[image: image25.jpg]


[image: image26.jpg]


[image: image27.png]el

e

«ig
i




BIOETANOL A PARTIR DE HIDROLISADOS           LENHOCELULÓSICOS SIMULADOS

Avaliação preliminar do papel das vias da regulação em Saccharomyces cerevisiae
Mafalda Honório Torres
Dissertação para a obtenção do Grau de Mestre em

Engenharia de Sistemas Bioenergéticos
Orientador: Doutora Catarina Paula Guerra Geoffroy Prista

Co-orientador: Doutora Maria da Conceição da Silva Loureiro Dias

Júri:
Presidente: Doutora Maria da Conceição da Silva Loureiro Dias, Professora   Catedrática Convidada do Instituto Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa.

      Vogais: Doutor José Martínez Peinado, Professor Catedrático da Facultad de

       Ciencias Biológicas da Universidad Complutense de Madrid, Espanha.
Doutor Francisco Manuel Ferreira Gírio, Investigador Principal do Laboratório Nacional de Energia e Geologia.
Doutora Maria Suzana Leitão Ferreira Dias Vicente, Professora Auxiliar                 do Instituto Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa.
Doutora Catarina Paula Guerra Geoffroy Prista, Investigadora Auxiliar do

                   Instituto Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa.
Lisboa, 2010
AGRADECIMENTOS 

Gostaria de agradecer a todas as pessoas que directa ou indirectamente contribuíram para a concretização deste trabalho.

À Professora Maria Conceição Loureiro Dias, que me aceitou como aluna para desenvolver a minha dissertação no seu laboratório, mostrando-se sempre prestável e gentil quando precisei de esclarecer alguma dúvida e motivando-me todas as vezes que com ela conversei.

À Doutora Catarina Prista, por ter aceite ser minha orientadora e o papel que teve na realização desta dissertação. Agradeço-lhe a forma como desde o princípio me fez sentir à vontade para perguntar (mesmo quando as perguntas não foram as melhores), permitindo-me adquirir um conjunto de conhecimentos indispensável à realização deste trabalho. Foi sempre paciente e tolerante comigo.

À minha amiga Cláudia, obrigado por toda a ajuda e ainda bem que estiveste ao meu lado a fazer a tua dissertação.

Tenho também que agradecer à Iliana e ao Tiago, que me receberam tão bem no seu laboratório e estiveram sempre prontos a ajudar, sempre simpáticos.
RESUMO

Bioetanol a partir de hidrolisados lenhocelulósicos simulados – avaliação preliminar do papel da regulação em Saccharomyces cerevisiae

Para a produção de bioetanol a partir de materiais lenhocelulósicos ser viável é necessário que o processo seja eficiente. Uma das condições que afecta esta eficiência é a resistência dos microrganismos fermentadores aos compostos tóxicos resultantes do pré-tratamento da biomassa.   
O trabalho realizado avaliou o comportamento de Saccharomyces cerevisiae num meio de cultura contendo compostos inibidores, que se encontram num hidrolisado industrial de material lenhocelulósico. Avaliou-se o efeito da eliminação de genes não essenciais na fermentação por células em presença dos compostos tóxicos. Analisou-se o comportamento de mutantes obtidos pela eliminação de genes envolvidos na regulação e metabolismo do azoto (TOR1, GLN3, PRO1, PUT4 e ARO4), na resposta aos stresses oxidativo (SOD2, ZWF1 e ADH6), e osmótico (HOG1, TPS1, NTH1 e HSP12) e geral (HSP26), na regulação do pH intracelular (RIM101 e VMA1), e na apoptose (AIF1 e FIS1). Obtiveram-se resultados indicativos de que algumas destas mutações são relevantes para a eficácia da fermentação.

Para caracterizar o comportamento de quatro estirpes seleccionadas, determinou-se a concentração de glucose e etanol, o pH extracelular, a viabilidade, o influxo e efluxo de protões através da membrana plasmática em culturas à entrada na fase estacionária e no esgotamento da glucose.
Palavras-chave: Bioetanol lenhocelulósico, hidrolisados lenhocelulósicos, fermentação, levedura.

