (indo de pH 7 a 6,7) e 0,3 a 0,5 no vacuolo (indo de pH 6 na presséo
atmosférica até 5,5 nas pressdes administradas), que se deve a maior difusdo de
CO2 no meio formando assim acido carbdnico.

Diferentes organismos apresentam mudangas em sua concentragcdo de acidos
graxos de membrana para promover uma barotolerancia. Essa deposi¢cao pode ser
regulada pela célula com mudanga de composi¢cdo de suas membranas (BENEY;
GERVAIS, 2001; BARTLETT 2002)

A alta pressdo hidrostatica se assemelha a fontes de estresse como limitagéo
nutricional no ponto de parada do ciclo celular. Esta parada do ciclo celular (Fase
G1) é notada também em outros estresses como o choque térmico. A fase G1 é
responsavel pela verificagdo das condigdes para que a célula possa prosseguir seu
crescimento, indo para a proxima fase de crescimento (Fase S). Caso a célula nao
tenha condi¢cdo de prosseguir seu crescimento normal, seu ciclo é desviado para a
fase GO, a chamada fase de laténcia (TROTT; MORANO, 2003 Apud HOHMANN
2003; PALHANO et al., 2004).

Considerando que a alta pressao hidrostatica promove diversas respostas celulares,
influenciando processos biofisicos, bioquimicos e fisioldgicos, compreender sua
atuacdo sobre S. cerevisiae é de fundamental importancia. E relatada que a alta
pressao atua otimizando processos industriais fermentativos, visto isso o
acompanhamento de suas respostas em outros processos metabdlicos pode revelar

possiveis novas técnicas de producao.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da pressdo na parede celular e no metabolismo energético de
Saccharomyces cerevisiae.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar a conformacdo de resisténcia da parede celular apds os
tratamentos com alta pressao hidrostatica.

° Comparar a quantidade de glicose entre células nao tratadas e células
tratadas com a alta pressao hidrostatica.

° Comparar o glicerol e etanol gerado na fase log fermentativa entre células
nao tratadas e células tratadas com alta presséo hidrostatica.

° Comparar o consumo de etanol na fase pods-diauxia em células
submetidas a alta pressao hidrostatica com células n&o tratadas com alta pressao.

° Relacionar a quantidade de glicerol e etanol gerada com a formacéao de
fosfolipidios de membrana plasmatica.

o Quantificar a massa celular nas etapas 36 e 60 horas pos presséo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. BANCO DE DADOS DE MICROARRANJO

O microarranjo é uma metodologia de analise do transcriptoma que, por meio da
marcacao com fluordforo, os transcritos reversos de cDNAs sao hibridizados com
sondas complementares aos cDNAs contidos no chip do material. A variagcao da
intensidade de fluorescéncia dos cDNAs hibridizados € medida e comparada com

uma intensidade base (Figura 3).

. FBA1

“YLL04S

PDRS«

Figura 3: Fluorescéncia de diferentes cDNAs hibridizados. A fluorescéncia dos pontos
corresponde a expressao do gene. Quanto maior a fluorescéncia, maior a sua indugao. Fonte:
DE RISI, 1997.

A seqguir sao retratadas as respostas da expressao génica referentes a cepa BT0510
submetida a alta pressao hidrostatica de 50 MPa por 30 minutos (Figura 4), ja
publicados na literatura. Os resultados da microanalise demonstram a expressao de
genes 15, 10, 5 minutos e imediatamente apds a pressao. Valores menores que -1

sdao considerados genes reprimidos e valores superiores a 1 sao considerados
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superexpressos.
e S 10 15 DESCRIGAO
NOME SISTEMATICO MIN MIN MIN MIN
YLR304C ACO1 0,84 0,58 2,25 2,75 Aconitase, requerida no
metabolismo do acido citrico.
AcetilCoa cithase, expressa em
condicbes aerdbicas.
YAL054C ACS1 0,34 0,81 0,83 1,39 (crescimento com fontes de
carbono n&o fermentativas) *.
YOR374W ALD4 | 123 | 357 | 404 | 452 Aldeido desidrogenase,
requerida para crescimento em
etanol*.
YNROO1C CITA 424 | 3.94 4.98 506 |Cilrato sintase, catalisa a reagéo
entre Acetil-Coa e oxalacetato
para formar citrato.
YER141W COX15 | 165 | 2,14 2,2 2,03 | Citocromo ¢ Oxidase, um grupo
prostético essencial para a
citocromo ¢ oxidase.
YELO39C CcYcr 4,09 7,06 [7,17 6,53 Isoforma 2 do citocromo c,
requerida na cadeia respiratoria.
Glicerol 3-fosfato desidrogenase,
YDL022W GPD1 1,89 3,32 4,04 4,31 essencial pra crescimento em

