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“O que observamos nao € a natureza em si,

mas, a natureza exposta no nosso método de questionamento”

Werner Karl Heisenberg



RESUMO

Durante o processo fermentativo de elaboracdo de Cachaca, a levedura
Sacharomyces cerevisiae produz uma serie de compostos com propriedades
organolépticas, destacando-se por a sua importancia os alcoois superiores. A sua
formacédo depende de numerosos fatores, sendo a fonte e a concentragdo de nitrogénio
um dos mais importantes. Nos ultimos anos tem sido frequente o acréscimo de sais de
amonio para melhorar o desempenho fermentativo em alambiques artesanais. Neste
contexto cientifico e industrial, com o fim de determinar o efeito desta suplementacao
nutricional na formacdo dos 4&lcoois superiores, e por consequéncia no perfil
organoléptico, analisamos ao nivel transcritbmico e metabodlico a producdo de alcoois
superiores pela linhagem industrial de S. cerevisiae JP1, empregada na producdo de
aguardente de cana, e pela linhagem de laboratério CEN.PK113, usada como referéncia,
durante culturas em meio mineral com diferentes fontes de nitrogénio na forma de amonio
(como sal de sulfato), leucina, isoleucina, valina, triptofano e fenilalanina. Os resultados
cinéticos (Mmax, tq) € pardmetros fermentativos (consumo de glicose, e producdo de
acetato e etanol) mostraram o melhor desempenho fermentativo para o meio sulfato de
amonio e valina, e estes superiores aos obtidos para os cultivos em leucina, isoleucina e
fenilalanina. J4 a cultura com triptofano apresentou um crescimento deficiente. Isto
confirmaria a pratica usual dos produtores de cachacga de adicionar sulfato de amdnio
para evitar problemas de baixo rendimento. A producdo dos alcoois superiores atingiu
niveis de entre 300 a 1000 pg/L nos cultivos em aminoacidos como fonte de nitrogénio,
enquanto foi observada uma baixa producdo (<8 pg/L) nos meios com amonio. Pela
producdo dos alcoois superiores, pode-se observar que o catabolismo de aminoacidos
ramificados e aromaticos seguiu principalmente a via de Ehrlich. O rendimento de
conversdo dos aminoacidos adicionados aos alcoois correspondentes foi calculado no
intervalo de 0,0042 a 0,0092%. Surpreendentemente, no meio com isoleucina foi
verificada a producdo de 3-metil-butanol entre 30 e 50 pg/L, composto derivado da
leucina. A analise de transcricdo génica sugere que esta producdo inusitada 3-metil-
butanol pode ser resultado da sintese de novo do aminoacido leucina a partir do piruvato,
e da aparente regulacdo temporal diferencial dos niveis de transcricdo dos genes da via
de Ehrlich. Ao mesmo tempo, sugerimos que a compartimentalizacdo exercida pela
mitocondria e a atividade global das alfa-ceto acidos descarboxilases sejam as principais
causa da producdo de alcoois superiores em meios nos quais ndo estd presente o
aminoacido precursor.

Palavras chaves: leveduras - cachaca - fermentacdo - compostos organolépticos -

transcrigao génica.

Vi



ABSTRACT

During the fermentation process for Cachaga fabrication, the yeast
Saccharomyces cerevisiae produces a series of organoleptic compounds, highlighting the
higher alcohols. Its formation depends on numerous factors, being the source and a
nitrogen concentration one of the most important. In recent years, it has often been usual
the addition of ammonium salts to improve the fermentation performance in craft stills. In
this scientific and industrial context, with the aim of determine the effect of this nutritional
supplementation in the formation of higher alcohols, and consequently in the flavor profile,
we analyzed at transcriptomic and metabolic level the higher alcohols production of the
industrial strain of S. cerevisiae JP1, used in the production of sugar cane, and the
reference laboratory strain CEN.PK113, in mineral medium cultures with different nitrogen
sources in the form of ammonium (as sulfate salt), leucine, isoleucine, valine, tryptophan
and phenylalanine. The kinetic results (Umax, tg), and fermentation parameters (glucose
consumption, and ethanol and acetate production) showed for the medium ammonium
sulfate and valine the best performance, resulting in higher valor those obtained by the
cultivation of leucine, isoleucine and phenylalanine. Already, tryptophan cultured showed
poor growth. This will confirms the usual practice of cachaca producers of adding
ammonium sulfate to avoid yield problems. The production of higher alcohols reached
levels between 300 to 1000 pg/L in amino acids cultures, while in medium with ammonium
was low production (8 pg/L). For this reason, we noted that the catabolism of branched
and aromatic amino acids mainly follows the Ehrlich pathway. The yield of conversion of
the amino acid added to the corresponding alcohols was calculated in the range 0.0042 to
0.0092%. Surprisingly, it was observed in isoleucine medium the production of 3-
methylbutanol from 30 to 50 pg/L, the leucine derivative compound. Analysis of gene
transcription suggests that this unusual production of 3-methyl-butanol can be the result of
de novo synthesis of leucine from pyruvate, and for the apparent temporal differential
regulation of Ehrlich’s genes transcription levels. At the same time, it is suggested that the
compartmentalization exerted by mitochondria and the global activity of alpha-keto acids
descarboxilases are the main cause of formation of higher alcohols in cultures where is
absent the amino acid precursor.

Key words: yeast - cachaga - fermentation - organoleptic compounds — gene
transcription - higher alcohol.
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1. INTRODUCAO

A Cachaca é a bebida destilada tradicional do Brasil, produzida a partir da
fermentacdo do suco de cana, em geral pelas leveduras da espécie S. cerevisiae. Durante
este processo, alem de produzir-se majoritariamente etanol e didoxido de carbono se
elaboram uma serie de compostos que afetam diretamente obouquet do produto
final,destacando-se dentre estes o0s alcoois superiores. Estes metabdlitos sao
provenientes do catabolismo dos aminoacidos ramificados e aromaticos e a sua formacao
depende de varios parametros, estando entre os mais importantes o tipo de nitrogénio

assimilavel assim como a regulacéo do padréo transcricional.

Na industria da cachaca, existe a pratica de acrescentar sais de amonio para
melhorar o desempenho fermentativo das leveduras, ndo obstante pouco se sabe sobre o
efeito da adicdo de nitrogénio no perfil sensorial. Até 0 momento s existe um estudo que
relaciona a producdo destes compostos com 0s niveis de expressaol/transcricdo dos
genes principais nas vias metabdlicas envolvidas na formacdo de alcoois superiores
(ESPINOSA VIDALEet al., 2011). Nesse contexto, o presente trabalho de tese pretende dar
continuidade ao trabalho anterior de dissertacdo, agora com o0 objetivo de comparar o
perfil de producdo dos alcoois superiores em condi¢cdes controladas de laboratério entre
uma linhagem industrial de S. cerevisiae e uma linhagem de laboratério de referéncia.
Neste caso, empregando uma combinacdo de ferramentas analiticas para analises

metabdlicas (HPLC e GC), e genéticas (microarranjo de DNA).

Desta forma,espera-se estabelecer como as diferengcas na fonte de nitrogénio
influenciam no perfil fermentativo, no padréo de transcricdo e por conseqiéncia nos niveis
dos alcoois superiores. Dentre os varios fatores que influenciam a producdo de cachaca
artesanal, o uso de concentracdes especificas de aminoacidos ramificados e/ou

aromaticos deveria levar a producgéo de bebidas diferenciadas em aromas e sabores.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. PROCESSO FERMENTATIVO

2.1.1. Elaboragao de Cachaca artesanal

A aguardente de cana de acucar (Cachaca) é produzida por destilacdo do mosto
fermentado a partir do caldo de cana. A cachaca obtida em pequena escala pelos
produtores rurais em processos chamados de artesanais usando alambiques de cobre se
diferencia tanto na sua elaboragdo como nas caracteristicas sensoriais da cachaca
produzida comercialmente usando colunas continuas de aco inox (OLIVEIRA et al., 2004).

A fabricacdo de cachaca artesanal comeca com a moenda da cana de agucar, que
apos ser filtrada é transvasada para as cubas de cobre ou ago inox onde a concentragéo
do mosto é ajustada entre 14 e 20 °Brix. Este mosto pode ser fermentado usando dois
in6culos: fermento caipira ou fermento comercial. Para o fermento caipira, o produtor
prepara um inéculo natural (pé de cuba) que consiste em uma pasta com arroz triturado,
farinha de milho e suco de limé&o (para acidificacéo) acrescido de caldo de cana a 6 °Brix,
0 qual permanece em repousopara que a microbiota se desenvolva de forma espontanea
por 12 a 24 horas. Neste fermento, sdo isoladas predominantemente linhagens de
Saccharomyces cerevisiae (PATARO et al., 2000; GOMES et al., 2007; VILANOVA et al.,
2009; PBDAC).Ja os fermentos comerciais consistem de linhagens de S. cerevisiae
utilizados na panificacdo. Recentemente, linhagens comerciais isoladas para a producéo
de etanol combustivel, tais como a JP1(FILHO et al., 2005),estdo sendo utilizadas por

pequenos produtores nos estados de Alagoas, Pernambuco e Parana.

Dependendo do tipo de in6culo empregado, e devido a auséncia de esterilidade
durante o processo, a microbiota presente esta em constante mudang¢a conformando uma
mistura complexa da populacéo de leveduras, fungos e bacterias(YOUNIS e STEWART,
2000; MARINI et al., 2009; VILANOVA et al., 2009). Estes fatores fazem com que inéculos
frescos tenham que ser preparados mais de uma vez por safra. Este é outro fator que
justifica a préatica recente de utilizacdo de fermentos comerciais para padronizar 0s

tempos de elaboracao e, consequentemente, a qualidade do produto final.

Uma vez inoculadas, as leveduras desenvolvem-se em concentracfes elevadas

(na ordem de 10° cel/mL) até esgotar a fonte de carbono, indicado pela auséncia de

17



liberacdo de dioxido de carbono. O mosto fermentado junto com as leveduras €
transpassado para alambiques de cobre para destilacdo. O destilado é finalmente diluido
com agua entre 38 a 40% (v/v) de etanol para ser engarrafado, ou maturado em barris
decarvalho por varios anos. A cuba de fermentacdo € deixada com 10 a 20% do mosto
anterior (fermento pé-de-cuba), repetindo-se um novo ciclo por adicdo de caldo de cana
fresco.

2.1.2. Leveduras: linhagens industriais e de laboratoério

As linhagens industriais, linhagens selvagens isoladas do processo produtivo,
apresentam adaptabilidade as condi¢cdes de alto estresse, com elevadas taxas de
fermentacdo, altos rendimentos de produto, e alta reprodutibilidade. Estas propriedades
séo resultado das diferencas na bagagem génica. As linhagens de laboratério podem ser
hapléides (n) ou dipldides (2n). Entretanto, as leveduras industriais sao dipléides (2n),
mais também podem sertripldides (3n) ou tetrapldides (4n); apresentar aneupldéidias,
rearranjos cromossomicos e translocacées (HAMMOND, 1995). Existe a hipdétese de que
a manutencado de mais de um numero de cépias da maioria dos cromossomos outorgaria
uma vantagem seletiva as leveduras no ambiente industrial. Da mesma maneira, 0
aumento no numero de coépias de gene de metabolismos relacionados com esses
ambientes traria a mesma vantagem (GOFFEAU et al., 1996). Por exemplo, a repeticdo
dos genes MAL relacionados a utilizacdo de maltose produz um aumento na taxa de
metabolizacdo deste acuUcar durante a fermentacdo da cerveja, ja que a linhagem de
laboratorio S288C possui uma copia de cada um dos genes MAL enquanto aslinhagens
de cerveja apresentam tipicamente 10 ou mais copias destes gene (HAMMOND, 1995).
Além disso, genes tais como aquele que codifica a enzima alcool acetil transferase (Lg-
ATF1)parecem estar presente apenas em leveduras de cerveja, mas ausente no genoma
da levedura S288C sequenciada. Algumas linhagens comerciais isoladas para a producao
de alcool combustivel apresentam repeticdbes dos genes das vias de biossintese de
vitamina B6 (piridoxina) e B1 (tiamina), caracteristicas relacionadas a adaptacéo daquelas
células ao ambiente industrial (ANDERSON e KIRSOP, 1975).
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2.2. SUBSTANCIAS ORGANOLEPTICAS

2.2.1. Generalidades

Durante o processo de fermentacéo, as leveduras produzem um amplo espectro de
substancias aromaticas, que apesar de serem formados em pequenas quantidades, séo

capazes de determinar notoriamente diferencas na qualidade final dos fermentados.

Estas substancias ativas podem ser divididas nos seguintes grupos principais:
moléculas contendo enxofre, acidos organicos, compostos carbonilos, alcoois alifaticos de
cadeia meia ou alcoois superiores (alcoois de Fusel), e ésteres volateis (LAMBRECHTS e
PRETORIUS, 2000; PISARNITSKII, 2001; HAZELWOOD et al., 2008). Alguns destes
contribuem positivamente para a qualidade final dos produtos, enquanto outros impdem
sabores nao desejados (off-flavours). Destes, o0s alcoois superiores representam o maior
grupo e 0 mais importante jA que sao responsaveis pelos aromas florais e frutais
altamente desejados nas bebidas alcodlicas (HAZELWOOQOD et al., 2008).

2.2.2. Alcoois superiores

No processo fermentativo sdo produzidos alcoois com cadeias carbonadas de
diferentes tamanhos que contribuem no aroma e sabor das bebidas alcodlicas. O produto
majoritario obtido € etanol, mas também s&o produzidos &lcoois alifaticos de cadeia média
ou alcoois superiores, também conhecidos como alcool de fusel (HAZELWOOD et al.,
2008). A contribuicdo sensorial desses produtos se da na intensificacdo geral no sabor
alcodlico e por conceder um carater célido na bebida (BOULTON e QUAIN, 2001). Além
disso, o 2-feniletanol (2PE) confere aroma floral e de rosas e é um carater procurado
principalmente nos vinhos. As concentracdes tipicas dos alcoois superiores na cerveja
sédo da ordem de 100 a 200 mg/L (BOULTON e QUAIN, 2001).

Os alcoois superiores podem ser produzidos a partir do metabolismo dos
carboidratos através do piruvato, ou no metabolismo secundario na via de Ehrlich
(EHRLICH, 1907), rota catabolica derivada da assimilacdo dos aminoacidos de cadeia
ramificada (leucina, valina e isoleucina) e de cadeias aromaticas (Fenilalanina, triptofano e

tirosina) (Figura 1).
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Dependendo do tipo de aminoacido catabolizado pela rota de Ehrlich, podem ser
obtidos alguns dos principais alcoois superiores com importantes propriedades
organolépticas: alcool isoamilico (3-metil-1-butanol: 3MB) a partir de leucina,

ialcool amilico ativo (2-metil-1-butanol: 2MB) a partir de isoleucina;

li)isobutanol (2-metil-1-propanol: 2MP) a partir de valina; iv)triptofol (3-Indole etil
alcool: 3IE) a partir de triptofano; v)tirosol a partir de tirosina; iv)feniletanol (2-
feniletanol: 2PE) a partir de fenilalanina. A producdo destes compostos pode ser
diretamente influenciada pela linhagem de levedura empregada (LILLY et al., 2006;
CARRAU et al., 2008; VILANOVA et al., 2009), pela modificagdo da composi¢cao do mosto
e manipulacdo das condi¢cdes da fermentacdo, como o tipo de nitrogénio assimilavel no
mosto (WANG et al., 2003; DE ARAUJO VICENTE et al., 2006; GODARD et al., 2007;
JIMENEZ-MARTI et al., 2007; VILANOVA et al., 2007; CARRAU et al., 2008; ESPINOSA
VIDAL et al., 2011) e das fontes de carbono disponiveis no meio (YOUNIS e STEWART,
2000). Uma vez produzidos, esses compostos sdo excretados para 0 meio ja que nao

podem ser utilizados como fonte de carbono auxiliar no metabolismo principal.
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2.2.2.1. 2-oxo0 &cido decarboxilases

As enzimas-chave na via catabdlica de Ehrlich sdo as descarboxilases, das quais
asceto-acidos descarboxilases se constituem nas principais enzimas (Figura 1). Existem
trés genes estruturais para esta enzima no genoma de S. cerevisiae: PDC1 (YLRO44c),
PDC5(YLR134W) e PDC6 (YGR087C), dos quais o produto do gene PDC1 aporta cerca
de 80% da atividade piruvato decarboxilase em condigbes normais de
fermentacao(DICKINSON et al., 2003). O gene PDC1 codifica uma enzima que possui
afinidade tanto para o piruvato como para os 2-oxo acidos derivados do catabolismo dos
aminoacidos de cadeia ramificada, como leucina, isoleucina e valina(DICKINSON et al.,
2003). Observacfes comprovaram que esta proteina é a responsavel pela maior atividade
de descarboxilagao destes compostos (VURALHAN et al., 2005).