ABSTRACT 
Bioethanol from simulated lignocellulosic hydrolysates – preliminary evaluation of the role of regulation in Saccharomyces cerevisiae
Bioethanol production from lignocellulosic materials is only viable if the process of converting the biomass to ethanol is efficient. One of the conditions that affect this efficiency is the resistance of the fermentative microorganisms to the toxic compounds that are formed during the necessary lignocellulosic materials pre-treatment.
The current work analyzed the behavior of Saccharomyces cerevisiae growing on a medium containing inhibitory compounds to the fermentation, compounds that are present on an industrial lignocellulosic hydrolysate. The effect of the elimination of non-essential genes on the cells fermentative metabolism was studied. The non-essential genes eliminated were genes involved in the regulation and metabolism of nitrogen (TOR1, GLN3, PRO1, PUT4, ARO4), in the cell’s response to oxidative stress (SOD2, ZWF1, ADH6), osmotic stress (HOG1, TPS1, NTH1,  HSP12) and general stress (HSP26), on the regulation of the intracellular pH (RIM101, VMA1),  and in apoptosis (AIF1, FIS1). The results obtained from these procedures were indicative that some of these genes mutations are relevant for determining the fermentation efficiency.
The behavior of four selected mutant strains was further characterized. Besides the determination of glucose concentration, extracellular pH and CFU at the beginning of stationary phase and glucose exhaustion, for these four chosen strains, the ethanol concentration and the influx and efflux of protons through the plasmatic membrane were also collected.
Key-words: Lignocellulosic bioethanol, lignocellulosic hydrolysates, fermentation, yeast.

ABSTRACT

Bioethanol production from simulated lignocellulosic hydrolysates – preliminary evaluation of the role of regulation in Saccharomyces cerevisiae
Bioethanol production from lignocellulosic biomass, besides bringing all the environmental benefits of the use of a green and non-fossil fuel, is more valuable, economically and environmentally, when compared to the bioethanol production from starch or sucrose that is currently done. 

Bioethanol production from lignocellulosic materials is only viable if the process of converting the biomass to ethanol is efficient. One of the conditions that affect this efficiency is the resistance of the fermentative microorganisms to the toxic compounds that result from the necessary lignocellulosic materials pre-treatment.

The current work analyzed the behavior of Saccharomyces cerevisiae growing on a medium containing inhibitory compounds to the fermentation, compounds that are present on an industrial lignocellulosic hydrolysate. The medium used in this work to simulate the lignocellulosic hydrolysate was designed considering that the lignocellulosic material of origin suffered an acid hydrolysis pre-treatment. With this in mind, the inhibitory compounds chosen to represent the toxics resulting from the acid pre-treatment were: furfural – an aromatic aldehyde formed from the degradation of sugars; acetic acid – a weak acid that is present in concentrations up to 10 g/L in the hydrolysates and is formed when the hemicelluloses are hydrolyzed, and 4-hydroxybenzoic acid – a phenolic weak acid produced when lignin is degraded. Besides the toxic compounds, the growth medium contained a high enough concentration of glucose to lead to a fermentative metabolism, obeying the Crabtree effect, amino acid supplements for the auxotrophic markers of the Saccharomyces cerevisiae strain used and YNB for the nitrogen and other essential elements needs. It was observed that the presence of these three toxic compounds in the growth medium led to a quicker glucose consumption, compared with the growth on the same medium without the toxics.      
Besides the analysis of the growth of the wild S. cerevisiae strain on the simulated lignocellulosic hydrolysate medium, the effect of the elimination of non-essential genes on the cells fermentative metabolism was also studied. The non-essential genes eliminated were genes involved in the regulation and metabolism of nitrogen (TOR1, GLN3, PRO1, PUT4 and ARO4), in the cell’s response to oxidative stress (SOD2, ZWF1 e ADH6), osmotic stress (HOG1, TPS1, NTH1 and HSP12) and general stress (HSP26), on the regulation of the intracellular pH (RIM101 and VMA1),  and in apoptosis (AIF1 and FIS1). The growth of the 17 mutant strains obtained from the elimination of these genes was monitored by reading the optical density of the cultures at 640 nm and determining the glucose concentration still left in the medium at least once a day. Also, when cells reached stationary phase and when the glucose concentration on the medium was 0%, samples were taken in order to determine the CFU and extracelular pH of the cultures at those points. The results obtained from these procedures were indicative that some of these genes mutations are relevant for determining the efficiency of the yeast fermentation. 