estresse osmotico.
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YIL155C

GUT2

2,48

3,11

3,67

4,27

Glicerol 3-fosfato desidrogenase,
mitocondrial. Desregulada por
fontes de carbono nédo

fermentaveis.

YDR343C

HXT6

2,77

2,39

3,53

4,18

ador de glicose de alta afinidade.

YDR342C

HXT7

2,72

2,49

3,78

4,52

ador de glicose de alta afinidade.

YER065C

ICL1

1,7

1,4

1,34

Catalisa a reagado de formacgao
do succinato e glioxalato a partir

do isocitrato

YKLO85W

MDH1

1,61

2,02

3,75

4,35

Malato desisdrogenase
mitocondrial, catalisando a
conversao de malato em

oxalacetato.

YML120C

NDI1

2,01

3,2

4,34

4,58

NADH desidrogenase interna.
Atua transferindo elétrons na

cadeia respiratoria.

YGLOG62W

PYC1

2,57

2,52

3,02

3,13

Piruvato carboxilase (isoforma).

Figura 4. Quadro de genes induzidos pela alta pressao hidrostatica em diferentes tempos. O
guadro demonstra as respostas da expressao génica referentes a cepa BT0510 submetida a
alta pressao hidrostatica de 50 Mpa nos tempos descritos. *genes nao discutidos em

trabalhos anteriores. Fonte: Adaptado de BRAVIM et al. 2012.
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4.2. FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL

Inoculagdoe
crescimento
celular.
* Anélise da parede
Tratamento com celular por
pesl 2$af0'1wétw? i microscopia de for¢a
* SiporS0min atémica.
Tratamento com
HHP (50MPa) por
30min 1| 1a4 horas
* pos pressdo.
Cultura pressurizada || 12hor a; pos
foi devolvida ao pressao.
lshaker r;ara =—>| Anélise por HPLC ==
crescimento. ] 36 horas pés
pressdo. Pesagem do
pellet de
|_| 60 horas pés células.
pressao.

Figura 5. Fluxograma experimental. Esquematizagdo da metodologia realizada no presente
trabalho.

4.3. CONDIGOES DE CRESCIMENTO

A cepa da levedura S. cerevisiae utilizada no presente estudo (BT0510) foi
previamente isolada de alambique do estado do Espirito Santo (BRAVIM, 2011). As
células de levedura foram cultivadas em meio YEPD (2% (m/v) de glicose, 2% (m/v)
de peptona, e 1% (m/v) de extrato de levedura), incubadas a 28 °C com 150 rpm de
agitagao até a fase logaritmica de crescimento com a D.O proxima de 1 (cerca de 16
horas). O mesmo cultivo de células foi feito com meio de cultura YEPD na

concentracéo de glicose igual a 10% (m/v).
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4.4. TRATAMENTO COM ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

Apos o crescimento da cepa e quantificagdo de sua densidade ética (D.O. = 1), a
mesma foi levada a um tubo teflon que armazenou cerca de 20 mL do meio de
cultura na referida D.O. Antes de lacrar o tubo foi certificada a auséncia de bolhas de
ar, e apos a certificacdo o tubo teflon foi encapsulado em um cilindro metalico. A
pressao foi aplicada através de uma prensa hidraulica operada manualmente
(Eureka, MG, Brasil), e o calibrador acoplado a esta prensa foi utilizado para aferir a
presséo desejada.

As células foram submetidas ao tratamento com alta presséo hidrostatica para em
seguida serem analisadas por microscopia de forca atdmica e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés, High Performance Liquid
Chromatography). As pressdes relativas as analises com microscopia de forca
atbmica forma de 50, 100, 150 e 200 MPa por 30 min. Para o experimento de
acompanhamento do crescimento celular a pressao aplicada foi de 50 MPa por 30

minutos.