Dois outros genes apresentam similaridade de sequéncia com a familia PDC,
levando a serem classificados como descarboxilases:o gene ARO10 (YDR380W) e o
gene KID1/THI3 (YDLO80C). O gene AROI10 s6 € expresso quando as células de
levedura séo cultivadas na presenca dos aminoacidos aromaticos fenilalanina ou tirosina,
revelando que a enzima ArolOp atua principalmente na descarboxilacdo de fenilpiruvato
ou indolpiruvato (VURALHAN et al.,, 2003). O gene THI3 seria o0 responsavel pela
descarboxilagdo de alfa-ceto isocaproato no catabolismo de leucina (DICKINSON e
DAWES, 1992). Entretanto, esta enzima também possui afinidade para os 2-oxo acidos
derivados dos aminoacidos ramificados. Em culturas com baixa disponibilidade de
nitrogénio amoniacal, e na presenca de aminoacidos ramificados ou aromaticos, observa-
se uma queda na atividade Pdclp e a inducdo da atividade Arol0p (VURALHAN et al.,
2005). Nao obstante, mais recentemente foi apresentado que a adicdo de altas
concentragfes de sulfato de aménio é capaz de induzir a expressdo do gene ARO10 em

condi¢cBes fermentativas similares as industrias (ESPINOSA VIDAL et al., 2011).

2.2.2.2. Alcool desidrogenase

Outro passo importante na via de Ehrlich para a formacéo de alcoois superiores é a
reacdo de reducédo dos alfa-ceto aldeidos produzidos apds a reacdo de descarboxilacdo
dos alfa-ceto &cidos (Figura 1). Esta reducdo é realizada pela atividade alcool
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desidrogenase dependente de NAD(P)H. No genoma de S. cerevisiae existem oito genes
gue codificam para alcool desidrogenases: ADH1 (YOL086C), ADH2 (YMR303C), ADH3
(YMRO83W), ADH4(YGL256W), ADH5 (YBR145W), SFA1 (YDL168W), ADH6
(YMR318C) e ADH7(YCR105W). As enzimas Adhlp a Adh5p estdo primariamente
envolvidas no metabolismo de etanol, com a enzima Adh2p catalisando a reacédo
reversivel de oxidacdo de etanol a acetaldeido. Ja& as enzimas Adh6p e Adh7p séo
membros da familia da cinnamil alcool desidrogenase que participariam primariamente na
sintese de alcoois superiores (LARRQY et al., 2002). A enzima Sfalp € membro do grupo
de alcool desidrogenase que pode atuar numa ampliada variedade de substratos, atuando
primariamente na detoxificacdo de compostos aldeidicos (DICKINSON e DAWES, 1992).

2.2.2.3. Relacéo entre anabolismo e catabolismo dos aminoacidos ramificados

Um fator importante no balango da producéo dos alcoois superiores ramificados é a
integracdo entre as vias de biossintese de valina e de leucina que tém como ponto em
comum o intermediario alfa-cetoisovalerato (Figura 1). Este intermediario pode ser
aminado para produzir valina, descarboxilado e seguidamente reducido para produzir 2-
metil-propanol ou ainda convertido a alfa-isopropilmalato pela alfa-isopropilmalato sintase,
produto do gene LEU4 (YNL104C). Deste segundo intermediario podem ser produzidos a
leucina e o alcool superior 3-metil-butanol (Figura 1). Esta enzima € inibida
alostericamente por retro-alimentacéo quando os niveis de leucina sao altos (CASALONE
et al., 1997). Uma mutacdo no gene LEU4, que elimina esta retro-alimentacéo ocasiona a
hiper-producédo de 3-metil-butanol (OBA et al., 2005).

2.3. METABOLISMO DE INOSITOL E FOSFOLIPIDIOS

Os genes envolvidos na sintese de fosfolipidios apresentam uma complexa
regulacéo da transcricdo em relacdo a seus precursores, inositol e colina (PALTAUF et
al., 1992; GREENBERG e LOPES, 1996) assim como em relacdoadisponibilidade de
nitrogénio (GRIAC e HENRY, 1999). O mais altamente regulado destes genes é INO1, o

gue codifica a enzima Inositol-3-fosfato sintase, envolvida na sintese de fosfatos de
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inositol e inositol. Durante a fase logaritmica de crescimento o gene INO1 e outros genes
coordenadamente regulados estdo desreprimidos. Se inositol é adicionado ao meio de
crescimento estes genes sao reprimidos(NIKOLOFF e HENRY, 1994). A co-regulacdo
estad garantida pela presenca de um elemento consenso repetido (5'-CATGTGAAAT-3))
(HIRSCH e HENRY, 1986; LOPES e HENRY, 1991; NIKOLOFF e HENRY, 1994)
conhecido como a sequéncia ativadora sensivel a inositol (UASno), 0 qual foi detectado
nos promotores de varios genes que resultaram fortemente co-induzidos junto a INO1,
envolvidos na biosintese de fosfolipidios, acidos graxos e esterol (LOPES e HENRY,
1991; SANTIAGO e MAMOUN, 2003), como os genes que codificam a fosfatidilserina
sintase (CHO1), a CDP diacilglicerol-sintase (CDS1), a metiltransferase fosfolipidica OPI3,
e o transportador de inositol (ITR1) (SANTIAGO e MAMOUN, 2003).

Este elemento consenso UASyo € 0 sitio de ligacdo para o heterodimero composto
dos produtos génicos de INO2 e INO4, cuja unido ativa a transcricdo do gene. Cepas
contendo mutacbes ino2 e ino4 sdo auxotroficas para inositol e exibem outras
anormalidades do metabolismo de fosfolipideos, devido a falta de desrepressao do gene
INO1 e a outros genes do metabolismo lipidico co-regulados(LOEWY e HENRY, 1984).
As mutacdes em um terceiro locus, OPIl, levam a super-expressdo de INOl e a

consequente superproducéo de inositol.

2.4. METABOLISMO DE IONS METALICOS

Os ions metalicos tais como ferro, cobre e zinco sdo nutrientes essenciais para as
células. Os ions de ferro e cobre sdo necessarios em varias enzimas chaves na levedura
S.cerevisiae. Por exemplo, a capacidade das células para crescer em fontes de carbono
nao fermentavel depende da existéncia de um complexo ativo de citocromo-oxidase, 0
gue requer ions de cobre e ferro como cofatores. Ao mesmo tempo, 0 crescimento
oxidativo requer dos citocromos, que possuem na sua estrutura o grupo hemo, assim
como moléculas de defesa contra intermediarios reativos de oxigénio como a enzima
superoxido dismutase, uma metaloenzima de cobre que funciona como detoxificador do
radical de oxigénio. A metaloenzima Fet3p, é uma ferro-oxidase importante para a
absorcdo de Fe (ll),apresentandoo ion cobre na sua estrutura(ASKWITH et al.,

1994).Uma variedade de outras oxidases e oxigenases requerem Cu (ll) e Ferro (Il) como
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cofactor funcional em outras espécies de organismos(GROSS et al., 2000). Porém, a
superacumulacédo destes metais também pode ser téxico. Quando o nivel intracelular de
um ion metalico aumenta além de algum nivel critico, pode interferir com processos vitais
e resultam na morte da célula. Por tudo isto,a assimilacdo pela levedura é altamente

regulada, dependendo ao mesmo tempo do contetdo de oxigénio do meio.

Em condigBes baixas em O, o ferro estd geralmente no estado de oxidagdo +2
(ferroso) em forma soluvel. Porém, em condi¢cdes oOxicas, o ferro esta como +3 (férrico),
formando varios minerais insolaveis. O ion Fe (lll) tem baixa solubilidade a pH neutro e
por consequéncia ndo pode ser utilizado pelos organismos. Os sider6foros microbianos
dissolvem estes ions aos complexos de Fe (lll), que podem ser assimilados por
mecanismos de transporte activo nas leveduras. Por exemplo, as leveduras podem
absorver ferro ligado a sider6foros microbiana(GROSS et al., 2000),ou também usar um
mecanismo redutor. O ferro extracelular (Ill) é reduzido para ferro (Il) pela atividade das
reductases Frelp e Fre2p localizadas na membrana plasmatica(DANCIS et al.,
1990;GEORGATSOU e ALEXANDRAKI, 1994). O produto ferrico (II) € em seguida, o
substrato de um sistema de alta afinidade de transporte composto da oxidase multi-cobre
Fet3p e a permease Ftrlp(ASKWITH et al., 1994; STEARMAN et al., 1996). A oxidase
Fet3p usa O, como um substrato para oxidar o Fe (ll) de volta para o Fe (lll) para o
transporte subsequente por Ftrlp(DE SILVA et al.,, 1995). A captacdo de cobre de alta
afinidade também é mediada por um mecanismo redutivo. O cobre extracelular (II) é
reduzido a cobre (I) pela redutase Frelp antes do transporte através da membrana
plasmatica pelos transportadores CTR1 e CTR3(GEORGATSOU et al., 1997; ISHIDA et
al., 2002). Finalmente, o transporte de zinco de elevada afinidade € mediada pelas
proteinas Zrtlp e Zrt2p(ZHAO e EIDE, 1996a; b).

Estes sistemas de absorcédo de alta afinidade sdo firmemente reguladas, em
resposta ao estado celular de seus respectivos substratos metélicos. Condi¢des limitantes
de ferro desencadeiam aumento da expressdo de genes FRE1, FRE2, FET3, FTR1,
assim como varios outros genes também envolvidos na aquisicéo de ferro (EIDE, 2000).
Esta inducdo é mediada por dois fatores de transcricdo relacionados, AFT1 e
AFT2(BLAISEAU et al., 2001; RUTHERFORD et al., 2001). De um modo semelhante, a
expressao dos genes ZRT1 e ZRT2 sao induzidas sob a deficiéncia de zinco pelo fator de

transcricdo Zaplp (ZHAO e EIDE, 1997), entretanto que os transportadores de captacao
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de cobre séo regulados pela proteina ativadora de resposta a cobre Maclp(JUNGMANN
et al., 1993).

Além dos sistemas de alta afinidade, os sistemas de baixa afinidade de captacéo
para estes substratos também estdo presentes em levedura, como o transportador de
ferro (Il) de baixa afinidade codificada pelo gene FET4(DIX et al., 1994; DIX et al., 1997).
A proteina Fet4pesta localizada na membrana plasmética. Em adicdo ao seu papel no
transporte de ferro, Fetdp também tem sido demonstrado ser um transportador
fisiologicamente relevante de cobre (HASSETT et al., 2000; PORTNOY et al.,
2001)cobalto, manganés, e zinco(WATERS e EIDE, 2002). O cobre, cobalto, cadmio
inibem a transcricdo de FET4(DIX et al., 1994;HASSETT et al., 2000), enquanto que em
condicBes deficientes em ferro resulta grandemente elevada, relatando que o promotor de
FET4 poderia ser alvo do Zaplp (DIX et al., 1997). Estas observacdes fazem com que
Fet4p desempenhe um papel central na acumulagdo de um nimero de ions metalicos em
levedura. Também, parece que expressdo de FET4 se incrementa em condi¢des
anaerodbicas, e que esta regulagcdo é mediada por ROX1, um importante repressor na
regulacédo por oxigénio (TER LINDE et al., 1999). A deteccdo de oxigénio por ROX1
ocorre em resposta a hemo, a sintese de hemo requere oxigénioe, portanto, as células

cultivadas em condi¢gBes anaerdbicas sdo hemo-deficientes (WATERS e EIDE, 2002).

2.5. METABOLISMO DO NITROGENIO

As leveduras podem utilizar como fonte de nitrogénio algo como 30 compostos
diferentes, como aminoacidos, uréia, amobnio, bases nitrogenadas e derivados de
purina(COOPER, 1982). Estas moléculas entram nas células através de permeases, e
sdo imediatamente utilizadas como unidades de construcdo em reacfes de biossintese ou
sdo catabolizadas para liberar o nitrogénio na forma de amoénio (via desaminacao),
glutamato (via transaminacéo) ou ambas (COOPER, 1982; MAGASANIK, 1992). Em igual
sentido, a glutamina é sintetizada pela condensacao de glutamato e amonio. O glutamato
e a glutamina s&o os dois principais doadores de nitrogénio nas reacdes de biossintese
celular. O aménio, o glutamato, e a glutamina estéo interligados por sistemas enzimaticos
especificos formando o nucleo do metabolismo do nitrogénio (COOPER, 1982;
MAGASANIK, 1992) (Figura 1).
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2.5.1. Assimilacao de fonte de nitrogénio

Em S. cerevisiae o0 amoénio pode ser incorporado diretamente através das
permeases amonio-especificas codificadas pelos genes MEP1, MEP2 e MEPS3, cujas
expressdes sao reguladas pelo sistema de represséo catabdlica do nitrogénio (Nitrogen
Catabolite Repression ou NCR)(ver 2.5.2. Regulacao transcricional do metabolismo do
nitrogénio). Ja os aminoacidos podem ser absorvidos por 23 permeases, entre gerais e
especificas, a maioria sob a regulacio do NCR e do sistema SPS, podendo
serassimilados em uma sequéncia estavel independente das condi¢cdes de fermentacao
empregadas(JONES e PIERCE, 1964). Esta observagao proporcionou a classificacado dos
aminoacidos em quatro grupos. No grupo A, formado pelos aminoacidos primariamente
absorvidos do meio de cultura, estdo glutamina, acido glutdmico, arginina e serina. No
grupo B, formado pelos aminoacidos assimilados mais lentamente, estdo valina, leucina e
isoleucina. No grupo C, formado pelos aminoacidos absorvidos apenas apds a completa
assimilacdo dos amino&cidos do grupo A, se encontram fenilalanina, tirosina e triptofano.
O grupo D é formado apenas pela prolina, um aminoacido de baixa absorcao
(O'CONNOR-COX e INGLEDEW, 1989). Porém, esses aminoacidos podem ser também
classificados com base na importancia como reguladores do desenvolvimento de
compostos sensoriais da cerveja (Tabela 1) (QUAIN e DUFFIELD, 1985). Neste caso, a
classe 1 corresponde a aminoacidos com pouca importancia para a formacédo de
compostos organolépticos ja que eles podem ser assimilados a partir do meio o
sintetizados do metabolismo dos acucares e em rea¢des de transaminacao. Deficiéncias
na classe dois e trés sdo de maior importancia. Por exemplo, existe uma relagdo bem
marcada entre a disponibilidade de valina e a producao de diacetil (BOULTON e QUAIN,
2001).

Tabela 1. Classificacdo dos aminoacidos baseados no efeito na producédo de compostos sensoriais
(QUAIN e DUFIELD 1985).

classe 1 classe 2 classe 3
aspartato isoleucina lisina
asparagina valina histidina
glutamato fenilalanina arginina

serina glicina leucina
metionina tirosina
prolina
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2.5.2. Regulacéo transcricional do metabolismo do nitrogénio

O nitrogénio desempenha um papel principal em diversas fungdes e processos
biolégicos (JIMENEZ-MARTI et al., 2007). Devido a sua importancia, o0 metabolismo do
nitrogénio esta sujeito a um ajustado controle dependendo do tipo e fonte de nitrogénio
presente no meio. Existe uma ampla rede de interagdes envolvidas tanto na formagao de
compostos nitrogenados (aminoécidos, por exemplo), como na sua degradacdo. No
contexto das bebidas alcodlicas, o metabolismo do nitrogénio apresenta um forte impacto

no conteudo e tipo de alcoois superiores encontrados no produto final.

O controle transcricional pode ser de dois tipos: os especificos que afetam os
genes de uma via anabdlica, como o gene LEU4 da biossintese de leucina, que é
regulado transcricionalmente pela presenca de amonio, e 0s gerais como o controle geral
de biossintese de aminoacidos que afeta a0 mesmo tempo varias rotas anabdlicas de
aminoacidos(HINNEBUSCH, 1992; KUNJI e ROBINSON, 2006). Neste ultimo, o regulador
principal é o fator de transcricdo Gcn4p que ativa a expressdo de um grande namero de
genes envolvidos na biossintese de aminoacidos. Este fator € mais ativo em células

cultivadas em meios com baixos contetdos de aminoacidos (HINNEBUSCH, 1992).