The behavior of four selected mutant strains was further characterized. Besides the determination of glucose concentration, extracelular pH and CFU at the beginning of stationary phase and glucose exhaustion, for these 4 chosen strains, the ethanol concentration and the influx and efflux of protons through the plasmatic membrane were also collected. Again, the data obtained from these procedures allowed to differentiate each mutant strain – the elimination of each non-essential gene originated a set of results different from each other and different from the wild strain.     

Key-words: Lignocellulosic bioethanol, lignocellulosic hydrolysates, fermentation, yeast.
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1. Introdução geral

1.1. O bioetanol lenhocelulósico

Actualmente, o sector dos transportes é responsável por 60% do consumo mundial de petróleo, dando origem a mais de 70% das emissões globais de CO e a 19% das emissões de CO2. Tendo em conta a sua produção e combustão, um litro de gasolina emite cerca de 2 kg de CO2 para a atmosfera (Goldemberg, 2008; Balat, 2009). Em 2009, havia cerca de 806 milhões de automóveis na estrada, estando previsto um aumento deste valor para 1,3 biliões em 2030 e para mais de 2 biliões em 2050 (WBCSD, 2009). 

O aumento do preço do petróleo, a escassez dos combustíveis fósseis, a preocupação com impactos ambientais como a emissão de gases com efeito de estufa e questões de segurança política/económica são factores que estão a forçar a procura de novas fontes de energia e alternativas para alimentar os motores dos veículos. Um combustível alternativo tem que ser tecnicamente viável, economicamente competitivo, amigo do ambiente e de rápida disponibilidade. 

Os biocombustíveis, ou combustíveis de biomassa, possuem muitas vantagens quando comparados com os combustíveis fósseis. A nível ambiental, contribuem para a redução da emissão dos gases com efeito de estufa, reduzindo assim a poluição atmosférica, são biodegradáveis, representam uma fonte de sequestro de CO2 e podem levar a um uso mais eficiente de água e do solo. A nível económico, podem levar ao desenvolvimento de áreas rurais e oferecem a oportunidade aos países em desenvolvimento de reduzirem a sua dependência de importação de petróleo, tornando-se mais auto-sustentáveis. Quanto aos países desenvolvidos, uma redução da importação de petróleo, além de ser economicamente vantajoso, pode contribuir para um melhor clima político/social no mundo. 

O bioetanol é o biocombustível líquido para transportes mais utilizado no mundo inteiro. Foi usado na Alemanha e França a partir de 1894 pela indústria de motores de combustão interna da altura (Demirbas e Karslioglu, 2007). O Brasil tem usado o bioetanol como combustível desde 1925. Na altura, a produção do álcool era 70 vezes maior que a produção e consumo de gasolina (Lang et al., 2001). Após a Segunda Guerra Mundial, a produção de bioetanol tornou-se mais dispendiosa que a do combustível fóssil e apenas na década de 70, com a crise de petróleo que ocorreu na altura, é que foi despertado novamente o interesse pelo bioetanol.

Actualmente, o bioetanol é misturado com a gasolina em concentrações de 10% bioetanol para 90% gasolina (E10) ou de 5% para 95% de gasolina. Estas misturas não obrigam a modificações no motor do veículo para serem usadas. Com modificações no motor, o bioetanol pode ser usado em maiores concentrações, como por exemplo a 85% (E85) (Balat, 2010).

Para o bioetanol fornecer todos os benefícios que foram referidos para os biocombustíveis, a sua produção deve obedecer a algumas condições: o combustível usado para alimentar as fábricas de bioetanol não deve ser fóssil, o cultivo de culturas anuais em solos ricos em carbono deve ser evitado, os subprodutos resultantes do processo de produção do bioetanol devem ser reutilizados eficientemente, e as emissões de óxido de azoto envolvidas na produção e uso de fertilizantes devem ser mínimas (Borjesson, 2009). 