4.5. ANALISES DA PAREDE CELULAR POR MICROSCOPIA DE FORGA
ATOMICA

Apods o tratamento com os valores de pressao descritos no item anterior, as células
foram retiradas da capsula de pressao e imediatamente lavadas com agua destilada
(2 vezes) e aliquotas de 1 a 3 microlitros foram depositadas no porta amostra do
microscépio. O microscopio utilizado neste trabalho se trata do SPM-9600 Series
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) e suas imagens foram adquiridas no modo
contato com forga constante, usando cantilevers (ponta refrataria), de Si3N4 OMCL-
TR (Olympus, Tokyo, Japao) com constante de mola de 0,57 N/m e frequéncia de

ressonancia de = 73 kHz.
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Foram obtidas imagens de células em uma area de 15 x 15 micrometros no modo de
leitura on line. Em seguida no modo off line as imagens foram tratadas e foi retirada
a regido da imagem que corresponde a parte central da levedura, cerca de 3x3
micrdmetros e em seguida analisada no software, Force Curve do proprio SPM-

9600. Os passos desta etapa sédo descritos na figura 6.

\\ e E a0
mw’\ A’n ;M :
'\\‘/ £05 o DI 2 000 - Athary
a0 - o
Regido central (3x3 micrometros) da
A N levedura é destacada
Aquisicdo de imagens 15x15 micrometros

Analise da forca de adesdo

Figura 6. Processo de analise da resisténcia da parede celular de S. cerevisiae. Etapa de
aquisicdo da imagem celular, focalizagcao da parte central da parede celular de uma
levedura e consequente utilizagdo do software FORCE CURVE para adquirir a imagem.

Os valores de forga de adeséo sao relacionados com a intensidade em que a ponta
que plana sobre a amostra, é repelida. Essa intensidade de repulsao € detectada
pela variagao de sinal no detector do microscopio de for¢a atdmica (AFM, do inglés,
Atomic Force Microscopy). Os valores de repulsdo descritos no grafico variam da
menor forga registrada em azul (menor rigidez) a maior forca em vermelho (maior

rigidez).

4.6. ANALISES DE GLICOSE, GLICEROL E ETANOL POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)
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O perfil cromatografico da glicose, glicerol e etanol em cada meio de cultura e em
cada tempo de fermentacdo foi analisado por HPLC (LC20AT Prominence,
Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap&o). A coluna utilizada para a separagao foi Rezex
RFQ-Fast Acid+ (8%), comprimento 100 x 7.8 mm, com fase moével referente a
0,005N H2S04 em fluxo isocratico de 0.5 ml/min. A analise ocorreu em 60°C (forno:
CTO20A, Prominence colun over) e foi detectada por refracdo diferencial feita pelo
detector (RID10A, Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap&o).

Para a interpretagcao da separacgao foi utilizado o software LC Solution (versao 1.25
SP2, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). Os picos de glicose, glicerol e etanol
foram previamente identificados (e validados com amostra padrdao) e o tempo de
retengao para glicose se estabeleceu em 3,91 minutos, do glicerol em 5,65 minutos
e do etanol em 9,03 minutos. Os valores da integralizagdo da area de cada pico
gerada pelo proprio software foram utilizados para gerar os graficos dos topicos 5.2
(exceto figura 17, 18 e 20). Esses valores sado diretamente proporcionais a

quantidade de moléculas na amostra.

4.7. QUANTIFICAGAO DE MASSA CELULAR

Para a quantificacdo da massa celular tubos (2 mL) foram pesados e seu peso foi
subtraido do peso total do eppendorf contendo o pellet de células que foi
centrifugado e seco. Apds a centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e o pellet
foi secado por 1 hora a temperatura ambiente (28°C) e sua massa fresca foi medida

em miligramas por mililitro de meio. O processo pode ser evidenciado segundo a

tabela 1.
Pesodo pso do tubo + pellet de Valor
tubo células (Tubos + pellet) - em
Tubos mg/mL
de
células.
X1 Y1 Y1-X1 Z1
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X2 Y2 Y2 - X2 Z2
X3 Y3 Y3 -X3 Z3
X4 Y4 Y4 - X4 Z4
X5 Y5 Y5 - X5 25

Tabela 1. Procedimento para a quantificacdo da massa celular fresca

4.8. ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises foram feitas em triplicata usando média e desvio padrao para o

calculo das barras de erro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DIFERENTES PRESSOES HIDROSTATICAS E SEUS EFEITOS NA
PAREDE CELULAR E MEMBRANA PLASMATICA DE S. cerevisiae.