De maneira similar, existem dois tipos de controle transcricional dos genes
envolvidos no transporte e catabolismo de aminoacidos: os especificos e 0os que afetam
uma ampla variedade de genes (COOPER, 1982; WIAME et al., 1985; MAGASANIK,
1992). Diversos compostos nitrogenados, como a prolina, serina, treonina, uréia e 0s
aminoécidos aromaticos, induzem especificamente a transcricdo dos genes envolvidos na
sua utilizacdo (GODARD et al., 2007). No sentido contrario, existe um sistema de
regulacdo denominado represséo catabdlica do nitrogénio (Nitrogen catabolite Repression
ou NCR), o qual é exercido reprimindo a expressao de diversos genes envolvidos na
utilizacdo de fontes de nitrogénio néo preferencial, quando uma fonte de nitrogénio
preferivel (aménio, glutamine e asparagina, por exemplo) estd disponivel no meio
(COOPER, 1982; WIAME et al., 1985; MAGASANIK, 1992). Este sistema atua através da
inibicdo de dois fatores de transcricdo da familia GATA (GIn3p e Gatlp), os quais
apresentam a caracteristica de se unir a sequéncia 5"-GATA-3" e ativar a transcricdo dos
genes-alvo (COOPER, 1982; MAGASANIK, 1992). Os fatores GIn3p e Gatlp sao 0os mais

ativos em condi¢des de nitrogénio limitante, tais como o cultivo em meios com uréia ou
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prolina (GODARD et al., 2007). Na presenca de nitrogénio mais assimilavel, a proteina
Tor dirige a inibicdo de GIn3p e Gatlp (BECK e HALL, 1999). A inibicdo de GIn3p por Tor
envolve a proteina Ure2p (COSCHIGANO e MAGASANIK, 1991), enquanto que a
repressdo da expressdo de Gatlp também depende do fator de transcricdo Gzf3p/pil2p
(COFFMAN et al., 1997; ROWEN et al., 1997; SOUSSI BOUDEKOU et al., 1997).

2.5.2.1. Influéncia do nitrogénio na formacao de compostos organolépticos

Os mostos empregados na industria apresentam diversas fontes de carbono
(principalmente sacarose, glicose e frutose) assim como nitrogénio, enxofre e outros

elementos quimicos essenciais para o desenvolvimento das leveduras.

A composicdo do nitrogénio no meio de cultura afeta o crescimento e a taxa de
fermentacdo das leveduras. A deficiéncia de nitrogénio pode levar aoalongamentoda
fermentacdo(BISSON, 1991). Esta situagcdo indesejavel resulta em meios com alta
concentragdo de agucar residual, longos periodos de fermentagéo e riscos aumentados
de contaminac&do microbiana. Na industria do vinho, a quantidade de nitrogénio requerida
para uma fermentacdo satisfatoria esta na ordem de 0,2-0,26 g N/L para algumas
leveduras (MENDES FERREIRA et al.,, 2004). Mais precisamente, no contexto da
industria do vinho, varios trabalhos apresentam meios sintéticos com alto contetdo de
nitrogénio na faixa de 0,3 g de N/L (na forma de 0,12 g de sulfato de amdnio: 0,18 g de
aminoacidos) e meios pobres ou com baixo conteudo de nitrogénio com 0,06 g N/L (com a
mesma propor¢do sulfato de amonio: aminoacidos)(AYRAPAA e LINDSTROM, 1977;
JIMENEZ-MARTI et al., 2007).

A correcédo da limitacdo em nitrogénio envolve a adicdo de sais de amoénio ao
mosto (CARRAU et al.,, 2008). Esta suplementacdo além de incrementar as taxas
fermentativas também pode produzir um efeito positivo nas propriedades sensoriais
desejaveis no vinho, cerveja e uisque(HENSCHKE e JIRANEK, 1993; MENDES
FERREIRA et al., 2004; DE ARAUJO VICENTE et al., 2006; JIMENEZ-MARTI et al.,
2007; MENDES-FERREIRA et al., 2007; CARRAU et al., 2008). Porém, niveis excessivos
deste componente podem ter consequéncias negativas ao produto final, tais como a

formagcdo de compostos com sabores ndo ansiados como por exemplo etil carbamato
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(MONTEIRO et al., 1989; JIMENEZ-MARTI et al., 2007).

Em relacdo a producédo de cachaca,o caldo de cana apresenta um conteudo em
sacarose de aproximadamente 120 a 180 g/L, e uma concentracdo de nitrogénio que
ronda os 0,2 g/L na forma de sulfato de aménio (DE BARROS PITA et al., 2011). Devido a
este baixo conteudo de nitrogénio se produzem inconvenientes similares aos observados
na industria vitivinicola. Nos ultimos anos esta sendo frequente o emprego de sais de
amoénio para suplementar o mosto extraido da cana de acucar e melhorar assim o

desempenho fermentativo das leveduras.

Entretanto, existem alguns estudos relacionando diferentes fontes de nitrogénio
com os niveis de transcricdo génica e a producdo de &lcoois superiores na producédo de
bebidas alcodlicas, porém nenhum em cachaca. Somando-se,a grande dificuldade para
comparar os resultados, ja que as condi¢des fermentativas assim como as concentracoes
de nitrogénio empregadas nos estudos diferem grandemente. Surge, entdo, a
necessidade de entender como se produzem as inter-relacdes ao nivel de expresséo
génica e como estas podem ser relacionadas com o padrdo de alcoois superiores

produzidos no marco da producéo de cachaca.

As fermentacdes alcodlicas sdo conduzidas em geral por linhagens industriais de
S. cerevisiae. Esta levedura tem evoluido e estdo adaptadas a crescer, como no caso
particular da fermentacéo de caldo de cana, em condi¢cbes fermentativas anaerdbicas com
altas concentracbes de aclUcares e baixas concentracdes de nitrogénio. Durante o
processo fermentativo, as células estdo submetidas a uma variedade continua de
mudancgas das condicbes ambientais, sendo classificadas como condi¢bes de estresse:
osmatico pela glicose ao comeco da fermentacdo (MAJARA et al., 1996; HIGGINS et al.,
2003; VURALHAN et al., 2003), por limitacdo o falta de nutrientes como nitrogénio ou
aminoacido (ARITOMI et al., 2004; MENDES-FERREIRA et al., 2007), e toxicidade por
produtos do metabolismo primario ou secundario, como etanol(VERSTREPEN, 2001,
VERSTREPEN et al, 2003). As mudancas continuas observadas ao longo da
fermentacdo tém influéncia direta sobre os niveis de transcricdo dos genes, mecanismo
necessario para a adaptacdo celular ao ambiente industrial. Varios estudos tém sido

realizados usando a tecnologia do microarranjo de DNA para investigar estas variacoes.
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2.6. ANALISE DA TRANSCRICAO GENICA

2.6.1. Microarranjo (Microarrays)

A técnica de microarranjo de DNA mede 0s niveis de expresséo de transcritos em
grande escala, ao contrario de outras técnicas convencionais (Northern Blot) ou mais
modernas (PCR quantitativo em tempo real ou RT-gPCR)que analisam a expressao de
um gene por vez. Para isso dispde de um arranjo pré-definido de pequenas moléculas de
DNA (fragmentos de até 60 bases) correspondentes a cada um dos genes do organismo
em estudo. Estas moléculas séo ligadas quimicamente a uma superficie solida, em geral
laminas de vidro de forma que cada ponto (spot) corresponda a um gene especifico e 0
conjunto dos pontos forme um arranjo (arrays) genémico. Para a confecgcédo dos arranjos
séo utilizados robés altamente precisos que aplicam as diferentes amostras de DNA nos
pontos na lamina em densidades aproximadas de 10.000 pontos/cm? para formar os
microarranjos (microarrays). Para analise da expressdo génica global, ou de todo o
transcriptoma em uma dada condi¢do, o conjunto de moléculas de RNA das células &
extraido e convertidos por transcricdo reversa a moléculas de DNA complementares
(DNAc) na presenca de fluorocromos como cianina 3 (Cy3) ou cianina 5 (Cy5). Em
seguida, o DNA marcado é utilizado para hibridizar com os fragmentos fixados nos
microarranjos. Desta maneira, se um gene tiver sido expresso nas células numa dada
condicdo, entdo havera producdo do RNA correspondente que sera convertido a DNAc.
Entdo, essas moléculas de DNAc irdo se ligar por complementaridade ao fragmento
correspondente ao gene em um dos pontos do arranjo. Desta maneira, quanto mais o
gene se expressa na ceélula, maior sera a hibridizacdo naquele ponto correspondente e
maior a fluorescéncia detectada naquela posicdo do arranjo por escaneres de altissima
precisdo. A imagem € entdo tratada por meio de algoritmos matematicos que relacionam
cada ponto e a sua posi¢cao na lamina com um gene especifico, e correlacionando com a
emissdo do fluorocromo com uma intensidade de cor. E por fim, esses valores de
intensidade sdo relativizados em relacdo a uma das amostras de referéncia. Existem dois
procedimentos que sao utilizados para a quantificacdo relativa da expressao génica pelo

microarranjo:

1. Na marcacdao simples, as amostras teste e de referéncia sdo marcadas com
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o mesmo fluor6foro e hibridizadas em arranjos diferentes. Dessa forma, a expressao
relativa se calcula pela razéo entre a intensidade em um determinado ponto na amostra
teste pela intensidade daguele mesmo ponto na amostra controle. Se a razéo for >1,
entdo ha mais moléculas daquele RNA na amostra teste e, portanto, o gene
correspondente é dito como induzido na condicdo teste; se a razdo for <1, entdo ha
mais moléculas de RNA na amostra de referéncia e, portanto, o gene correspondente é
dito como reprimido na condicéao teste; se a razao for proxima de um, considera-se que
as duas condi¢cdes possuem a mesma quantidade de RNA para aquele gene e que,
portanto, aquele gene ndo responde a mudanca imposta na condicao teste.

2. Na marcacdo dupla (Figura 2), as amostras teste e de referéncia sdo
marcadas com dois fluoréforos diferentes e utilizadas para hibridizar o mesmo arranjo.
Geralmente a amostra teste € marcada com Cy5 (vermelho) e a amostra de referéncia
com Cy3 (verde). Neste procedimento cada ponto pode ser lido pelo escaner no
espectro que varia desde o vermelho intenso quando ha mais moléculas daquele RNA
na amostra teste e, portanto, o gene correspondente é dito como induzido na condicéo
teste, até o verde intenso quando ha mais moléculas de RNA na amostra de referéncia
e, portanto, o gene correspondente é dito como reprimido na condicao teste. Quando o
ponto é lido como amarelo, no meio do espectro de emissado, considera-se que as duas
condicBes possuem a mesma quantidade de RNA para aquele gene e que, portanto,

aguele gene nédo responde a mudanca imposta na condicao teste.

A partir desta técnica € possivel a andlise do padrdo de transcricdoda grande
maioria dos genes do organismo em estudo em relagdo a uma condigéo particular. No
caso do presente trabalho, esta técnica permitira a analise dos genes de S. cerevisiae que
respondem a mudanca da fonte de nitrogénio utilizada durante o crescimento celular,

permitindo a identificacdo de genes relacionados com a producao dos alcoois superiores.
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Figura 2. Esquema basico da analise da expressdo génica global relativa a partir da técnica de
microarranjo de DNA empregando marcacao dupla.
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3. OBJETIVO.

O objetivo geral deste trabalho € decifrar os mecanismos moleculares que
determinam diferencas na producdo de alcoois superiores, comparando 0s niveis na
expressdo génica e o fluxo metabdlico entre uma linhagem industrial de interesse e uma
linhagem de laboratorio em condi¢cdes fermentativas com diferentes fontes de nitrogénio

assimilavel.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

3.1.1. Avaliar a producdo dos alcoois superiores em condi¢cdes fermentativas das
linhagens industriais JP1 e CNPK em meios sintéticos suplementado com
diferentes fontes de nitrogénio.

3.1.2. Analisar o padrdao de transcricdo na condicdo fermentativa empregando

isoleucina como fonte de nitrogénio.

3.1.3. Correlacionar a producéo dos alcoois superiores com 0s niveis transcricionais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ENSAIO DE MICRO-FERMENTACAO

4.1.1. Linhagem de levedura

Neste trabalho foi utilizada a linhagem industrial de S. cerevisiae JP1 (FILHO et al.,
2005) atualmente comercializada para destilarias de alcool combustivel sob a marca
Fermol Distiller® (AEB Bioquimica Latino Americana, Brasil) e que tem sido recentemente
utilizada na indastria da cachaca por apresentarem critérios fermentativos favoraveis.
Também foi empregada como referéncia a linhagem de laboratorio diploide CEN.PK113
(CNPK) (LIBSP, INSA Toulouse). Clones destas linhagens foram mantidos em estoques a

-80°C em glicerol 30% até seu uso.

4.1.2. Meio de cultura

Para a preparacéo do pré-inéculo foi empregado o meio YPG (10 g/L de extrato de
leveduras, 20 g/L de peptona, 20g/L de glicose).Para os ensaios em fermentadores de
bancada foram utilizados meio sintéticoyeast nitrogen base (YNB, na forma sem
nitrogénio) na concentracdo de 1,7 g/L, com glicose a 20 g/L como fonte de carbono e
com 0s seguintes sais e vitaminas: fosfato de potassio 1000 mg/L, inositol 2 mg/L, sulfato
de cobre 0,04 mg/L, sulfato de magnésio 500 mg/L, niacina 0,4 mg/L, iodeto de potassio
0,1 mg/L, cloreto de sddio 100 mg/L, acido paraaminobenzoico 0,2 mg/L, cloreto férrico
0,2 mg/L, cloreto de calcio 100 mg/L, piridoxina 0,4 mg/L, sulfato de manganés 0,4 mgl/L,
biotina 0,002 mg/L, riboflavina 0,2 mg/L, molibdato de sédio 0,2 mg/L, pantotenato de
célcio 0,4 mg/L, tiamina 0,4 mg/L, sulfato de zinco 0,4 mg/L, acido félico 0,002 mg/L, e
acido bérico 0,5 mg/L.As fonte de nitrogénio empregadas foram os aminoacidos leucina,
valina, isoleucina, fenilalanina, triptofano e sulfato de amoébnio para atingir uma
concentracao final de75 mM de nitrogénio em cada condicdo (Tabela 2). Nas condicdes
em que ocorreu a suplementacdo com aminodcidos, a auséncia do ion sulfato foi
compensada por adicdo de uma quantidade equimolar de sulfato de potassio. As solugdes
concentradas dos aminoacidos e YNB foram esterilizadosmediante filtracdo em

membrana de 0,22 um e transferidos de forma estéril ao fermentador.
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Tabela 2. Composicao dos meios de cultura utilizados neste trabalho.

aminoé&cidos glicose K2S04 YNB atomos nitrogénio

g/L g/L g/L g/L mM g/L

AS 5 20 - 1.7 75 1.05
Val 8.76 20 3.63 1.7 75 1.05
Leu 9.84 20 3.63 1.7 75 1.05
Iso 9.84 20 3.63 1.7 75 1.05
Phe 12.39 20 3.63 1.7 75 1.05
Tryp 15.32 20 3.63 1.7 75 1.05

Foram utilizadas as seguintes fontes de nitrogénio:sulfato deamdnio

(AS),valina(Val),leucina(Leu),isoleucina(lso), fenilalanina(Phe)etriptofano(Tryp).A  concentracéo de

nitrogénio elementarfinal em cada meio é indicada.