O impacto ambiental provocado pela produção de bioetanol depende muito do tipo de substrato usado (Figura 1). O bioetanol pode ser produzido a partir de diferentes tipos de biomassa: a partir de culturas que contêm sacarose (como por exemplo a cana-de-açúcar, a beterraba sacarina, o sorgo sacarino e frutos), a partir de culturas ricas em amido (milho, arroz, batata, trigo, cevada, batata doce) ou a partir de material lenhocelulósico (madeira, palha, gramíneas, resíduos ou subprodutos agrícolas). Na produção de bioetanol a partir das culturas sacarinas, apenas o melaço ou “sumo” dos açúcares é convertido a etanol e nas de amido, apenas o amido é utilizado, utilizando-se exclusivamente o grão como substrato. Pelo contrário, se for o material lenhocelulósico usado como substrato, quase toda a planta de cana-de-açúcar e milho é convertida a etanol. 
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Figura 1: Redução da emissão de gases de efeito de estufa obtida por cada material usado (bago de milho, beterraba, semente de trigo, biomassa celulósica, planta da cana-do-açúcar) para produzir bioetanol, em %. A redução representada é em relação à produção e combustão da gasolina (Philippidis, 2009).
A utilização de material lenhocelulósico como matéria-prima para bioetanol acaba com problemas como a competitividade com culturas para fins alimentares que existe com o etanol de amido ou açúcares simples que é produzido hoje em dia (etanol de 1ª geração). É um substrato barato e abundante que inclui como já foi referido, palhas, gramíneas e todo o tipo de culturas agrícolas, mas também resíduos florestais, resíduos sólidos urbanos e resíduos da indústria do papel.
Na tabela 1 estão representados os rendimentos de produção de bioetanol em litro obtido por hectare de biomassa plantado (Trostle, 2008). Tal como se pode observar, o Brasil produz todo o seu bioetanol a partir de cana-de-açúcar enquanto que os EUA utilizam sobretudo o milho, tal como a China e o Canadá.  
Tabela 1: Rendimentos de produção de bioetanol em l/ha a partir de diferentes culturas. 
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O uso de material lenhocelulósico permitiria assim, transformar desperdícios em tão necessitada energia. Porque é que o bioetanol actualmente produzido é ainda de 1ª geração? Porque o processo de transformação da lenhocelulose em etanol é ainda muito dispendioso e os rendimentos são baixos, o que torna o processo ainda menos rentável. 
1.1. Constituição do material lenhocelulósico
Tabela 2: Composição de diferentes matérias lenhocelulósicos (% em peso seco) (Demirbas, 2005).
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A lenhocelulose é constituída principalmente por celulose, hemicelulose e lenhina, sendo este três componentes responsáveis por 90% do peso seco do material lenhocelulósico. Os restantes 10% são extractivos e compostos inôrganicos (cinza).

Os extractivos são compostos de madeira solúveis em solventes orgânicos neutros ou água. Contêm um grande número de moléculas lipofílicas e hidrofílicas. Podem ser classificados em quatro grupos: 1) terpenóides e esteróis, 2) gorduras e ceras, 3) constituintes fenólicos e 4) componentes inorgânicos (Sjostrom et al., 1993).

A celulose é a principal substância responsável pela estrutura das paredes celulares. É constituída por cadeias muito longas, formadas por unidades de D-glucose ligadas por ligações glucosídicas β-1,4. Estas unidades de D-glucose encontram-se estreitamente associadas através de ligações de hidrogénio. Dentro de cada cadeia também se estabelecem pontes de hidrogénio entre as moléculas de D-glucose. Estas ligações e estrutura fazem da celulose um polímero rígido, praticamente insolúvel, e difícil de quebrar. 

A hemicelulose é um polímero curto, muito ramificado, de pentoses e hexoses. Estes açúcares incluem a xilose, arabinose, glucose, manose e galactose. A hemicelulose também faz parte da estrutura da parede celular da célula mas é mais facilmente hidrolisada que a celulose devido à sua natureza amorfa e ramificada. 

A lenhina é um constituinte das paredes secundárias das células vegetais e confere à planta rigidez e protecção química contra insectos, fungos e micróbios. É um polímero aromático cujas unidades básicas têm como precursor o aminoácido fenilalanina. As unidades de fenilpropano básicas da lenhina (principalmente álcool cumarílico, álcool coniferílico e álcool sinapílico) estão ligadas numa estrutura polar complexa. A lenhina não pode ser usada para produzir bioetanol (não contém açúcares para fermentar) e torna a lenhocelulose mais resistente à degradação química e biológica (Millati et al., 2008). 