ABE (2015) e KAWAMOTO (2009) comparam a adaptacdao natural de
microrganismos barotolerantes com organismos nao adaptados a esse tipo de
estresse, e relatam que os resistentes a esse tipo de ambiente apresentam a
membrana plasmatica de maneira mais ordenada (rigida), a temperatura ambiente.
Assim com a aplicagao de altas pressdes, a membrana destes organismos continua
com o mesmo aspecto ordenado.

Em contraste, sendo S. cerevisiae um organismo natural de baixas pressdes, a sua
membrana se dispde desordenada (fluida) e quando dirigida a um ambiente de alta
pressdo muda sua conformagédo devido a movimentos rotacionais de grupamentos
acila. (ABE, 2015) Com isso atua modificando a ordem natural de fluidez da
membrana de S. cerevisiae.

Pode-se perceber que a variagado da fluidez/rigidez da superficie celular muda de
acordo com a intensidade de pressao aplicada, criando faixas de adesdes altas e
baixas. As células em sua condigdo normal apresentam uma homogeneidade nas
forgcas de adesdo da parede celular (menores que 50 nN), enquanto a medida que a
pressao € aplicada, faixas de resisténcia sao claramente evidenciadas na parede
celular com regides de baixa resisténcia e outras com elevados valores de
resisténcia mecanica (chegando proximo de 140 nN). Isso pode ser traduzido como
os provaveis pontos de fratura na parede celular que acarretaram num consequente

rompimento desta estrutura (Figura 7).
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Figura 7. Medicao das forcas de adesdo da parede celular de S.cerevisiae. (a) Sem
aplicagdo da alta presséo hidrostatica. (b) Com a aplicagdo de 50 MPa por 30 minutos. (c)
Com a aplicacdo de 100 Mpa por 30 minutos. (d) Com a aplicacdo de 150 Mpa por 30
minutos. (e) Com a aplicagao de 200 Mpa por 30 minutos.
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Pressdes superiores a 100 MPa sdo normalmente consideradas letais, variando de
acordo com a cepa estudada, condigdes do seu meio de cultura e tempo de duracao
do piezotratamento. Além disso, as pressdoes de 100 a 150 MPa interrompem o
centro organizador de microtubulos, e pressdes acima de 300 MPa desconectam

estruturas subcelulares como as membranas nucleares (KOBIRI, 1995).

Estresse na
parede celular.

Exterior
Quitina ¥ | GIcNAc-1,4-GlcNAc-1,4-GleNAc |
PN
Beta-1,6- alucano | Gle-1,6-Gle-1,6-Gle-1,6-Glc |
= ?
Glc-1,3-Glc-1,3-Gle-1,3-Gle-1,3-Gle-1,3-Gle
Cadeias de Beta- »
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Interior

Figura 8. Disposicao de polimeros de quitina, 1,3 e 1,6 beta-glicanos na parede celular de
levedura. Fonte: Adaptado de LESAGE e BUSSEY, 2006

Segundo Levin (2011) a ramificacdo entre as cadeias de 1,3 e 1,6 beta-glicano,
fornece a resisténcia mecanica da parede celular, e a deposicao de quitina no
exterior da célula é induzida na resposta de estresse da parede celular. A partir
disso, a disposicdo das forcas de adesdao da parede celualr visualizadas pelo
microscopio de forca atdbmica em funcdo da pressdo aplicada pode ser
correlacionada com a desestruturagdo das ligagbes (1,3 — 1,6) beta glicano,
culminando em pontos de fratura e lise celular nas pressées mais elevadas. Ja nas
pressdes de 50 MPa, foi observado que a medicdo dos valores de resisténcia ainda
apresentam homogeneidade, indicando que as alteragdes na superficie do substrato
sdo mais brandas, o que pode ser correlacionado com alteragdes na, rigidez/fluidez

da membrana plasmatica relatado anteriormente. Com a parede celular ainda
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integra, a célula é capaz de se reestruturar de forma eficiente.