4.1.3. Condicdes de fermentacéao

O pré-indculo foi preparado a partir de um clone de cada linhagem de leveduras
armazenada a -80°C, inoculando 5 mL de meio sintético YPG seguido de incubacdo em
agitacdo a 200 r.p.m. a 30°C em rotacdo orbital toda a noite. No dia seguinte, o pre-
in6culo obtido foi utilizado para semear 200 mL de meio YNB contendo a mesma fonte de
nitrogénio que seria utilizada nos ensaios em fermentador de bancada. Apés 12 h de
incubacdo em agitacdo a 200 r.p.m. a 30°C, a cultura foi utilizada como in6culo em 2L de
meio sintético YNB em fermentadores de vidro cilindricos de 2,5 L (Biostat® B plus,
Sartorius) de forma que a densidade inicial da cultura resultase em torno de 0,1 de
absorbancia a 620 nm (As2onm). A fermentacao foi conduzida com controle automético de
temperatura (30°C) e do pH (5) com KOH, influxo de ar a 0,5 L/min e agitac&o inicial de
400 r.p.m. O sistema de controle automatico do oxigénio dissolvido foi estabelecido para o
minimo de 40% relativo ao conteudo de oxigénio no ar, de forma que quando esse valor
diminuisse, a agitacdo e em seguida o influxo de ar fossem automaticamente aumentados
para manter o valor em 40% pelo resto da fermentac&o. Isto assegura as condi¢des
aerobicas do sistema. O progresso da fermentacéo foi conduzido por determinacao direta
da absorbancia da cultura (As2onm). Aliquotas foram tomadas de forma estéril, em volumes
necessarios para atingir uma quantidade celular suficiente para posterior extracdo de
RNA. As aliquotas foram centrifugadas a maxima velocidade, a 18°C por 5 min e o
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precipitado celular foi acondicionado em tubos micro-centrifuga de 2 mL e rapidamente
esfriados em nitrogénio liquido, para ser armazenados a -80°C para seu uso posterior. O
sobrenadante obtido foi armazenado em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL para anélise
de metabdlitos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e Cromatografia
Gasosa (GC).

4.2. AVALIACAO DOS PARAMETROS FISIOLOGICOS

4.2.1. Analise de acgucares e produtos do metabolismo principal

Para determinar a concentracdo de etanol, acetato, glicerol, sacarose, glicose e
frutose foi empregada uma coluna de exclusdo AMINEX HPX-87H, precedido por uma
pré-coluna Micro-Guard de intercAmbio catiénico (Bio-Rad), um injetor automatico, um
detector infravermelho e um detector ultravioleta. A fase movel utilizada foi acido sulfurico
5 mM a um fluxo de 0,5 mL/min e mantida em um forno a uma temperatura de 70°C. A
amostra injetada foi de 10 pL. Os compostos foram identificados por seus tempos de
retencdo relativos e quantificados por comparagcdo direta com uma curva de diluicdo
seriada dos padrdes. Para este proposito, se utilizo uma solucdo concentrada de etanol,

acetato, glicerol, sacarose, glicose e frutose (20 g/L de cada um) em agua ultrapurificada.

4.2.2. Analise de alcoois superiores

Os compostos 3-metil-butanol, 2-metil-butanol, 2-metil-propanol, 2-fenil-etanol, e
triptofol foram quantificados empregando um GC com uma coluna Poraplot Q (25 x 0.53)
com hidrogénio como gas transportador e um detector de ionizacdo (Hewlett Packard
5890A) e as seguintes condi¢cdes: a temperatura de injecado de 250°C, temperatura inicial
do forno de 115°C a uma temperatura final de 235°C, a uma taxa de 12 °C/min., uma
isoterma de 10min, um fluxo do gas de 20mL/min e um volume de injecdo de 10 pL. Para
a determinacdo dos compostos foi realizada uma extracao liquido/liquido a 4°C com dietil
eter (50%) usando octanol (1 pg/mL) como padrdo interno. A fase organica foi extraida
por agitacdo mecanica em vortex (1min), e centrifugacédo 5 min a velocidade maxima para

separacao das fases. A identificacdo dos compostos foi determinada por seus tempos de
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retencéo relativos e quantificados por comparacgéao direta com a curva de calibracdo. Para
este proposito, foi realizadas diluicdes (dez) a partir de uma solucdo dos compostos em
30% de etanol (1000 pg/L de cada um).

4.3. ANALISE DE TRANSCRICAO

4.3.1. Analise de Microarranjo

A extracdo de ARN total, sintese de ADNc, e experimento de microarranjo,
normalizacdo e analise estatistica dos dados se realizou na plataforma de genoma e
transcritoma BIOPUCE do INSA, Toulouse, Franca, segundo Novo e colaboradores
(2007). Os chips de ADN foram produzidos na plataforma Biochip de Toulouse Genopole
usando oligonucleodtideos de 70-mer, representando aprox. 99% do genoma da levedura
SC228.

Para a andlise da expressdo génica foram utilizadas amostras provenientes dos
tempos de 8h (inicio da fase de crescimento exponencial) e 16 h (metade da fase de
crescimento exponencial) em meio isoleucina (Figura 3E). Foram utilizadas replicas
técnicas, com quatro hibridacdes na lamina, dois correspondentes ao tempo de 8 h e dois
ao de 16 h em forma invertida. Os resultados descritos para cada gene provieram da
média aritmética destes dois ensaios.

Os dados brutos foram normalizados empregando o programa BIOPLOT
desenvolvido pela plataforma BIOPUCE(NOVO et al., 2007). As intensidades obtidas
foram corrigidas a partir do sinal do fundo, transformadas a funcéo logaritmo (vezeslog) e
normalizado pela média da intensidade logaritmo de todos os pontos. Em toda a andlise
transcriptomica, as amostras correspondentes ao tempo de 16 h (metade da fase de
crescimento exponencial) foram usadas como condi¢cdo de interesse, e o0 tempo de 8 h
(inicio da fase de crescimento exponencial) como a condicdo de referéncia. As razdes
logaritmicas das intensidades e normalizadasdas amostras provenientes das réplicas
biologicas foram testadas para significancia estatistica empregando o teste-t de
Studentpareados para duas caudas. O critério de decisdo para determinar com
significancia estatistica a expresséao diferencial de cada gene foi mediante o emprego do

valor p como limiar, corrigido pelo método de Benjamini e Hochberg (p=0,01). Ao mesmo
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tempo, se utilizou como segundo critério de corte os valores de veces log: 20,5 e < -
0,5.0s resultados obtidos expressos em vezes log foram transformados em vezes de
expressao/transcricdo (fold change) entre a condi¢cdo de interes relativo a condicdo de
referencia, usando a formula vezes log= 2'¢** 9 devido a ter uma maior significancia

bioldgica.

Os genes regulados diferencialmente foram agrupados em grupo funcionais
empregando a ferramenta Gene OntologySlimMapperdisponivel na plataforma
doSaccharomycesGenomedatabase (SGD)(CHERRY et al., 2012), empregando como
critério de agrupamento os termos GO que representam 0S principais processos

biologicos (Yeast GO-slim Process).

4.3.2.Términos transcricao génica

Neste trabalho se utilizara no concernente a transcricdo génica o termino
expressdo e/ou indugéo (ou induzido) para denotar maior nivel de ARNm de um gene
especifico em uma condicao teste relativo ao nivel menor de ARNm do mesmo gene na
condicao referéncia. O mesmo critério se utilizou para o termino repressao (ou reprimido).
Poderiam ser utilizados términos como “genes com maior nivel de transcritos” ou “sobre
transcritos” em vez de inducdo, Porém dificulta a escritura e o analise. Isto & devido a

guerer evitar ambiguidades, por ser amplamente utilizado na literatura cientifica em inglés.

4.4. Figuras

Todos 0s mapas metabdlicos apresentados foram realizados empregando a
ferramenta PATHVISIO ((VAN IERSEL et al., 2008), modificando as vias enzimaticas
publicas do banco de dadosWikiPathways(KELDER et al., 2012).
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE PARAMETROS FERMENTATIVOS

A figura 3 mostra o perfil fermentativo das duas linhagens nos meios com
diferentes fontes de nitrogénio. Pode se observar de modo geral que em todos 0s meios 0
crescimento celular apresentou tempos de geracdo entre 2h30, no caso do sulfato de
amonio (AS), e 5h52 no meio com fenilalanina (Phe) (Tabela 3), consumindo a totalidade
da glicose presente no meio periodo maximo de 28 h. J4 o cultivo em triptofano (Tryp)
apresentou escasso consumo de glicose e por consequéncia escasso crescimento
celular, com um tempo médio de geracédo prolongado de 7h45 para as duas linhagens
(Figura 3l e 3J e Tabela 3), devido a possivel deficiéncia na assimilacdo deste
aminoacido. Por causa disso, o0 meio Tryp nao foi usado no trabalho.

Em geral, analisando o perfil fermentativo das duas linhagens, o melhor
desempenho fermentativo foi observado no meio AS (Figura 3 A e B), com consumo total
da glicose nas 16 h de fermentagdo, com duas vezes menor tempo de geracgéo, 64%
maior taxa de consumo de glicosee 67 % maior rendimento de acetato do que nos meios
com aminoéacidos (Figura 4 e Tabela 3). O rendimento em etanol foi de 0,39 g/g e a
produtividade média de 0,25 g/h.L Entretanto, a concentracdo final de etanol foi 3,2%
menor do que no meio com valina (Val). Do conjunto, a concentracéo final de etanol foi
superior a 4 g/L (com exce¢do do meio Tryp), atingindo um valor maximo de 7,31 g/L para
a linhagem JP1 e 6,28 g/L para a linhagem CNPK no meio Val (Figura 4 e Tabela 3). Os
parametros fisiologicos de consumo de glicose e producdo glicerol e etanol foram
semelhantes quando as células foram cultivadas em meio com 0s aminoacidos leucina
(Leu), isoleucina (Iso) e fenilalanina (Phe), e inferiores aqueles apresentados nos meios
AS e Val. No meio Leu foi observada a producédo de acetato 35% maior que nos meios Iso
e Phe (Figura 4).
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Figura 3. Perfil fermentativo das linhagens JP1 e CNPK em meio mineral contendo glicose e
diferentes fontes de nitrogénio. Os dados de producdo de biomassa, consumo de glicose e
producdo de etanol, glicerol e acetato sdo apresentados. Continua na proxima pagina.
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Figura 3. Perfil fermentativo das linhagens JP1 e CNPK em meio mineral contendo glicose e
diferentes fontes de nitrogénio. Os dados de producdo de biomassa, consumo de glicose e
producdo de etanol, glicerol e acetato sédo apresentados.
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Tabela 3. Parametros cinéticos das linhagens JP1 e CNPK em meio mineral contendo glicose

e diferentes fontes de nitrogénio.

meio Hmax td Glicose Glicerol Acetato Etanol
[final-inicial] taxa [Final] Y gicerolgiicose [Final] Y acetatorgicose  [Final] Y etanoligicose P max
h* h g/L -g/Lh g/lL 9/ g/l 9/ g/l 9/ g/h.L
AS 0.30 2.30 19.17 2.69 0.55 0.03 2.58 0.13 6.28 0.33 0.23
Val 0.28 2.46 19.02 221 0.27 0.01 0.81 0.04 7.31 0.38 0.26
IP1 Leu 0.15 4.60 19.08 0.84 0.49 0.03 1.08 0.06 5.44 0.29 0.19
Iso 0.17 4.06 19.61 1.14 0.40 0.02 0.79 0.04 6.02 0.31 0.21
Phe 0.13 5.52 17.19 1.14 0.32 0.02 0.50 0.03 5.24 0.30 0.19
Tryp 0.11 6.27 3.05 0.05 0.25 0.08 0.28 0.09 0.36 0.12 0.01
AS 0.32 216 19.60 212 0.44 0.02 2.17 0.11 7.42 0.38 0.27
Val 0.29 2.38 17.37 211 0.48 0.03 1.26 0.07 6.84 0.39 0.24
CNPK Leu 0.14 4.93 14.74 0.59 0.59 0.04 155 0.11 4.05 0.27 0.14
Iso 0.17 4.06 18.53 1.23 0.28 0.02 0.75 0.04 6.07 0.33 0.22
Phe 0.15 4.54 17.19 0.88 0.25 0.01 1.03 0.06 4.14 0.24 0.15
Tryp 0.08 8.63 3.38 0.16 0.46 0.14 0.29 0.08 1.14 0.34 0.04

Sao apresentados os valores de velocidade méaxima de crescimento especifica (Umax), tempo de geracao (tg)
e productividade méaxima (Pmax). A fonte de nitrogénio foram as seguintes: valina (Val), leucina (Leu),

isoleucina (Iso), fenilalanina (Phe) e triptofano (Tryp).

Considerando o perfil fermentativo da linhagem CNPK, ndo houve diferenca
significativa na producgéo de etanol e glicerol quando cultivadas nos meios AS e Val, e a
producdo de acetato foi 40% no meio AS (Figura 4 e Tabela 3). Neste mesmo meio a
producédo de etanol foi 8% maior que no meio Val, 30% maior do que no meio Iso e 40%
maior do que nos meios Leu e Phe. Em média observou-se 30% mais de glicerol e 50%

mais de acetato no meio Leu do que nos meios Iso e Phe. (Figura 4 e Tabela 3).

Ja em relagdo a linhagem JP1, o cultivo no meio Val apresentou um rendimento em
etanol de 0,38 g/g e produtividade de 0,26 g/h.L, o que representa 14% mais etanol
produzido do que nos meios AS e Iso, e 25% mais do que nos meios Phe e Leu (Figura
4). A producao de glicerol foi semelhante para os meios AS e Leu, duas vezes superior
em relacdo aos meios Val e Phe. J4 a produgédo de acetato no meio AS foi 2,4 vezes

maior em relagdo ao meio Leu e até 5,2 vezes em relagdo ao meio Iso e Phe.

43



(h?) (h)
AS
10
Tryp Val Tryp val
Phe Iso Phe Iso
Leu Leu
consumoglicose acetato glicerol
(-taxa g/L.h) (g/L) (g/L)

Tryp Val

Phe Iso

(9/L)

-==JP1
—— CNPK

Figura 4. Comparacéao grafica dos dados fermentativos entre as linhagens JP1 e CNPKcultivadas em
meios sintéticos contendo as diferentes fontes de nitrogénio.valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (Iso),
Fenilalanina (Phe) e triptofano (Tryp).
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5.2. ANALISE PRODUCAO DE ALCOOIS SUPERIORES

Comparando a producdo das duas linhagens em relagdo a fonte de nitrogénio
empregada pode-se observar que a menor producdo obtida foi para o composto 3IE na
faixa de 13,81 ug/L no meio com Tryp para as duas linhagens. Por outro lado, a maior
producédo obtida foi para o composto 2PE na faixa de 1020,84ug/L no meio Phe para as
duas linhagens. Interessantemente, o meio Val apresentou a menor produtividade maxima
de seu alcool correspondente (2MP) em relacéo aos alcoois correspondentes nos meios
com os outros aminodcidos ramificados e no meio com fenilalanina (Figura 5 e Tabela 4).
O meio AS apresentou a formacao de todos os &lcoois superiores analisados, Porém em

concentracfes menores a 7,45 pg/L (Figura 5A e B).

Em termos de eficiéncia de conversdo do aminoacido no meio no alcool superior
correspondente, observa-se que a linhagemCNPK apresenta maiores produtividades
(Pmax) (Figura 6) e por consequéncia maiores valores de conversdo e concentracdes
finais do alcool superior em relacdo a linhagem JP1 (Tabela 4) nas seguintes relagdes:
11% a mais de 2MP no meio Val, 7,8% a mais de 3MB no meio Leue 26% a mais de 2PE
no meio Phe (Figura 5 e Tabela 4). Apenas a conversao de isoleucina para 2MB foi
semelhantes entre as linhagens (Tabela 4)

Tabela 4. Concentracgao final, producdo maxima (Pa.x) € conversdo do aminoacido em alcool
superior pelas linhagens JP1 e CNPK em fermentacGes com diferentes fontes de nitrogénio.

Alcool

Meio . Linhagen
superior
CNPK JP1
[final] P max conversio [final] P max conversao
ug/L Ug/H.L % ug/H.L % %
Val 2MP 417.36 14.906 0.0048 370.92 13.247 0.0042
Leu 3MB 902.30 32.225 0.0092 831.84 29.709 0.0085
Iso 2MB 744,77 26.599 0.0076 736.20 26.293 0.0075
Phe 2PE 1020.84 36.459 0.0082 753.06 26.895 0.0061
Tryp 3IE 17.56 0.627 0.0001 10.07 0.360 0.0001
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Surpreendentemente, no meio com isoleucina foi verificada a producdo de 3MB a
40 pg/L por ambas as linhagens estudadas, dez vezes a mais que para o produzido no
meio AS (Figura 5E e F). Este metabdlito esta, em principio, relacionado apenas com o
catabolismo da leucina e ndo com o catabolismo da isoleucina. J4 a formacédo de 2MB,
produto esperado da isoleucina, so foi detectada a partir do momento em que a producao
do 3MB foi finalizada, na metade da fase exponencial de crescimento para as duas
linhagens. Também foi observada a producdo de 2MB nos meios AS, Val, Leu e Phe,

Porém em concentrac6es menores do que 8 pg/L (Figura 5).