Para ser possível obter bioetanol a partir de material lenhocelulósico, é necessário que a celulose e a hemicelulose sejam hidrolisadas nos seus açúcares de base fermentáveis, permanecendo a lenhina como subproduto do processo. As principais etapas na conversão de lenhocelulose a bioetanol são: pré-tratamento, hidrólise, fermentação e destilação. 

1.3. Do material lenhocelulósico ao bioetanol

1.3.1. Pré-tratamento 

As propriedades inerentes do material lenhocelulósico fazem-no resistente ao ataque enzimático. O objectivo do pré-tratamento é mudar estas propriedades de forma a preparar o material para a degradação enzimática (Taherzadeh e Karimi, 2008). 

O pré-tratamento é essencial para assegurar uma boa produção de etanol. A hidrólise enzimática do material lenhocelulósico sem primeiro sofrer pré-tratamento faz com que apenas cerca de 20% dos açúcares na sua composição sejam fermentados, enquanto que quando há pré-tratamento, este rendimento excede os 90% (Hamelinck et al., 2005). No entanto, esta etapa é a mais dispendiosa na produção de bioetanol. 

Existem vários métodos de pré-tratamento e a sua aplicação adequada depende do tipo de lenhocelulose usada como substrato. Taherzadeh e Karimi consideram que um pré-tratamento eficiente deve ter as seguintes características: produzir celulose reactiva ao ataque enzimático, evitar a destruição das hemiceluloses e celuloses, evitar a formação de possíveis inibidores das enzimas hidrolíticas e microrganismos fermentadores, minimizar o fornecimento de energia necessária ao processo, produzir poucos resíduos, não necessitar de reactores de custo elevado e consumir poucos reagentes químicos ou usar reagentes químicos baratos (Taherzadeh e Karimi, 2008). 
O pré-tratamento pode ser de natureza física (moagem e trituração), físico-química (explosão a vapor ou autohidrólise, hidrotermólise, oxidação húmida), química (pré-tratamento alcalino, ácido, com agentes oxidantes, com solventes orgânicos) e biológica (com degradação fúngica).  

O meio utilizado para cultivar as leveduras neste trabalho experimental simula o produto de um pré-tratamento ácido.
1.3.1.1. Pré-tratamento ácido 

O pré-tratamento por hidrólise ácida pode ser dividido em 2 grupos: hidrólise por ácido concentrado e hidrólise por ácido diluído. Antes de um dos dois ser aplicado, o material lenhocelulósico tem de sofrer uma redução de tamanho e uma moagem.

A hidrólise por ácido concentrado é feita com ácido sulfúrico ou clorídrico em concentrações não muito altas e temperaturas moderadas, a cerca de 40ºC, durante um período de 2 a 6 horas. É um método eficaz na separação dos componentes do material lenhocelulósico, mas consome muito ácido, a utilização de ácidos concentrados à temperatura necessária torna-se muito corrosivo para os reactores e a recuperação do ácido é um processo que requer muita energia (Taherzadeh e Karimi, 2007). 
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A hidrólise por ácido diluído é feita com uma concentração de ácido mais baixa (ácido sulfúrico a 0,2-2%, por exemplo) mas requer temperaturas muito elevadas (das 121ºC aos 220ºC). Tem a vantagem de necessitar de menores quantidades de ácido e de menor tempo de residência para a degradação ocorrer. Este tipo de pré-tratamento, para além de separar a lenhina da hemicelulose e celulose, também provoca a hidrólise da hemicelulose nas suas pentoses e hexoses. A hidrólise total da celulose em glucose, no entanto, só acontece a temperaturas superiores a 220ºC (Taherzadeh e Karimi, 2007). O facto de necessitar de temperaturas tão altas implica um maior consumo de energia e erosão do equipamento por corrosão. Para além disso, podem formar-se subprodutos inibidores da hidrólise enzimática e da fermentação. Na figura 2 estão referidos os possíveis compostos inibidores que podem ser formados durante uma hidrólise de ácido diluído e os compostos de origem. 
      Figura 2: Composição da matéria lenhocelulósica e potencias produtos de hidrólise ácida. 
Na Figura 2 está representada a composição da matéria lenhocelulósica e os compostos que se podem formar como resultados de uma hidrólise ácida. O ácido acético é o inibidor que geralmente se encontra em maiores concentrações, sendo formado a partir de açúcares acetilados da hemicelulose que são logo soltos sob condições de hidrólise ácida fracas, além de ser um subproduto da fermentação alcoólica. O ácido acético pode chegar a estar presente em concentrações superiores a 10 g/L nos hidrolisados. O furfural e o 5-hidroximetilfurfural (HMF) são produtos de degradação dos açúcares. 
1.3.2. Hidrólise enzimática   