Diferencas de pressao intra e extracelular e variagbes no pH interno do organismo
podem alterar a oscilagcdo da ponta modificando as propriedades nanomecanicas de
suas estruturas celulares. (BUT, 2005; GABORIAUD, 2005) Como ja descrito
anteriormente, a pressao hidrostatica promove alteracdo em pH e compactacao
celular. Esses dois fatores também contribuem para interpretacdo dos resultados
adquiridos nas analises de forca de adesao, mostrando que diferentes variagbes

promovidas pelo estresse estdo associadas as alteragcdes na superficie celular.

5.1 METABOLISMO ENERGETICO APOS O TRATAMENTO COM HHP

5.1.1 Fase fermentativa

Foram realizadas analises por HPLC foram feitas identificando e mensurando os
picos de glicose, etanol e glicerol das células pressurizadas e ndo pressurizadas nas
primeiras 4 horas e apds 12 horas de crescimento pds-tratamento com alta pressao
hidrostatica. Os resultados mostram que nas primeiras 4 horas ja é possivel
identificar a maior producao de etanol (Figura 9)

A divergéncia de tempo em que o etanol se encontra em maior produgdo com a
utilizacdo da alta pressao hidrostatica pode ser explicada pela diferenga nas
metodologias aplicadas entre este trabalho e o anterior (BRAVIM, 2012). Pois as
células pressurizadas nédo foram usadas como indculo (como realizado por BRAVIM,
2012), com isso n&o ocorreu variagdo no meio de cultura e nas concentragdes de
nutrientes. Variagcdo essa que pode interferir no potencial da resposta fermentativa.
Outro importante fator é a utilizacdo de uma metodologia diferente da descrita no

trabalho citado.
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Figura 9. Analise, por HPLC, da producao de etanol, glicerol e glicose. As setas indicam: 1- glicose, 2- glicerol e 3- etanol. Grafico (a)
Controle. Uma hora de crescimento apés incubacao a 0,1 MPa por 30 minutos. (b) 1 hora de crescimento apés a aplicacdo de 50 MPa por
30 min. (c) Controle, 4 horas de crescimento apds incubacédo a 0,1 MPa por 30 minutos. (d) 4 horas de crescimento apds o tratamento.
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Na fase fermentativa, a concentragdao de glicerol produzida se manteve igual entre
as células tratadas com a alta pressédo hidrostatica e as células de controle. Isso
mostra que a superexpressao de GPD1 (vista nos dados de microarranjo) nao
acarretou numa maior produgdo de glicerol, apesar do passo metabdlico para a
producdo de glicerol-3 fosfato ser o fator chave para a produgéo de glicerol final.
Percebe-se entdo que a superexpressao de GUT2 (Figura 4), cujo é responsavel
pela transformacdo de glicerol 3-fosfato em diidroxicetona, manteve o
balanceamento o produto de glicerol final formado.

Essas dois genes, GPD1 e GUT2, sdo responsaveis por constituir a langadeira
glicerol-3-fosfato. Esse mecanismo contribui para a geragédo de espécies reativas de
oxigénio, pois a mesma transfere equivalentes redutores do citosol para a
mitocondria para a redugcdo da ubiquinona a ubiquinol utilizado na cadeia
transportadora de elétrons (Figura 10) (LARSSON et 1.1998)

NADH+H " NAD*

GPD1

Matriz mitocondrial

Figura 10. Representacdo esquematica da lancadeira Glicreol 3 fosfato..Fonte:
MONTOVANELLI, 2016.

Além da relagdo entre a alta pressao hidrostatica e a geragcado de espécies reativas
de oxigénio, as analises por HPLC sugerem que este passo esta sendo induzido para

que a célula forme mais glicerol 3-fosfato e diidroxicetona, que tem dentro de suas
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fungdes bioquimicas a sintese de fosfolipidios, que participam da sintese, reparo e

reestruturacao da membrana plasmatica (Figura 11) (SCANES, 1998).

Glicose

b

y

Glicose 6-fosfato Fosfolipidios

LN

L—— Diidroxicetona Fosfato.

1l

Glicerol 3-Fosfato.