A cinética do consumo de O, producdo de CO,, da variacdo da presséo parcial de
oxigénio (PO;) e do quociente respiratorio (Qr) foi acompanhada para as culturas das
células da linhagem JP1 em meio Iso (Figura 7). Os resultados de Qr e de pressao parcial
de oxigénio dissolvido relativos aos dois momentos da amostragem em 8 h (0,=96,5% e
Qr=1,33) e 16 h (0,=91% e Qr= 9,94) de cultivo indicam que a cultura ndo estava em
condig¢Bes limitantes de O, (pressdes parciais maiores do que 20% sao consideradas nao
limitantes). Isto sugere que o metabolismo mudou de um regime aerdbico no inicio do
crescimento logaritmico (Qr<1) para respiro-fermentativo (Qr>1) na transicdo 3MB para
2MB.
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Figura 7. Consumo de O,, producdo de CO,, pressédo parcial de oxigénio relativa (PO,) e quociente

respiratorio (Qr) da linhagem JP1 no meio usando como fonte de nitrogénio isoleucina.
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5.3. ANALISE TRASCRIPTOMICA

A partir dos resultados obtidos relacionados com a producgéo de &lcoois superiores,
despertou especial interesse o fato de que 3MB foi produzido até atingir a concentracao
de 40 ug/L pelas células das duas linhagens nas primeiras 10 horas de cultivo em meio
contendo isoleucina, jA& que nesse meio s6 era esperada a producdo de 2MB como
produto do catabolismo. Depois desse periodo foi observada a producdo esperada de
2MB. Portanto, amostras celulares foram coletadas no tempo de 8 h (fase de producéo de
3MB, sem producao de 2MB) e de 16 h (fase de producdo de 2MB sem a producdo de
3MB) no intuito de determinar se ha algum tipo de ajuste do transcriptoma que explique a
mudancas rapidas no perfil de producdo desses metabdlitos.

5.3.1. Abordagem geral

Observou-se que do total de 6227 genes analisados, 388 genes (6,23% do
genoma) apresentaram alteracdes significativas nos niveis de transcricdo (Figura 8 e
Tabela 5): 232 genes apresentaram aumento da expressdo (inducdo), dos quais 186
genes (3,73% do genoma) de ORFs conhecidas, enquanto 156 genes apresentaram
diminuicdo da expresséao (represséo), dos quais 128 genes (2,06% do genoma) de ORFs
conhecidas. Isto significa que na transicdo do periodo de producdo de 3MB para o
periodo de producdo de 2MB cera de 59,79% dos genes que sofreram alteragcdo no
padrdo de expressao foram induzidos enquanto 40,21% foram reprimidos. A partir da
classificacdo desses genes de acordo ao processo biolégico participante baseado na
ontologia génica (Gene Ontology - GO) (Figura 8), pode-se verificar que diferentes genes
em uma dada categoria apresentam perfis de expressdo opostas, tais como aqueles
envolvidos no metabolismo e transporte de lipideos (25 genes induzidos e 8 genes
reprimidos), homeostase e transporte de ions (20 genes induzidos e 5 genes reprimidos),
metabolismo e transporte de aminoacidos (18 genes induzidos e 13 genes reprimidos),
metabolismo e transporte de carboidratos (17 genes induzidos e 13 genes reprimidos),
transporte transmembrana (16 genes induzidos e 12 genes reprimidos), resposta geral a
estresse (31 genes induzidos e 29 genes reprimidos), na biossintese de vitaminas (5
genes induzidos e 5 genes reprimidos) e na via de Ehrlich (11 genes induzidos e 12 genes

reprimidos).
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Tabela 5. Genes cuja expresséo foi alterada durante o cultivo das células da linhagem JP1 em meio
mineral contendo glicose e isoleucina.

GENES INDUZIDOS GENES REPRIMIDOS
numero %" 0% numero %" %>
genes 0 0 genes ° °
ORF 232 3.73 59.79 156 2.51 40.21
ORF caracterizadas 186 2.99 47.94 128 2.06 32.99
ORF sem caracterizar 46 0.74 11.86 28 0.45 7.22
3 3
Fold change =2 < 53 28.5 20 15.6

1 . .
porcentagem relativo ao total de 6227 genes analisados

2 . . . .
porcentagem relativo ao total de 338 genes transcritos diferencialmente

3 . .
porcentagem relativo ao total de ORF caracterizadas

De maneira especifica as categorias que apresentaram a inducdo de seus genes
foram aquelas envolvidas com transcricdo génica (45 genes), sintese de proteinas (27
genes), geracao de precursores e energia (15 genes), metabolismo de cofactores (12
genes), sinalizacdo (9 genes), crescimento em pseudo-hifas (6 genes) e respiracao
celular (5 genes). Por outro lado, as categorias que apresentam apenas genes reprimidos
foram aquelas envolvidas na organizacdo e biogéneses da parede celular (12

genes),esporulacao (9 genes) e organizagédo da mitocondria (7 genes).
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Figura 8. Relacdo entre a categoria funcional e o nimero de genes com alteracbes no padrdo de
expressdo durante o cultivo das células da linhagem JP1 em meio mineral contendo glicose e

numero de genes

3 9
o O

@® genes induzidos
@ genes reprimidos

isoleucina comparando o inicio com a metade do crescimento logaritmico.

Os circulos em vermelho e em verde representam os genes que foram induzidos ou reprimidos no tempo de
16 h em relacdoao tempo 8 h. O tamanho de cada circulo é proporcional ao nimero de genes em cada

categoria. (ver 4.3.1. Analise de Microarranjo).
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5.3.2. Genes relacionados com o0 metabolismo respiro-fermentativo e de

carboidratos.

Neste grupo resultaram induzidos alguns genes essenciais requeridos para
crescimento respiratério (Figura 9A), tais como: HTD2, que codifica uma3-hidroxacil-
tioester deidratase mitocondrial envolvida na sintese de acidos graxos(KASTANIOTIS et
al., 2004); RSF1, o qual codifica o fator de transcricdo regulador que media a transicao
para o crescimento respiratério (LUet al., 2003);COX5B, o qual codifica a subunidade da
citocrome oxidase C integrante final da cadeia respiratéria (HODGE et al., 1989) junto
com CYC7, que traduze para a isoforma 2 do citocromo oxidase C cuja transcricdo e
sujeita a repressao catabdlica (BURKE et al., 1997); e o gene UTR5, essencial para
crescimento aerdbico (LOPEZ e BAKER, 2000). Por outro lado, resultaram reprimidos os
genes SDH2, o qual codifica a subunidade do complexo succinate desidrogenase que
acopla o ciclo de &cidos tricarboxilicos com a cadeia respiratdria transferindo os elétrons
da oxidacdo de succinate para ubiguinona (OYEDOTUN e LEMIRE, 2004), e o gene
NDI1, o qual codifica uma NADH:ubiguinona redutase que transfere os elétrons do NADH

para ubiquinona na cadeia respiratoria (MARRES et al., 1991).

No grupo dos genes regulados por glicose (Figura 9D), resultando induzidos alguns
genes efetores da repressédo por glicose. Por exemplo, o gene ISF1 apresentou 5,25
vezes de aumento de expressao. Este gene codifica uma proteina que suprime o fenotipo
dos mutantes Ahap2p, Ahap3p eAhap4p, cuja inducdo este baixo controle da glicose
(ALTAMURAEet al., 1994). No mesmo sentido, o proprio gene HAP4 apresentou inducao
de 2,19 vezes na transicdo da producdo de 3MB para 2MB. Este gene codifica para um
activador transcricional regulador da expressdo dos genes respiratérios (FORSBURG e
GUARENTE, 1989). Outro gene que resultou induzido foi RGI2, que tem sido relatado
como induzido em condigfes limitantes de carbono e reprimido em alta concentragéo de
glicose (BOEREet al., 2003). Além desses, 0s genes NRG1 e NRG2 apresentaram inducéo
da expressdo. Esses dois genes codificam proteinas repressoras da transcricdo dos
genes que sao reprimidos por glicose (VYASet al., 2001; ZHOU e WINSTON, 2001).
Também apresentou inducdo o gene TYE7 que contribui para a ativagcdo de genes
glicoliticos (LOHNING e CIRIACY, 1994).
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Metabolismo respiro-fermentativo FC Metabolismo de carboidratos
CYC7 CYtochrome C - ISF1 Increasing Suppression Factor
uUsB1 U Six Biogenesis 1.89 RGI1 Respiratory growth induced
HTD2 Hydroxyacyl-Thioester Dehydratase 1.86 NRG2 Negative Regulator Glucose-controlled
UTR5 Unidentified TRanscript 1.76 HAP4 Heme Activator Protein 2.19
RSF1 ReSpiration Factor 1.63 PDC5 Pyruvate DeCarboxylase 2.14
ANB1 ANaeroBically induced 1.56 NRG1 Negative Regulator Glucose-repressed 2.12
COX5B  Cytochrome c OXidase 1.48 TYE7 Ty-mediated Expression 2.01
SDH2 Succinate DeHydrogenase -1.42 PGM2 PhosphoGlucoMutase 1.93
NDI1 NADH Dehydrogenase Internal -1.42 RGS2 Regulator of heterotrimeric G protein 1.77
YARO068W__Fungal-specific protein of unknown functi0|-_ RGI2 Respiratory growth induced 1.70
HXT6 HeXose Transporter 1.68
B SSN3 Suppressor of SNfl 1.65
Metabolismo de inositol e lipideos FC STD1 Suppressor of Thp Deletion 1.57
INO1 INOsitol requiring HXK1 Hexokinase isoenzyme 1 1.45
INO2 INOsitol requiring MIG1 Inhibitor of GAL gene expression
PSD1 PhosphatidylSerine Decarboxylase HXT4 HeXose Transporter
POT1 Peroxisomal Oxoacyl Thiolase 2.47 DGR2 2-Deoxy-Glucose Resistant 2
CHO1 CHOline requiring 2.25 HXT2 HeXose Transporter
INO4 INOsitol requiring 2.16 ADR1 Alcohol Dehydrogenase Regulator
UPS2 UnProceSsed 2.14 HXT5 HeXose Transporter
EEB1 Ethyl Ester Biosynthesis 211
OPI3 OverProducer of Inositol 2.03 E
PLB2 PhosphoLipase B 1.79 Sintese Protéica FC
OPI1 OverProducer of Inositol 1.73 SAP30  SIT4 protein phosphatase Associated Prote  1.89
CDs1 CDP-Diacylglycerol Synthase 1.69 KRE33 Killer toxin REsistant 1.78
GPI18 GlycosylPhosphatidylinositol 1.64 MOD5 tRNA MODification 1.68
URA7 URAcil requiring 1.61 ENP2 Essential Nuclear Protein 1.67
URAS8 URACcil requiring 1.58 SSN3 Suppressor of SNfl 1.65
ITR1 myo-Inositol TRansporter 1.57 RPA135 RNA Polymerase A 1.64
HNM1 Hyper-resistance to Nitrogen Mustard 1.54 DHR2 DEAH-box RNA helicase 1.62
NEM1 Nuclear Envelope Morphology 1.52 URB1 Unhealthy Ribosome Biogenesis 1.59
PKH2 Pkb-activating Kinase Homolog SPB1 Suppressor of PaB1 mutant 1.57
CRG1 Cantharidin Resistance Gene ANB1 ANaeroBically induced 1.56
YSR3 Yeast Sphingolipid Resistance RPA43 RNA Polymerase A 1.55
SDA1 Severe Depolymerization of Actin 1.55
C UTP14 U Three Protein 1.52
Metabolsimo de ions metalicos FC KTI12 Kluveromyces lactis Toxin Insensitive 1.52
FET4 FErrous Transport RPF2 processing of pre-rRNA 1.51
FET3 FErrous Transport KRR1 contains KRR-R motif 1.51
HALS5 HALotolerance 2.05 ARX1 Ribosomal eXport complex 1.49
SIT1 Siderophore Iron Transport 2.03 BMS1 BMh Sensitive 1.49
1ZH4 Implicated in Zinc Homeostasis 1.99 BUD27  BUD site selection 1.49
FRE3 Ferric REductase 1.77 MTR4 Mrna TRansport 1.49
ENA1 Exitus NAtru (Latin, "exit sodium™) 1.66 YHC1 Yeast Homolog of human U1C 1.47
CTR1 Copper TRansport 1.59 RRP5 Ribosomal RNA Processing 1.47
HMX1 HeMe oXygenase 1.51 RIT1 Ribosylation of Initiator tRNA 1.47
ENB1 ENteroBactin 1.42 UTP23 U Three-associated Protein 1.47

QDR2 QuiniDine Resistance 2
ENA2 Exitus NAtru (Latin, "exit sodium")
PHO89 PHOsphate metabolism

Figura 9. Expressao dos genes de diferentes categorias funcionais das células da linhagem JP1
cultivadas em meio mineral contendo glicose e isoleucina em relagcdo ao inicio com a metade do
crescimento logaritmico. Continua na préxima pagina.

A-I:Mapa de intensidades (FC: vezes de expressao - Fold change). As cores em vermelho e em verde
representam os genes que foram induzidos ou reprimidos no tempo de 16 h (metade do crescimento
logaritmico) em relagdo ao tempo de 8 h (inicio do crescimento logaritmico).A intensidade da cor indica o
aumento ou a diminui¢cdo no valor.

H: Genes envolvidos no metabolismo de nitrogénio. NCR: sistema de repressdo por catabolismo do
nitrogénio. GAA: sistema de controle general da biosintese de aminoéacidos.
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Figura 9. Expressao dos genes de diferentes categorias funcionais das células da linhagem JP1
cultivadas em meio mineral contendo glicose e isoleucina em relagcdo ao inicio com a metade do
crescimento logaritmico.
A-l: Mapa de intensidades (FC: vezes de expressao - Fold change). As cores em vermelho e em verde
representam os genes que foram induzidos ou reprimidos no tempo de 16 h (metade do crescimento
logaritmico) em relacdo ao tempo de 8 h (inicio do crescimento logaritmico). A intensidade da cor indica o
aumento ou a diminui¢cao no valor.
H: Genes envolvidos no metabolismo de nitrogénio. NCR: sistema de repressdo por catabolismo do
nitrogénio. GAA: sistema de controle general da biosintese de aminoéacidos.
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Um subgrupo de genes que resulto também afetado foi dos transportadores de
hexosas. Um transportador de hexosas de alta afinidade resultou induzido (HXT6),
entanto que trés resultarem reprimidos, dois de alta afinidade HXT4, HXT2, e um de
afinidade moderada HXT5 (OZCAN e JOHNSTON, 1999).

5.3.3. Genes relacionados com o metabolismo de lipidios e inositol

Outro grupo que demonstro varios genes estar afetados a regulacdo foi o
metabolismo de inositol, intimamente relacionado com o metabolismo de lipideos (Figura
9B). O gene INO1 apresentou o maior nivel de inducéo neste estudo (11,85 vezes). Este
gene codifica a inositol-3-fosfato sintase que esta envolvida na sintese de inositol
(DONAHUE e HENRY, 1981). Este gene é regulado positivamente pelo um ativador
transcricional formado pelo heterodimero Ino2p/Ino4p, produtos dos genes INO2 e INO4
que também foram induzidos no periodo de transicdo das fases em estudo. Este
heterodimero também atua na desrepressao dos genes de biossintese de fosfolipideos
em resposta a diminuicdo na concentracdo de inositol intracelular (AMBROZIAK e
HENRY, 1994). Em consonancia com estes resultados, observou-se também a inducéo
dos seguintes genes: ITR1 que codifica a proteina transportadora de myo-inositol
(NIKAWAet al., 1991); GPI18 que codifica uma manosil transferase com funcédo na
biosintese de glicosil fosfatidilinositol (KANG et al., 2005); PLB2 que codifica a fosfolipase
B com atividade transcilase (FYRST et al.,, 1999); CDS1 que codifica a fosfatidate-citidil
transferase (SHEN et al., 1996); URA7 e URA8 que codificam isoenzimas CTP sintases
envolvidas na biossintese de fosfolipidios (NADKARNI et al., 1995); e OPI1 e OPI3 que
codificam fatores de regulacdo que participam na regulacdo negativa da biossintese de
fosfolipideos e na biossintese de fosfatidilcolina, respectivamente (SANTIAGO e
MAMOUN, 2003).