O pré-tratamento de ácido diluído hidrolisa toda a hemicelulose mas a celulose é um polímero mais resistente e pode não ser totalmente degradado se o pré-tratamento não for muito forte. Visto que quanto mais forte o pré-tratamento, maior é a formação de compostos inibidores, a celulose pode ser hidrolisada de outra forma – por hidrólise enzimática. 
A hidrólise enzimática da celulose é feita por celulases. Estas enzimas podem ser produzidas por vários microrganismos. Bactérias dos géneros Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora e Streptomyces conseguem produzir celulases (Sun e Cheng, 2002). Fungos como Sclerotim rolfsii, Penicilium chrysosporium e espécies dos géneros Trichoderma, Aspergillus e Schizophyllum também são usados como fonte de celulases. Estirpes mutantes do género Trichoderma (T. viride, T. reesei e T. longibrachiatum) são consideradas as mais eficientes a degradar a celulose (Zhou et al., 2008).

As celulases correspondem a um grupo de enzimas que hidrolisa a celulose pela acção conjunta de endoglucanase, exoglucanase ou celobiohidrolase e β-glucosidase. As endoglucanases hidrolizam as ligações glucosídicas β-1,4 acessíveis, de forma aleatória, para produzir novas pontas da cadeia. As exoglucanases quebram as ligações das pontas, libertando glucoses ou celobioses. As β-glucosidases hidrolisam as celobioses a glucose (Zhang et al., 2006).

Uma limitação ao uso das celulases é a redução da taxa de degradação causada pela inibição do seu produto final, celobiose e glucose. O processo SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation) é uma solução para esta inibição pois a glucose é fermentada ao mesmo tempo que a celulose é hidrolisada (Xiao et al., 2004).

1.3.3. Fermentação

A fermentação dos hidrolisados lenhocelulósicos é mais complicada que a fermentação de melaço de cana-de-açúcar ou amido de milho. Os hidrolisados contêm compostos inibitórios resultantes do pré-tratamento que foi aplicado e os açúcares presentes são não só hexoses como pentoses provenientes da hemicelulose. Assim, o microrganismo fermentador tem de ser capaz de produzir etanol com um alto rendimento a partir do hidrolisado, resistir aos compostos
tóxicos, fermentar pentoses, além de hexoses, e ser seguro para os seres humanos (Taherzadeh e Karimi, 2007). Saccharomyces cerevisiae é o microrganismo mais usado para a produção de etanol. É uma boa produtora de etanol, mas no entanto a levedura não é capaz de fermentar pentoses.  

1.3.3.1. Fermentação das pentoses
A xilose é a pentose mais abundante na fracção hemicelulósica da biomassa. A xilose pode ser metabolizada por uma via que evolve a rua redução seguida de oxidação ou por uma via que envolve uma isómera. S. cerevisiae não possui os genes que codificam para a xilose reductase (XR) e a xilitol desidrogenase (XDH), enzimas necessárias para metabolizar a xilose epal primeira via referida. Também não possui a enzima xilose isomerase, que converte D-xilose em D-xilulose. Vários grupos investigadores tentaram expressar estes genes em S. cerevisiae (Figura 3) mas a taxa de consumo da xilose relevou-se baixa (Hahn-Hagerdal et al, 2007). 
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Figura 3: Vias de consumo da xilose que já foram independentemente transferidas para S. cerevisiae. Numas das vias, a conversão de D-xilose a D-xilulose é catalisada por uma xilose isomerase. Esta via existe em bactérias e a enzima foi recentemente encontrada num fungo anaeróbico do rúmen do género Piromyces. A segunda via é encontrada principalmente em certas espécies de fungos e leveduras e consiste de duas reacções enzimáticas catalisadas por uma aldose reductase (xilose reductase) e uma xilitol desidrogenase. As modificações feitas em S. cerevisiae usando esta via foram feitas recorrendo aos genes codificadores (XYL1 e XYL2) das 2 enzimas da levedura Pichia stipitis. (Nevoigt, 2008).
Potenciais limitações a uma produção eficiente de etanol por uma estirpe de S. cerevisiae modificada são, por exemplo, o desequilíbrio redox da via da XR e XDH, uma baixa taxa de transporte de xilose para dentro da célula, uma produção insuficiente de ATP e o facto da xilose, ao contrário da glucose, não induzir um metabolismo fermentativo na levedura (Nevoigt, 2008).