I

Glicerol

Gliceroldeido 3-Fosfato

Piruvato —— Etanol

(o3

Glicerol

Figura 11. Representacdo do processo de fermentagdo. Passos para a formacgédo de
Diidroxicetona Fosfato e Glicerol 3-fosfato, requeridos para a formacéao de fosfolipidios. Fonte:
Adaptado de SCANES. 1998.

Os resultados 12 horas pds-tratamento mostraram que as indugdes ja descritas por
Bravim (2012), de genes relacionados com a importacdo da glicose (gene Hxt
descrito na Figura 4), atuam acelerando o processo fermentativo. Junto a essa
informacéo, pode-se perceber que a aceleracdo da fermentacdo também pdde ser
notada pelo consumo de glicose relatado na figura 12.

Pode-se perceber também, que a formacdo de etanol permanece maior até o
periodo de 12 horas apos a aplicagao da pressao (Figura 13), descrita anteriormente
(Bravim, 2012) apenas até a oitava hora de crescimento. As concentragcbes de
glicerol permaneceram sem diferenca estatistica (Figura 14) mostrando que até o
momento de 12 horas pds-pressdo ndo houve alteragdo da velocidade de glicerol
formado. Essa regulagédo ajuda a célula a n&o perder eficiéncia na sua fermentagao
alcodlica, visto que a quantidade final de etanol ndo é afetada pelo tratamento

descrito.
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Figura 14. Glicerol presente no meio YEPD, 12 horas apos a aplicagao da alta pressao.

5.1.2 Pés diauxia

BRAVIM (2016) em suas analises de microarranjo evidenciou uma indugdo na
regulacédo de genes relacionados com ciclo do acido citrico (Figura 4). Com o agucar
exaurido do meio a S. cerevisiae comega a sua segunda fase de proliferagdo (pés
diauxia), e assim €& evidenciado que a influéncia das respostas obtidas na

microanalise perdura até sua atividade respiratoria.

A quantidade de etanol presente no meio extracelular das células tratadas com alta
pressdo hidrostatica e células ndo tratadas com HHP mostrou uma completa
metabolizagdo do etanol no periodo 36 horas apds o tratamento com alta presséao.
(Figura 13)
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Figura 13. Etanol em meio YEPD, 36 horas apods o tratamento com alta pressao

hidrostatica.
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Figura 14. Massa celular de S. cerevisiae, 36 horas apés o tratamento alta com pressao

hidrostatica.
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Em conjunto com os dados do consumo de etanol foram feitas pesagens dos pellets
(Figura 14) no mesmo momento da quantificagdo anterior, corroborando a auséncia
de etanol nas amostras que passaram sob piezotratamento. Indicando assim que a
velocidade em que o consumo do etanol foi feito pelas células tratadas com a alta
pressao hidrostatica foi maior do que as células controle, pois a maior metabolizacao
do etanol indica maior metabolismo aerdbico, consequentemente mostrando uma
maior velocidade na divisao celular. As células tratadas com alta pressao
apresentaram maior produ¢ao de massa celular (qQue variam de 19,7 a 29,6 % mais

massa celular produzida em 36 horas de crescimento).

Portanto, as superexpressdes de PYC1, CIT1, IDH2, MDH1, SDH4, NDI1, CYC7,
COX15, indicam uma possivel aceleragdo no metabolismo respiratério. Em adicional
outro dois genes da fase respiratoria foram identificados superexpressos no presente
trabalho (ICL1 e ACO1). (Figura 4).

Outro importante fator que relaciona o consumo do etanol evidenciado é a
identificacdo no presente trabalho de dois genes, ALD4 e ACS1,além dos que ja
foram descritos na literatura, responsaveis na via de degradacgéo do etanol (Figura
4). O gene ALD4 formador de uma enzima (aldeido desidrogenase), com o papel na
transformacao de acetaldeido em acetato, que consequentemente sofrera a acéo de
acetilCoA sintase ( formado pela expressdao de ACS1) . Essa resposta no
microarranjo em conjunto com os dados produzidos pela técnica de cromatografia
demonstra a modulagao da atividade respiratéria exercida pelo tratamento com alta
pressao hidrostatica. Os resultados mostraram que a eficiéncia respiratoria culminou
em uma maior massa celular formada (36 horas pds-presséo). Assim as células que
sofreram tratamento com a alta pressao hidrostatica chegaram mais rapidamente a

sua fase estacionaria.