Os poucos genes que apresentaram repressao neste grupo foram PKH2 e YSR3,
gue codificam respectivamente uma kinase e uma fosfatase envolvidas no metabolismo
da esfingomielina (MAOet al., 1997; ROELANTS et al., 2002), e CRG1 que codifica uma
metil transferase envolvida na homeostasis de lipidios (NIEWMIERZYCKA e CLARKE,
1999).
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5.3.4. Genes relacionados com a homeostasis e o transporte de ions

Nesta categoria foram identificados 0s seguintes genes relacionados com o
metabolismo de ferro induzidos durante a transicdo 3MB para 2MB: FET4 que codifica um
transportador de baixa afinidade de ferro; FET3 que codifica uma oxido-redutase com alta
afinidade por ferro; SIT1 que codifica um sideréforo de ferro; FRE3 que codifica uma Fe-
redutase; ENB1 que codifica um transportador endossomal de ferro. Estes trés ultimos
genes sdo normalmente induzidos em resposta a deficiéncia de ferro no meio. Também
apresentaram inducao os seguintes genes: CTR1 que codifica um transportador de alta
afinidade por cobre induzivel por deficiéncia em cobre, ENAL1 que codifica uma bomba
dependente de ATP envolvido no efluxo de sddio e litio como mecanismo de tolerancia a
sais, e 1ZH4 que codifica uma proteina envolvida na homeostasis de zinco. Dentre os
genes reprimidos foram identificados: ENA2 que codifica outra bomba dependente de
ATP envolvida no efluxo de sédio, Porém néao de litio, PHO89 que codifica um co-
transportador Na*/Pi descrito como ativo no comego do crescimento celular, e QDR2 que

codifica um transportador de amplo espectro.

5.3.5. Genes relacionados com o metabolismo de aminoacidos.

Como era de esperar, 0 grupo dos genes sensiveisa nitrogénio foi o que
apresentou um maior numero de elementos regulados (Figura 9H). Foram identificados
dois subgrupo principais compostos por genes regulados por o sistema de repressao por
catabolismo do nitrogénio (NCR) e por genes regulados por sistema de controle geral da
biosintese de amino&cidos (GAAC).

Pode-se agrupar os genes como regulados ou sensiveis a NCR como aqueles cuja
expressao responde a pelo menos algum regulador transcricional positivo (fatores GATA
como GIn3p, Gat2p o Gatlp) e pelo menos a um regulador transcricional negativo
(Dal80p, Gzr3p, ou Ure2p). Baseados no trabalho de Godard e colaboradores (2007),
foram adicionados aos 41 genes ja descritos mais um conjunto de 44 genes que
correspondem a esta descricdo. A Figura 8H.1 apresenta o padréo de expressao dos 19
genes que pertencem ao grupo sensivel a NCR que sofreram algum tipo de alteragdo no
padrao de expressao nas condicdes empregadas no presente trabalho. As regides
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promotoras destes genes tipicamente contém varias sequencias 5 -GATA-3’
reconhecidos pelo fatores de transcricdo da familia GATA (COOPER, 1996; COOPER,
2002). Uma analise mais aprofundada mostrou genes que estariam sujeitos a outros tipos
de mecanismos regulatérios além do NCR. Dentre esses genes, parece haver um
subgrupo de genes induzidos que estariam envolvidos no metabolismo dos aminoacidos,
tais como os genes UGALl que é especificamente induzivel por GABA (TALIBI et al.,
1995), PUT1 e PUT4 que sé&o induzidos por prolina (BRANDRISS, 1987), DIP5 que
codifica uma permease de afinidade mediana, mas com alta atividade de transporte dos
aminoacidos dicarboxilicos como glutamate e aspartato, e o0 gene VBAL que codifica uma
permease vacuolar de aminoacidos basicos. Além disso, soma-se a este subgrupo o gene
HXK1 que codifica a hexokinasel envolvida no metabolismo de glicose. A outra categoria
s&80 0s genes que sao primariamente regulados pelo NCR. Nesta categoria encontram-se
fortemente induzido o gene GAT2 (3 vezes) e o0 gene GZF3 (quase duas vezes), 0s quais

codificam para fatores de transcricdo membros da familia GATA.

Considerando os principais genes envolvidos no metabolismo de amoénio os
resultados mostraram indugcédo do gene GDH2 que codifica a glutamato desidrogenase
catabodlica (Figura 1). Esta enzima em S. cerevisiae esta mais relacionada com a
desaminacao do glutamato (MAGASANIK e KAISER, 2002) e seu gene fora previamente
apresentado como regulado pelo NCR (MAGASANIK, 1992). Dentre os genes regulados
pelo NCR que apresentaram repressao na transicdo 3MB para 2MB destacam-se ALD4,
gue codifica umaaldeido desidrogenase, e UGA4, uma permease requerida para

assimilacao de prolina.

Em adicdo, 12 outros genes que apresentaram alteracdo no padréo de expressao
(Figura 8H. 2) estao descritos como regulados pelo GAAC. Um analise mais aprofundada
permitiu a separacdo de dois subgrupos principais. Um dos subgrupos que resultou
fortemente induzido correspondeu a genes também regulados pelo metabolismo dos ions
metalicos: FET3 uma ferro oxidase, SIT1, um transportador de sideroforos de ferro, IRC7,
uma beta-liase envolvida na sintese do grupo tiol, cuja expressao e induzida por limitacdo
de nitrogénio em forma dependente de GLN3 e GAT1 e regulada pelos niveis de cobre via
Maclp, e o gene ENAL, uma bomba de ATPase envolvida no efluxo de sodio e litio (ver
5.3.4. Genes relacionados com a homeostasis e o transporte de ions). Outro subgrupo de

genes sensiveis a GAAC resultarem envolvidos ao metabolismo de biotina: o gene VHR1,
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gue codifica um ativador transcricional que regula a inducdo de VHT1 (transportador de
biotina de alta afinidade) também sensivel a GAAC que resultou fortemente induzido
(aproximadamente 3 vezes), e regulador da expressdo de BIO5 (requerido para a
assimilacao de acido 7,8-diamino-pelargonico na biossintese de biotina) em resposta a
baixas concentracfes de biotina. O gene BIOS5 resultou fortemente induzido (4.36 vezes)
No NOSsO ensaio, junto com os genes BIO2, que codifica uma biotina sintase (3,92 vezes),
0 gene BIO3 que traduze para uma acido 7,8-diamino-pelargonico aminotransferase (3,48
vezes) e 0 gene BIO4 que codifica uma detiobiotina sintetase (1,65 vezes). Estes genes

catalisam os ultimos passos na via de biosintese de biotina.

5.3.6. Genes relacionados com a formacéao de alcoois superiores

A primeira via metabdlica para a producéo de alcoois superiores esta relacionada
com metabolismo principal de assimilagédo de glicose, a partir da qual piruvato, etanol,
acetato e glicerol sdo os produtos principais (Figura 1). Pode se observar na Figura 10
gue alguns dos genes da via glicolitica apresentaram inducdo na transicdo 3MB para
2MB, tais como HXK2 que codifica a hexoquinase, PFK2 que codifica a 6-fosfofruto
guinase, GPM3 gque codifica a fosfoglicerato mutase, e TDH1 que codifica a gliceraldeido-
3-phosfato desidrogenase. Por outro lado, apresentaram repressdo o gene PYK2 que
codifica a isoenzima 2 da piruvato kinase que converte fosfoenolpiruvato em piruvato, e 0s
genes envolvidos na sintese de glicerol como os genes homélogos que codificam as
glicerol-3-fosfato desidrogenases GPD2 e GPD1, enzimas requeridas para regular o
metabolismo sob condicbes andxicas, e os genes HOR2 e RHR2 que codificam para

glicerol-3-fosfatases induzidas durante a fase diauxica.

Os genes ILV1, ILV2, ILV3, ILV5 e ILV6, envolvidos na biossintese de isoleucina,
leucina e valina e regulados pelo metabolismo geral dos aminoacidos, apresentaram
inducdo moderada. O mesmo perfil foi observado para o gene LEU4 que codifica a alfa-
isoprpopil malato sintase, o ponto de unido entre a via biosintética de valina e de leucina,
assim como da via de producao de 3MB e 2MP (Figura 11). Esses genes participam da
formacdo de precursores diretos para a constituicdo de alcoois superiores a partir da
assimilacao dentro da mitocdndria de piruvato e de acido oxalacético, e dos intermediarios

ceto-acidos do metabolismo de aminoacidos ramificados e aromaticos.
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Figura 10. Mapa metabdlico do metabolismo central na levedura Saccharomyces
cerevisiae apresentando o nivel de expressdo dos genes correspondentes nalinhagem JP1
cultivadas em meio mineral contendo glicose e isoleucina comparando o inicio com a metade do
crescimento logaritmico. (FC: vezes de expresséao - Fold change).

A escala em cor na direita indica a relacdo em vezes. A cor vermelho significa inducdo génica, enquanto
gue a verde indica um gene reprimido, com a intensidade do cor indicando o aumento ou diminuicao.
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Figura 11. Rotas metabdlicas dos precursores e da via de Ehrlich para a producdo dos alcoois superiores na levedura Saccharomyces
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comparando o inicio com a metade do crescimento logaritmico (FC: vezes de expressao - Fold change). Continua na préxima pagina.
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Figura 11. Rotas metabdlicas dos precursores e da via de Ehrlich para a producdo dos alcoois
superiores na levedura Saccharomyces cerevisiae apresentando o nivel de expressdo dos genes
correspondentes nalinhagem JP1 cultivadas em meio mineral contendo glicose e
isoleucinacomparando o inicio com a metade do crescimento logaritmico (FC: vezes de expresséo -
Fold change).

A escala em cor na direita indica a relacdo em vezes. A cor vermelho significa inducdo génica, enquanto
gue a verde indica um gene reprimido, com a intensidade do cor indicando o aumento ou diminuicao.

No caso dos genes envolvidos especificamente na via de Ehrlich (Figura 11),
observou-se a inducdo dos os genes BAT1l e BAT2 que codificam para as
aminotransferases envolvidas no primeiro passo do catabolismo dos aminoacidos
ramificados. Por outro lado, apresentou repressdo os genes ARQO9, que codifica a
aminotransferease envolvida no catabolismo dos aminoacidos aromaticos, ARO80 que
codifica o fator regulador da transcricdo envolvido na expressdo dos genes AROS8 e
ARO9. Dentre os genes codificadores de ceto-acido descarboxilases, apresentaram
inducdo os genes PDCS5, que codifica a piruvato decarboxilase secundaria, e THI3,que
codifica uma proteina requerida para atividade do complexo descarboxilase. Por outro
lado, os genes PDC1, PDC2, PDC6 e ARO10 apresentaram repressao. No préximo passo
da via de Ehrlich apresentaram-se moderadamente induzidos os genes ADH1, ADH3,
ADH4 e ADHS5, e fortemente induzidos os genes ADH2 que codifica a enzima que catalisa

a conversdao de etanol para acetaldeido e o gene AAD10 que codifica a aril-alcool
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desidrogenases. Ja os outros genes codificadores de alcool desidrogenases SFA1, AHDS6,
ADH7, AA15, AAD14, AAD4 e AADG6 apresentaram repressao.

O outro caminho possivel de metabolizagcdo dos ceto-acidos produzidos pelas
descarboxilases € a converséo para acidos carboxilicos ramificados pela atividade aldeido
desidrogenase. Os genes ALDG6, que codifica a isoforma citosolica, e ALD4, que codifica a

isoforma mitocondrial, apresentaram repressao na transicdo 3MB para 2MB (Figura 11).

5.3.7. Outros genes

Foram também determinado a regulacdo de outros grupos de genes de interesse.
Por exemplo, o grupo envolvido na sintese de proteinas (Figura 9 E). Neste grupo
resultarem regulados genes envolvidos na transcricdo e na traducéo. Por exemplo, genes
envolvidos no processado do ARNr: KRR1, uma metil transferase (GROMADKA et al.,
1996), o gene PRP43, que codifica uma ARN helicasa (MARTIN et al., 2002), o gene
UTP22, que codifica a proteina tipo U3 envolvida na maduracdo do ARNr 18S (SAMANTA
e LIANG, 2003), o gene FAF1, proteina requerida para o processado do ARNr
(KARKUSIEWICZ et al.,, 2004), a ARN helicasa MTR4 associada ao processado e
degradacdo do RNA nuclear (DE LA CRUZ et al., 1998). Também resultarem induzidos
gene envolvido nas biogéneses da subunidade ribossomal menor ENP2 e KRE33, e
maior, como os genes URB1, SDA1, UTP23 (FROMONT-RACINE et al., 2003; LI et al.,
2009; HOAREAU-AVEILLA et al., 2011); e genes envolvidos na tradu¢do, como BUD27,
PRP43, ANB1 (GSTAIGER et al., 2003; SAINI et al., 2009) , entre alguns .

Outros grupos que resultarem informativo para nosso ensaio que foram fortemente
induzidos foi 0 dos genes requeridos para esporulagéo, como o gene ADY2 (RABITSCHet
al.,, 2001), que resultou induzido seis vezes, e o0 gene SPS4 induzido 3,27 vezes
(HEPWORTH et al., 1995), assim como na formacéao de pseudomicelio por DIALl, SFG1,
MUC1 induzidos > 2 vezes (PALECEK et al., 2000; FUJITA et al., 2005). O gene MUC1
(alias FLO1) codifica para uma glicoproteina de superficie mais importante requerida para
a formacdo de pseudoifas, o crescimento invasivo, floculagéo, e biofilmes, necessario
para a formagédo de interligagfes entre as células de colénia em uma estirpe selvagem de
S. cerevisiae (DOUGLAS et al., 2007). No outro sentido, resultarem fortemente

reprimidos (> 2 vezes) a transcricdo de varios genes envolvidos no ciclo celular, como a
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ciclina PCL1 (HUANG et al., 2007), o regulador do ciclo YOX1 (MESSENGUY e DUBOIS,
2003), e varias feromonas reguladoras das proteinas de membrana PRM5/10 (JUNG e
LEVIN, 1999; HEIMAN e WALTER, 2000). Também resultou reprimido o gene NCE103
(-3,25 vezes), uma anhidrasa carbonica ndo expressa em condicdes altas de CO;
(GOTZet al., 1999), assim como o gene HPF1 (> 5 vezes), que codificauma manoproteina
gue reduze o tamanho dos agregados protéicos descrito em vinhos brancos (BROWN et
al., 2007).
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6. DISCUSSAO

6.1. VISAO GERAL DA PROBLEMATICA INDUSTRIAL.

Nas Uultimas décadas numerosos trabalhos reportaram a identificacdo de
compostos com propriedades sensoriais derivados do metabolismo das leveduras em
distintos contextos fermentativos industriais (O'CONNOR-COX e INGLEDEW, 1989;
LAMBRECHTS e PRETORIUS, 2000; MENDES FERREIRA et al., 2004; SWIEGERS e
PRETORIUS, 2005; HAZELWOOD et al., 2008; SAERENS et al., 2008). Destes trabalhos
se conclui a importancia destes compostos na percepcdo sensorial das distintas bebidas
espirituosas, sendo requerida mais informacdo sobre a regulacdo fisiologica e

transcricional destes compostos em beneficio da industria das bebidas alcodlicas.

No contexto da cachaca ndo ha& conhecimento acerca da importancia da
suplementacdo com nitrogénio sobre a producédo dos alcoois superiores de relevancia
para a qualidade sensorial da bebida. Este trabalho pretendeu contribuir para o
entendimento da importancia da suplementagdo do processo fermentativo no contexto
industrial. Para isso, apresentamos um estudo inicial da resposta celular & adicdo de
diferentes fontes de nitrogénio durante o processo fermentativo. Analisamos o efeito de
varias fontes de nitrogénio nas formas de amodnio, aminoacidos ramificados (leucina,
isoleucina e valina) e aminoacidos aromaticos (triptofano e fenilalanina), em relacdo a
conduta fermentativa e ao perfil de producdo de compostos do metabolismo principal
(glicerol, etanol e acetato) e de compostos com propriedades sensoriais como 0s alcoois
superiores. Isto foi feito comparando-se o desempenho fermentativo da linhagem
industrial JP1, inicialmente selecionada para a producdo de etanol combustivel, com a
linhagem de laboratério CNPK utilizada para estudos fermentativos, fisioldgicos e

gendmicos por Varios laboratdrios europeus.

6.2. ANALISE DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS.

Trabalhos prévios colocam a JP1 como uma linhagem com qualidades
interessantes para 0 processo fermentativo e para a produgédo de compostos sensoriais
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(FILHO et al., 2005; ESPINOSA VIDAL et al., 2011). No presente trabalho, concluimos
que nas condicbes de laboratorio empregadas (elevada aeragdo, meio sintético,
concentracao de glicose em 20 g/L, indculo inicial de 0,1 (OD: As2onm) € COncentracéo de
nitrogénio em 75mM), essa linhagem n&o apresenta diferencas fermentativas
significativas nos meios AS, Leu, Iso, Phe e Val em relacédo a linhagem de laboratorio
CNPK.nos meios correspondentes. A valina foi o Unico aminoacido dos estudados que
permitiu crescimento celular adequado, ou pelo menos, similar ao sulfato de amoénio,
enquanto triptofano proporcionou crescimento escasso e tirosina ndo foi capaz de

sustentar crescimento celular algum.