Outra forma de possibilitar a fermentação de pentoses nos hidrolisados é utilizar os microrganismos que têm esta capacidade naturalmente. Como exemplo, as leveduras dos géneros Candida, Pichia e Schizosaccharamyces que fermentam xilose e bactérias dos géneros Clostridium, Bacillus e Thermoanaerobacter que também produzem etanol a partir da xilose.

Outras espécies além de S. cerevisiae também têm sido geneticamente modificadas para fermentar xilose. O futuro revelará o que será mais bem sucedido: estabelecer uma produção de etanol eficiente em microrganismos que utilizam pentoses naturalmente ou fornecer vias de utilização de pentoses aos microrganismos que são bons produtores de etanol (Nevoigt, 2008).

1.4. Tolerância aos compostos tóxicos dos hidrolisados lenhocelulósicos

Como já foi mencionado, o pré-tratamento da lenhocelulose dá origem a compostos inibidores da fermentação. Para além da fermentação de pentoses, a resistência a estes produtos tóxicos também vai determinar se a produção de bioetanol a partir de material lenhocelulósico é viável.

Neste trabalho experimental, foi escolhido o furfural – um aldeído proveniente da degradação dos açúcares, o ácido acético – um ácido fraco resultante da hidrólise da hemicelulose, e o ácido 4-hidroxibenzóico – um ácido fraco produzido a partir da lenhina na hidrólise ácida, para representar os tóxicos presentes num hidrolisado lenhocelulósico. Foi observado o crescimento de 17 estirpes mutantes de S. cerevisiae BY4741, cada uma com um gene não essencial eliminado neste meio.

A delecção de genes de S. cerevisiae é um método de alteração de transcrição génica. Por exemplo, a delecção de genes como o MIG1, MIG2 ou GAL80, que codificam reguladores de transcrição envolvidos na repressão pela glucose, induz a expressão de genes envolvidos na utilização da sacarose, maltose e galactose (Nielsen, 2001). A eliminação de PDC2, um regulador positivo da transcrição de 3 genes estruturais da enzima piruvato descarboxilase (PDC1, PDC5 e PDC6), reduz fortemente a actividade da enzima (Nevoigt e Stahl, 1996). 

No presente trabalho experimental, foi analisado se a eliminação dos genes escolhidos teve alguma influência na fermentação da glucose a etanol, no meio simulado de hidrolisado lenhocelulósico.   

O efeito dos compostos tóxicos no metabolismo das estirpes e os possíveis mecanismos que lhes conferem tolerância varia de acordo com a natureza do composto inibidor (Almeida et al., 2009). Por exemplo, alguma tolerância ao ácido acético é obtida pelo aumento da actividade da ATPase, que bombeia protões para fora do citoplasma da célula (Verduyn et al., 1992). Por outro lado, quando confrontada com furfural, a levedura converte o aldeído em compostos menos tóxicos de forma a reduzir o seu efeito inibidor.
 1.4.1 Furfural