5.1.3 Fase estacionaria.

O completo consumo do etanol nas células controle s6 foi evidenciado 12 horas
depois da quantificacdo da fase pds-diauxia. Com isso a massa celular foi também
mensurada (Figura 17), mostrando que tanto a célula tratada com a alta pressao

hidrostatica como a células controle atingem no fim do consumo de seus nutrientes,
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a mesma massa celular. Indicando, portanto, que o aumento da pressao trabalha de
forma a acelerar os processos fermentativos e respiratérios.

Os resultados indicam, portanto, uma provavel utilizacdo da alta pressao hidrostatica
em processos industriais para obtengao de massa celular de S.cerevisiae. Com isso,
se fez necessario a variacdo da quantidade de acucar no meio, pois ambientes

industriais utilizam melago para produ¢ao de massa celular (Ex: fermento bioldgico).
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Figura 15. Massa celular obtida 60 horas apds a aplicagao de alta pressao hidrostatica.

5.2.4. Alteracdo na concentragao de glicose

Com o intuito de adequar o ambiente fermentativo industrial (em termos
energéticos), tendo em vista que a producgao industrial de massa celular é preparada
com melago de cana, que apresenta maior disponibilidade de glicose no meio, um
experimento adicional foi realizado para avaliar se o efeito na aceleragdo da
producdo de massa celular se mantém em quantidades maiores de agucar. A
mesma metodologia de cultura foi realizada, porém em um meio YEPD contendo
10% de glicose. Apds o tratamento com alta pressado hidrostatica (50 Mpa por 30
minutos) as células mostraram uma velocidade no crescimento similar ao trabalho
realizado em YEPD 2% (36 horas pos-pressao). Entretanto a diferenga na massa
celular continuou evidenciada em 60 horas apds o tratamento com alta pressao,
indicando que o aumento da quantidade de agucar prolonga o efeito de aceleragao

do crescimento celular de células tratadas com alta pressao hidrostatica.
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Figura 18. Massa celular apos 36 horas de crescimento em meio YEPD com 10% de glicose.
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6 CONCLUSAO

Os resultados mostram que a alta pressao hidrostatica altera a resisténcia mecanica
de células de S.cerevisiae, que normalmente se encontram com uma homogénea
distribuicdo de resisténcia nao ultrapassando os 50 nN. Apds o tratamento com a
alta pressao esses valores sao alterados, criando faixas de resisténcia distintas e
chegando a ultrapassar os 100 nN em regides de maior resisténcia.

A inducédo da lancadeira glicerol 3-fosfato, pode estar relacionada com uma possivel
formagao dos subprodutos glicerol 3-fosfato e diidroxicetona para reestruturagéo das
membranas plasmaticas, visto que as analises de quantificagdo de glicerol nao
mostraram diferenca entre tratamento e controle em nenhum momento durante o
acompanhamento de crescimento celular, mostrando que a superexpressao de
GPD1 néo alterou a formacgao de Glicerol.

Apos a etapa fermentativa podemos perceber que as células pressurizadas
consumiram o etanol produzido antes da populagao controle (corroborando os dados
de microanalise) que evidenciam a indug¢ao das etapas do metabolismo respiratério
descrita na literatura (Bravim, 2016).

Dois genes que participam da etapa da via de degradagao do etanol também foram
identificados superexpressados (ALD4, ACS1).

Apos o tratamento com alta pressao hidrostatica, foi identificado um aumento da
producao de massa celular de 19,7 a 29,6 % maior que as células que nao sofreram
o piezotratamento. Este método também mostrou eficiéncia em meio de cultura com
maior quantidade de glicose (10%), onde as células que sofreram com a alta
pressao hidrostatica apresentaram uma produgédo meédia de 15,7% mais massa
celular que a populacao controle em 36 horas de crescimento (pos tratamento). No
ambiente com maior quantidade de agucar a producdo de massa celular se manteve
maior em até 60 horas pos pressao.

Este resultado levou a obtencédo do depdsito de patente intitulado “Processo para o
aumento da massa celular em leveduras utilizando altas pressées hidrostaticas” com
numero de depaosito no INPI BR 10 2018 002114 1.
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