A presenca de nitrogénio em niveis superiores dos requeridos confere uma serie de
efeitos estimulatorios no desenvolvimento celular, e por consequencia, N0 Processo
fermentativo.lsto € resultadodas elevadas taxa de sinteseprotéica, as enzimas estdo em
na maior concentracdo fisiologicaresultando em uma elevada atividade enzimatica. Ao
mesmo tempo, istopermite uma ativa absorcdo de nutrientes, induzendo maximas taxas
fermentativas, com altos rendimentos em producédo de metabolitos. No mesmo sentido, o
amoniopossui um efeito estimulante da fermentacdo, devido a que decresce a
relacAoATP: ADP, ja que a assimilacdo de amoénio de carga positiva produza uma
diminuicdo no potencial de membrana e este, resulto na estimulacdo da ATP-ase
associadaamembrana (O'CONNOR-COX e INGLEDEW 1987). No caso dos aminoécidos,
varias caracteristicas possibilitam que uma linhagem apresente um melhor desempenho
fermentativo. Ja foi descrito que os aminoacidos classificados como de primeira classe
(ver 2.5.1. Assimilacdo de fonte de nitrogénio) sdo usados também como fonte de
carbono, uma vez que a cadeia carbonada resultante da assimilacdo do grupo amino na
reacado de transaminacdo pode ser assimilada no metabolismo central (MAGASANIK e
KAISER, 2002). Outros fatores influenciam o crescimento nestas fontes de nitrogénio, tais
como a disponibilidade e funcionalidade de transportadores na membrana citoplasmatica,
a eficiéncia das transaminases para adequada assimilacdo do grupo amino e a
possibilidade de detoxificacdo dos ceto-aldeidos formados na segunda reacéo da via de
Ehrlich, seja pelas alcoois desidrogenase para formacdo dos alcoois superiores, seja
pelas aldeido desidrogenase para formacéo dos ceto-acidos (HAZELWOOD et al., 2008).
E finalmente, deve-se levar em consideracdo o grau de toxicidade do alcool superior
produzido, que deve causar perda da viabilidade celular e consequente parada do

crescimento da cultura.
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Os resultados mostraram que independente da linhagem o amoénio e a valina se
constituem em eficientes fontes de nitrogénio comparadas ao restante dos aminoacidos
analisados. Estes resultados corroboram aqueles publicados por Godard e colaboradores
(GODARD et al., 2007) utilizando a linhagens de S. cerevisiae S1278b e 21 meios com
fontes diferentes de nitrogénio. Os tempos de geracao celular obtidos naquele trabalho
foram similares aos obtidos no presente trabalho para os mesmos aminoacidos. Portanto,
pudemos corroborar a classificacdo proposta para as fontes de nitrogénio com duas
outras linhagens celulares: 1) amonio, 2) valina, 3) fenilalanina, isoleucina e leucina, 4)
triptofano. Isto se constitui na evidéncia cientifica que aprova o empirismo da pratica usual
dos enologistas e dos produtores de cachaca de adicionar sulfato de amonio para evitar

problemas de baixa atividade celular e baixo rendimento em biomassa.

6.3. PRODUCAO DE ALCOOIS SUPERIORES

Também no aspecto de producdo dos alcoois superiores pode-se verificar a
semelhanca entre as duas linhagens estudadas. Em geral, os resultados mostraram que o
emprego de concentracdes altas de nitrogénio (75 mM) resultou na producéo de alcoois
superiores com valores entre 300 e 1000 pg/L. Também foi comprovada a produgdo em
grandes quantidades de um determinado &lcool superior quando o amino&cido
correspondente foi utilizado como fonte de nitrogénio. A producao dos alcoois superiores
foi observada ja no inicio dos cultivos celulares em uma cinética dependente da biomassa,
apresentando um efeito acumulativo no decorrer do tempo (Figura 5). Entretanto, pode-se
observar maior produtividade especifica no inicio do crescimento celular nos meios com
leucina (Figura 6C e D), isoleucina (Figura 6E e F), valina (Figura 6G e H) e em menor
intensidade para fenilalanina (Figura 6K e L). De maneira geral, os meios que
proporcionaram menores tempos de geracao celular, ou seja, maiores taxas especificas
de crescimento (Mmax) também apresentaram maiores produtividades especificas e
maiores concentracdes finais de alcoois superiores correspondente ao aminoacido
presente no meio. Estes fatos podem ser resultados do requerimento ativo de nitrogénio
para a sintese de proteinas, para manutencdo dos processos metabdlicos e para a
divisdo celular na formacdo de biomassa. A isto também se sumaria um mecanismo

alternativo regulatorio do balanco redox. Isto €, nas condi¢cdes fermentativas reinantes, as
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células requerem uma forma de manter o estado 6xido-redutivo apropriado, re-oxidando o
NADH formado gerado na glicélise, ou em reagBes que utilizam a oxidagédo do piruvato
para formar acetato ao invés de reduzi-lo a etanol. Porém, a producdo de alcoois
superiores poderiam também oferecer um mecanismo a mais de ajuste fino na
regeneracdo dos NAD" (QUAIN e DUFFIELD, 1985) ja que a sua formacdo envolve o
consumo de NADH. Desta forma, a decarboxilacdo e posterior reducdo dos ceta-acidos e
consequente desvio do anabolismo dos aminoacidos ramificados ajudaria a manter o

balanco redox celular.

Interessantemente, o meio com valina apresentou umas das maiores Hmax junto
com 0 meio AS, menores tempo de geracdo, assim como a maior producao de etanol,
porém com a menor produtividade de 2MP. Sabemos que a valina ndo pertence a classe
1 de aminoacidos que podem ser utilizados como fonte de nitrogénio. Porém,estes
resultados em conjunto sugerem que a valina poderia ser empregada como fonte de
carbono no metabolismo central. Isto discordaria com a maioria dos trabalhos afirmam
gue os aminoacidos ramificados ndo poderiam ser empregados como fonte de carbono.
N&o obstante, Pierce (1987) sugere que a disponibilidade de valina seria critica no final da

fermentacao ja que serviria como principal fonte de esqueletos carbonados.

6.4. ANALISE TRANSCRICIONAL NO MEIO COM ISOLEUCINA

Durante o curso dos cultivos celulares realizados pudemos observar as trés fases
caracteristicas do crescimento celular: as primeiras seis horas relativas a fase lag,
seguida pela fase de crescimento logaritmico que durou até 28 horas, e finalmente a fase
estacionaria (Figura 3). Em especial, no cultivo em meio com isoleucina foi observada a
transicéo da fase de producdo de 2MB, que ocorreu principalmente durante a fase lag, e a
fase de producdo de 2MB que ocorreu durante a fase log. Nessa transicdo ocorreu uma
mudanca significativa na taxa de consumo de glicose de 0,28 g/L.h paral,4 g/L.h que é

seguida pela producéo de etanol, glicerol e acetato.

Neste contexto fisioldégico foram evidentes as diferencas no numero de genes
induzidos ou reprimidos entre os dois estados metabdlicos, com maior propor¢do de
genes induzidos (59%) do que reprimidos (40%) (Tabela 5). Os resultados mostraram a
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co-regulacdo de grupos de genes envolvidos em processos bioldgicos diretamente
relacionados com a resposta geral ao conteddo de nitrogénio, com o metabolismo de

biotina, de inositol, de ions metalicos e com a producao de alcoois superiores.

6.4.1. Genes envolvidos no metabolismo de nitrogénio e biotina.

Dois genes que codificam reguladores transcricionais principais da familia GATA
(GAT2 e GZF3) e de 17 genes regulados pelo do sistema NCR apresentaram variagcao na
expressao na transicdo 3MB para 2MB. Como mencionamos anteriormente (Ver 2.5.2.
Regulacdo transcricional do metabolismo do nitrogénio), este sistema de regulagédo é
exercido reprimindo a expressao de diversos genes envolvidos na utilizagao de fontes de
nitrogénio nao preferencial, quando uma fonte de nitrogénio preferencial (amonio,
glutamine e asparagina, por exemplo) esta disponivel no meio (COOPER, 1982; WIAMEet
al., 1985; MAGASANIK, 1992). Atualmente, a familia de proteinas GATA € composta por
cinco membros, trés agindo como ativadores transcricionais (GIn3p, Gat2 e Gatlp) e dois
como repressores nos promotores (Dal80p e Gzf3p). Destes, o gene GAT2 é
desreprimido por leucina. No presente trabalho, este gene apresentou forte inducao pela
isoleucina, enquanto o gene GZF3 tenha apresentado indu¢cdo moderada. O gene GZF3
codifica uma proteina dedo de zinco que regula negativamente a expressdo dos genes
NCR, competindo com Gatlp e possivelmente com Gat2p pelo sitio de ligacdo GATA. A
forte inducdo do gene GAT2 sugere que os genes NCR seriam induzidos pela proteina
Gat2p. Além disso, a moderada inducéo do GZF3 sugere que os genes NCR estariam em
geral sob o controle de uma intrincada rede regulatéria de trans e auto-regulacdo
(COFFMANet al., 1997; ROWEN et al., 1997; BOCZKO et al., 2005). Portanto, os
resultados obtidos mostraram que os genes sensiveis a NCR (Figura 8 H1) sédo regulados
também em funcdo da presenca de isoleucina no meio, sugerindo que o sistema NCR
estaria ativo nestas condi¢cdes. Trabalhos anteriores (GODARDet al., 2007) sugerem que
o0 sistema NCR soO seria ativo com células crescendo em meios com aminoacidos

preferenciais e inativos em aminoacido néo preferenciais, como a isoleucina.

Foi avaliada a expresséo de 12 genes envolvidos no sistema GAAC, todos com a
sequencia consenso 5-GAGTCA-3" denominada UASGcge na regido promotora, a qual

serve de sitio de ligacdo para Gcndp. Contrariamente a NCR, o sistema GAAC esta
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descrito como ativo em meios com aminoacidos ramificados como fonte de nitrogénio
(GODARDet al., 2007). Interessantemente, este grupo de genes sao tipicamente
induzidos em concentracfes altas de leucina, isoleucina, metionina, treonina, triptofano,
tirosina (NATARAJANEet al., 2001; GODARD et al., 2007), sugerindo que GAAC e ativado
em células crescendo nestas fontes de nitrogénio. Parece que além de ser mais ativo
nestas condi¢des o sistema GAAC é também importante para o 6timo crescimento nestes
substratos nitrogenados (GODARDet al., 2007). Em adi¢do, esta ativagcdo de GAAC
poderia se suceder ao desequilibrio de aminoacidos ramificados causado pela inibicdo por

retroalimentagéo das enzimas envolvidas na sintese destes aminoacidos.

Por tudo isto, os dados juntos sugerem uma possivel regulacdo cruzada entre 0s
dois principais controles transcricionais do metabolismo central do nitrogénio e da
isoleucina, e por consequéncia dos aminoacidos ramificados em S. cerevisiae. Mais
experimentos serdo necessarios para investigar possiveis ligagdes moleculares entre
NCR e GAAC.

Por outro lado, sabe-se que os alcoois ramificados derivados destes aminoacidos
séo toxicos e, assim, excretados pela célula. Os mecanismos envolvidos na excrecao de
aldeidos e alcoois superiores permanecem desconhecidos. A este respeito, foi observado
gue no crescimento em triptofano (e em menor extensdo em tirosina) ocorreu a inducao
de varios genes conhecidos como regulados pelo sistema PDR de resposta a drogas. Os
genes PDR codificam para transportadores de membrana plasmatica conhecidos por
promover a excrecdo de drogas, tais como Qdr3p que tem atividade préton antiporters
(NELISSENEet al., 1997). No presente trabalho, o gene QDR3 foi induzido em meio com
isoleucina, sugerindo que essa proteina pode desempenhar um papel direto na excrecéo

de certa derivados de catabolismo de isoleucina, tais como 2MB.

Adicionalmente, foram fortemente induzidos o gene BIO5 (regulado pelo sistema
GAAC) juntamente com os genes BIO2,BIO3 e BIO4 (nédo regulados pelo sistema GAAC),
todos envolvidos nos ultimos passos da via de sintese de biotina. A Biotina (vitamina B7)
€ essencial para todos os organismos, sendo considerado um importante fator de
promocao do crescimento celular. Este composto é um cofator das enzimas carboxilases,
portanto, necessaria para a biossintese de acidos graxos e para o metabolismo de
aminoacidos e dos carboidratos (PHALIPet al., 1999). Apesar de ser auxotréfica para a

biotina, levedura S.cerevisiae pode ser cultivada em meio suplementado com o0s
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precursores de biotina: o 7-ceto-acido 8-aminopelargénico, o &cido 7,8-diamino-
pelargénico e a detiobiotina, os quais sdo metabolizados pelo produto dos genes
B102,BIO5, BIO3 e BIO4.Estes precursores ndo sdo muito distribuidos na natureza,
ocorrendo somente na biosintese de biotina. Nos ensaios realizados neste trabalho a
concentracéo inicial de biotina foi 0,002 mg/L, sugerindo que na transicao 3MB para 2MB
as células de levedura conseguem esgotar a biotina presente, requerendo induzir

fortemente os genes envolvidos na sua sintese.

6.4.2. Genes relacionados com o0 metabolismo aerdbico, metabolismo de
carboidratos, de inositol e com a assimilagédo de céations

A concentracéo inicial de glicose em 20 g/L deste trabalho resultou na inducéo
inicial dos genes envolvidos no transporte de hexosas (Figura 9D), genes envolvidos na
glicolisis (Figura 10) e na repressao de genes que codificam enzimas envolvidas na
respiragdo mitocondrial (Figura 9A). Isto poderia ser resultado do efeito Crabtree que se
manifesta em S. cerevisiae a concentragfes maiores que 5 mM de glicose (0,9 g/L)
(WALKER, 1998). No decorrer do crescimento celular, oito horas apés, a concentracao de
glicose diminui, produzindo a inducdo dos genes envolvidos no metabolismo de
carboidratos (ISF1, HAP4, NRG1, NRG2, RGI1eRGI2) (Figura 9B), e de genes
respiratorios tais como SDH2 (do ciclo do acido tricarboxilico), COX5B, CYC7 e NDI1 (da
cadeia respiratéria) RSF1 (requeridos para o crescimento respiratério) e HTD2 (gene
mitocondrial) (Figura 9A). Estudos de expresséo génica mostram que este metabolismo
fermentativo em condi¢des n&o limitantes de oxigénio envolve um incremento do fluxo de
carbono para a via glicolitica (SANTIAGOet al., 2011). Por exemplo, os genes TDH2/3
gue codificam as isoenzimas Il e lll da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
apresentarem os maiores niveis de indugdo em varios meios naturais e sintéticos (PUIG e
PEREZ-ORTIN, 2000). No mesmo sentido, todos os genes glicoliticos atingiram os
maximos niveis de expressdo durantes as primeiras 24 a 48 h de fermentacdo,
coincidindo com o crescimento celular e com a maxima taxa de fermentacdo. A
continuacdo, as quantidades de ARNm diminuem progressivamente durante a fase
estacionaria em paralelo com a redugdo na taxa fermentativa (PUIG e PEREZ-ORTIN,

2000). Nossos resultados, em concordancia com a literatura, mostraram o gene com
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maior nivel de expressdo foi TDH1, a isoenzima | da enzima gliceraldeido-3-fosfato
deidrogenase, enquanto o0s outros genes integrantes da via glicolitica foram
moderadamente induzidos.Este grande fluxo de carbono atravessando as enzimas
glicoliticas e direcionado para o ciclo do acido tricarboxilico a través do piruvato. Porém, o
complexo enzimatico piruvato desidrogenase nao alcanga metabolizar grande
quantidades de piruvato, desviando-se parte para a formacdo de acetaldeido e
conseguinte formacéao de etanol. Estas observacdes, somadas a os dados fisioldgicos que
mostram que a cultura esta em condicbes nao limitantes de oxigénio (Figura 6), e que
apresenta uma limitada producao de etanol, mostram que o crescimento celular em meio
com isoleucina nas condi¢cdes empregadas é em todo momento resultado de um balanco
entre o regime aerodbico e o fermentativo, passando de um regime mais aerdbico no inicio
da fase a um mais respiro-fermentativo na metade fase de crescimento logaritmico com a

diminui¢do no conteudo de glicose.

Varios genes relacionados com o metabolismo do inositol e colina apresentaram
indug&o na transicado 3MB para 2MB, em especial o gene INO1 com elevacgdo de 11,85
vezes na sua transcricdo, o qual codifica a inositol-1-fosfate sintase. Inositol e colina séo
metabdlitos intimamente relacionados com o metabolismo de lipidios ja que séo
precursores de varios mensageiros secundarios, como fosfatidilinositol e fosdatidilcolina.
Griac e colaboradores (1999) mostraram que o promotor do gene INO1 é reprimido
rapidamente em resposta a condi¢cdes limitantes de nitrogénio e a adicdo de inositol ao
meio, sendo esta inibicdo o resultado da ligacdo da proteina repressora Opilp no motivo
UAS|no daquele promotor. Estas caracteristicas comuns sugerem que as sinalizacdes
convergem em um Unico mecanismo de regulacao envolvido na repressao de controle do
gene INO1 a limitacdo de nitrogénio e ao excesso de inositol. No presente trabalho,
constatamos a presenca de inositol no meio de cultura na concentracdo de 2 mg/L. Além
disso, deve-se destacar que o contetdo de isoleucina inicial foi quase 50 vezes maior do
gue a quantidade de nitrogénio adequada no contexto das fermentacdes vinicolas
(MENDES FERREIRA et al., 2004). Sugerimos, entdo, expandir a hipotese apresentada
por Griac e colaboradores (1999) de forma que elevadas concentragdes de nitrogénio na
forma de isoleucina permitem manter a desrepressdo do gene INO1 e dos outros genes
co-regulados com efeito dominante sobre o efeito repressor do inositol. Para comprovar
esta hipdétese seria interessante realizar crescimentos com diferentes concentracdes e

fontes de nitrogénio na presenca ou auséncia de inositol.
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Outro grupo de genes que apresentou modificacdo no padrédo de expresséo foi
aquele envolvido na assimilacdo de cations, especialmente ferro e cobre. Nosso ensaio
apresentou a inducao dos genes FRE2, FET3,CTR1, e SIT1, os quais estdo envolvidos na
assimilacao com alta afinidade de ferro e cobre. Ao mesmo tempo, também foi induzido o
gene FET4 que codifica um transportador de ferro de baixa afinidade e relevante no
transporte de cobre (HASSETT et al., 2000; PORTNOY et al., 2001), cobalto, manganés,
e zinco(WATERS e EIDE, 2002). Todos estes elementos sdo firmemente reprimidos na
presenca dos seus respectivos substratos metalicos (EIDE, 2000). Esta regulacdo é
mediada pelos fatores de transcricdo codificados pelos genes AFT1, AFT2,ZRT1, ZRT2,
MACL1 e ZAP1. Embora nédo tenha sido observada neste trabalho a inducéo destes genes
repressores, existem evidéncias indiretas que nos permitem sugerir a atividade destes
fatores. Por exemplo, o gene HMX1 que apresentou inducao no presente trabalho parece
ser induzido em condi¢@es limitantes de ferro e € reprimido por Aftlp; a indugdo da ORF
YER130C é regulada por Zaplp; a expressao do gene IRC7é dependente dos niveis de

cobre e da proteina Maclp.

Além disso, 0 oxigénio representa um parametro importante na regulacdo dos
genes de assimilacdo de céations. Existe bastante controvérsia neste ponto, dado que foi
descrito que os genes FET3, FTR1, e SIT1 s&o induzidos ou reprimidos em condi¢cdes
anaerobicas (HASSETT et al., 1998; TER LINDE et al., 1999; VASCONCELLES et al.,
2001; JENSEN e CULOTTA, 2002). Entretanto, a inducdo de FET3 em condi¢bes
anaerobicas nao parece ter respaldo metabdlico, jA que codifica uma oxidase dependente
de O, e consequentemente este sistema de alta afinidade parece funcional unicamente
em condicdes aerobicas (DE SILVA et al., 1995). Por outro lado, existem fortes evidencias
gue o gene FET4 é induzido em condic¢des limitantes de oxigénio (HASSETT et al., 1998;
TER LINDE et al., 1999; VASCONCELLES et al.,, 2001; JENSEN e CULOTTA, 2002;
WATERS e EIDE, 2002). Esta indugdo se explicaria pela maior capacidade de sua
proteina de transportar do ferro esta no estado de oxidacdo Fe (Il), mais comum em
condi¢des anaerbbicas. O aumento na expressdo de FET4em células anaerdbicas pode
ser necessario para manter a acumulacdo de ferro adequada, passando Fetdp a
desempenhar um papel predominante no acumulo de ferro em condi¢cdes anaerdbias
(WATERS e EIDE, 2002).

Nos cultivos realizados 0 meio empregado apresenta concentracdes nao limitantes
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de metais (sulfato de cobre 0,04 mg/L, sulfato de magnésio 500 mg/L, cloreto férrico 0,2
mg/L e sulfato de zinco 0,4 mg/L) capazes de produzir a repressdo dos genes. Em adicao,
0 cociente respiratério da cultura (Qr>1) na transicdo 3MB para 2MB mostra que as
células se encontravam no metabolismo respiro-fermentativo (Figura 7). Em conjunto,
nossos resultados mostrarem discordancia com os estudos anteriores, observando uma
forte inducdo dos genes FET3 e FET4em condi¢cdes aerdbicas. Poderiamos sugerir,
baseados nas co-inducdes observadas nestes genes, que as células na metade da fase
de crescimento logaritmico tenham extenuado os metais. Alternativamente, indicamos que
poderia ser resultado do estado oxido-redutivo das células, medidos em funcao da relacao
do consumo de O; e producédo de CO,, que poderia ter maior importancia no mecanismo
de regulacéo dos genes envolvidos no metabolismo de ions metalicos como ferro e cobre
citados anteriormente. Portanto, parece que a regulacdo desses genes depende nao
apenas da disponibilidade dos nutrientes metalicos no meio como também do estado de
oxido-reducao das células.

6.4.3. Grupo de genes requeridos para esporulacédo, formacao de pseudomicelio e

para o ciclo celular

Outro grupo que resultou fortemente induzido foi dos genes DIAl, SFG1 e MUCL1
(> 2 vezes) envolvidos na formacdo de pseudomicelio. Sabe-se que o crescimento na
presenca de alcoois superiores, tais como 3MB, 2PE e 3IE induzem o crescimento
pseudoifal e o crescimento invasivo (DICKINSON e NORTE, 1993;KERN et al., 2004).
Parece que se produze uma comunicacao tipo quorum-sensing, onde se conectaria a
deteccdo ambiental com a morfogénese. Segundo Chen e colaboradores (2006)
monstrarem, do mesmo modo que nossos resultados, que o 2PE estimula modificacdes
morfoldgicas por inducéo da expressdo de MUC1. Do mesmo modo, nos fungos Candida
albicans e Candida dubliniensis o 2PE e o 3MB produzidos durante o crescimento
estimularam a formacéo de biofilme. Baseados em estes reportes, pareceria que uma das
funcdes da via de Ehrlich e formar moléculas sinais capazes de induzir a diferenciacéo,
participando na adaptacdo de células de levedura as mudancas ambientais
(HAZELWOOD et al., 2008).
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6.4.4. Genes relacionados com a formacgao de alcoois superiores

Apesar dos achados interessantes relativos ao ajuste metabdlico das células
apresentados na secao anterior, 0 objetivo primeiro desta analise de expresséo génica foi
a de identificar eventuais pequenos ajustes génicos que explicariam a producao
sequencial de 3MB e 2MB no meio com isoleucina, no qual s6 era esperada a formacéao
de 2MB (Figura 5E e F).

No comeco da fase de crescimento logaritmico no meio isoleucina deve haver um
fluxo de nitrogénio derivado da assimilacdo do grupo amino proveniente da isoleucina, e
canalizado na formagcdo de aminoacidos utilizados na sintese de proteinas para o
crescimento celular. Isto coincide com a inducdo do gene ARO9 que codifica uma
aminotransferase encarregada de transferir o grupo amino para o alfa-cetoglutarato na
formacdo de glutamato. Ao mesmo tempo foi observada a repressédo dos genes ILV1
elLV2, cujas proteinas estdo envolvidas nos primeiros passos na sintese de isoleucina.
Esta represséo deve ser consequéncia da alta concentracdo do produto final daquela via
anabdlica, ou seja, a propria isoleucina, no mecanismo de inibigédo do tipo feedback, o que
também ocasionaria uma auxotrofia parcial para valina e leucina (HINNEBUSCH e
NATARAJAN, 2002). Esta situagéo permitiria explicar a formacgéo do alfa-cetoisocaproate,
precursor da leucina e do proprio 3MB. Ao mesmo tempo, uma elevada atividade
descarboxilase citosolica envolvida na conversao do piruvato no metabolismo central
parece ser iniciada, denotada pela producdo de acetato e etanol. Segundo nossos
resultados, o produto do gene ARO10 pode ser encarregado por esta atividade, ja que
este apresentou maior nivel de expressdo na fase de producdo de 3MB e que sua
proteina com atividade fenilpiruvato descarboxilase também tem afinidade pelo alfa-ceto-
isocaproate (VURALHAN et al., 2005). Entretanto, ndo se pode descartar a contribuicao
de Pdclp e a atividade regulatéria de Pdc2p. Diferente dos outros ceto-acidos, a
formacgéo de alfa-ceto-isocaproate ocorre no citoplasma. Isto permite sua metabolizacao
pela ArolOp, desviando-se da formacao de leucina na sintese para o aldeido 3-metil-
butanal. Em seguida, a inducdo dos genes ADH6 e AAD1l4fariam com que suas alcool
desidrogenases correspondentes reduzisse este aldeido ao 3MB. Tudo isto explicaria a
formacao inesperada de 3MB nos meio amonio sulfato e isoleucina.

Entretanto, na metade do crescimento logaritmico o panorama é modificado. Os
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genes envolvidos na sintese de amino&cidos ramificados estdo induzidos, como 0s genes
das familias LEU e ILV. Ao mesmo tempo, a assimilacdo do grupo amino continua talvez
a partir de um fluxo maior pela atividade dos produtos génicos de BAT1/2, gerando
grandes concentracdes de 2-ceto-3-metil-valerato. Em paralelo, verificou-se a repressao
do gene ARO10 e inducédo do gene PDC5, o que modificaria o perfil da atividade de
descarboxilagdo que teria mais afinidade por aquele ceto-acido. Desta maneira se
produziria a conversdo do 2-ceto-3-metil-valerato no aldeido 2-metil-butanal. N&o
podemos descartar também a influencia do grau de afinidade pelos ceto-acidos. Ao
mesmo tempo, ocorreu a mudanca no painel dos genes que codificam &alcool
desidrogenase, com a forte inducdo dos genes ADH2 e AAD10 e repressao dos genes
ADH6 e AAD14. As desidrogenases codificadas reduziriam o 2-metil-butanal ao 2MB.
Dependendo do estado oxido-redutivo das células, ndo podemos descartar a formacéo
dos acidos ramificados pela atividade aldeido desidrogenase, produto génico dos genes
ALDG6 e ALDA4.

O analise do perfil trasncriptomico permite também fazer inferencias sobre a
producdo de alcodis superiores em meios onde ndo estdo presentes 0S precursores
amino acidos. No meio com aménio como fonte de nitrogénio observou-se a producéo
peguena mais significante de 2MP, 3MB, 2MB e 2PE de até 8 ug/L. Do mesmo modo, foi
observada a producédo de 2MB nos meios Val, Leu e Phe. Uma possibilidade de explicar a
producéo de &lcoois superiores é a partir do catabolismo de aminoacidos sintetizados de
Novo em excesso a partir de piruvato (Figura 1). Porém, € pouco provavel que ocorra esta
degradacdo j4 que as células estdo em condigBes ndo limitantes de nitrogénio. Portanto,
sugerimos a possibilidade de que esta producdo de alcoois superiores seja inespecifica.
Isto quer dizer que nestas condicfes as celulas estdo metabolizando grandes quantidades
do aminodcido para assimilacdo do grupo amino para a sintese de glutamato e
consequentemente de proteinas. Este da como resultado uma elevada concentracdo
intracelular de compostos intermediarios dessas vias anabdlicas, entre 0s quais se

encontram os ceto-acidos.

Consequientemente, devido a atividade descarboxilase presente envolvida no
decarboxilacdo de piruvato na formacéo de acetaldeido (indicado pela formacéo de etanol
e acetato), se produziria a conversao do ceto-acidos nos ceto-aldeido correspondentes,

desviando o fluxo da sintese de aminoacidos para a producéao final de alcoois superiores.
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Embora a biossintese de valina, isoleucina e a maior parte de leucina estao
compartimentalizadas dentro da mitocondria (Figura 1), existem descritos 11
transportadores especificos de ceto-acidos mitocondriais (KUNJI e ROBINSON, 2006)
gue poderiam conduzir o excesso de ceto-acidos da mitocondria para o citoplasma
expondo estes a agcdo das enzimas descarboxilases. Esta hipotese se sustenta no fato
gue a os ultimos trés passos ha via anabdlica de leucina a cargo das enzimas Leulp e
Leu2p e Bat2p séo extra-mitocondriais, 0 que explicaria a prematura aparicdo de 3MB
(derivado da leucina) nos meios AS e Iso. Também se sustenta pela regulacédo génica
temporal dos genes envolvidos na via de Ehrilch observadas no presente trabalho. Da
mesma maneira, também podemos explicar a formacdo de 2PE nos meios nos quais
fenilalanina ndo esta presente. A via anabodlica de aminoacidos aromaticos emprega o
composto eritrose-4-fosfato, um intermediario do ciclo da pentose fosfato que serve como
precursor atraves do esquimato. Esta via pode formar de novo fenilalanina, requerida para
a biossintese de proteinas e um excesso do fenilpiruvato intermediario poderiam ser

desviado na formacao de 2PE.

De esta maneira, a producao de diferentes alcoois superiores dependendo do tipo
de aminoacidos empregados seria de grande ajuda no contexto da producgéo de cachaca.
O emprego de combinagBes mensuradas de aminoacidos ramificados e aromaticos junto
com sulfato de amoénio em fermentacdes industriais poderia outorgar a cachaca

caracteristicas organolépticas diferenciadas de alto valor comercial.
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7. CONCLUSOES

No meio sulfato de amoénio observo-se o melhor desempenho fermentativo,
confirmando a pratica usual dos produtores de cachaga e vinho de adicionar sulfato de

amonio para evitar problemas de baixo rendimento.

O meio com valina apresentou um perfil fermentativo similar ao meio sulfato de
amonio.Foi o unico aminoacido dos estudados que permitiu crescimento celular adequado

sugerindo gque a valina poderia ser empregada como substrato no metabolismo central.

Os amino&cidos ramificados e arométicos sdo capazes de produzir
concentracfesde 300 a 1000 upg/L de alcoois superiores, 30 a 100 vezes a mais em

comparacao com o produzido no meio de sulfato de aménio.

Foi corroborada a via de Ehrlich proposta para o metabolismo de aminoacidos

ramificados e aromaticos.

Observou-se uma relacdo direta entre o menor tempo de geracdo celular e a

producéo do alcool superior.

Os dados de expressado génica sugerem que diferengas na concentracdo de
isoleucina produzem uma possivel regulagdo cruzada entre os dois principais controles

transcricionais do metabolismo central do nitrogénio, o sistema NCR e GAAC.

Ao mesmo tempo, sugerimos que elevadas concentracdes de nitrogénio na forma
de isoleucina permitiriam manter a desrepressdao do gene INO1 e dos outros genes co-

regulados, com efeito dominante sobre o efeito repressor do inositol.

O conteudo de oxigénio no meio poderia ter um papel preponderante no

mecanismo de regulacédo de genes envolvidos na assimilacdo de ions metalicos.

A andlise de transcricdo génica sugere que a producao inusitada de 3MB no meio
isoleucina pode ser resultado da sintese de novo do aminoacido leucina a partir do
piruvato, e da aparente regulacdo temporal diferencial dos niveis de transcricdo dos

genes da via de Ehrlich.

Ao mesmo tempo, sugerimos que a compartimentalizacdo exercida pela
mitocéndria e o grau de afinidade e atividade global das alfa-ceto acidos descarboxilases
sejam as principais causa da producdo de &lcoois superiores em meios nos quais néo

esta presente o aminoacido precursor.
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