O fufural, ou furfuraldeído, é um aldeído aromátido (Figura 4) liquido à temperatura ambiente e com um forte odor a amêndoa.
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         Figura 4: Estrutura molecular do furfural. 
O efeito do furfural numa estirpe industrial de S. cerevisiae a uma concentração muito elevada de 17 g/L foi estudado por Lin e colaboradores, em 2009. A esta concentração, tanto a formação de etanol como o consumo de glucose foram inibidos, mostrando taxas baixas nas primeiras 4 horas após adição do furfural e a formação de glicerol parou imediatamente. Pelo contrário, a concentração de furfural no meio decresceu rapidamente durante as primeiras 4 horas e lentamente nas 4 horas seguintes. Após 8 horas todas as células morreram, tendo ficado uma concentração residual de furfural de 6 g/L no meio. A paragem na produção de glicerol foi explicada por existir competição pelo NADH necessário para reduzir a dihidroxiacetona fosfato a glicerol-3-fosfato, sendo o NADH usado para reduzir o furfural a álcool furfuril (Lin et al., 2009).
Palmqvist e colaboradores testaram o efeito de furfural a 2,8 g/L numa cultura anaeróbia de S. cerevisiae. As células do meio utilizado com furfural demoraram menos tempo a consumir a glucose do que as células do meio idêntico sem furfural (14h e 19,2h, respectivamente, tendo o meio 3% de glucose inicial). Verificaram também que houve redução de furfural a álcool furfuril e que durante o decorrer desta reacção não houve glicerol excretado (Palmqvist et al., 1999). O desvio do NADH da redução da dihidroxiacetona fosfato para a redução do furfural foi aqui também verificado. De acordo com estes autores, a redução do furfural também implicou uma competição com a álcool desidrogenase que reduz o acetaldeído. A acumulação intracelular de acetaldeído foi apontada como causa da menor replicação celular verificada no meio com furfural, não provocando no entanto, uma diminuição da actividade celular (Palmqvist et al., 1999). A biomassa final do meio com furfural foi menor que a do meio sem furfural mas a concentração de etanol medida foi maior no meio com furfural. Este aumento na concentração de etanol foi explicado pelo facto de o NAD+ necessário para o funcionamento da glicólise ser fornecido pela redução do furfural, não havendo assim desvio para a produção de glicerol, sendo toda a glucose fermentada a etanol. Ao diminuir a replicação celular sem causar um efeito proporcional no metabolismo celular, o furfural levou a que a uma maior parte da glucose fosse usada para a produção de etanol (Palmqvist et al., 1999).

Em relação à competição entre o furfural e acetaldeído pela álcool desidrogenase, ADH, como substrato, Modig e colaboradores estudaram os efeitos da inibição do furfural nas enzimas álcool desidrogenase (ADH), piruvato desidrogenase (PDH) e aldeído desidrogenase (AlDH). A oxidação de piruvato a acetil-CoA é catalisada por uma PDH e oxidação de acetaldeído a ácido acético é catalizada por uma AlDH. O ácido acético pode ser convertido em acetil-coA por uma acetil-CoA sintetase. A uma concentração de 1 g/L de furfural no meio, Modig e colaboradores concluíram que as duas vias de formação de acetil-CoA a partir de piruvato podem ser efectivamente interrompidas. Tanto a reacção directa de piruvato a acetil-CoA pela PDH como a via indirecta envolvendo a AlDH. No entanto, o fluxo de piruvato a etanol continuou a proceder a uma taxa apreciável. A inibição da AlDH e PDH pelo furfural foi muito mais severa que a inibição da ADH. Verificaram, também, que o crescimento celular foi mais sensível ao furfural que a produção de etanol. As actividades da AlDH e PDH na presença de apenas 0,12 g/L de furfural diminuíram 80% e mais de 90% na presença de 1 g/L de furfural. Enquanto que, 90% da actividade da ADH manteve-se em meio com 0,12 g/L de furfural e conseguir manter até 40% de actividade na presença de 4 g/L de furfural (Modig et al., 2002).  

1.4.1. Ácido acético

O ácido acético é um ácido orgânico fraco com pKa = 4,74 em água (Figura 5).   
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100 Bioethanol yields from different energy crops.
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B Country Energy crop Bioethanol yield (I/ha)
S Brazil Sugarcane, 100% 6641
g UsA Com, 98% 3770
H o Sweet sorghum, 2% 1365
§ China Com, 70% 2011
9 Wheat, 30% 1730
© » 27 Wheat, 48% 1702
" Sugar beet, 20% 5145
o Canada Com, 70% 3460
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Fig. 1. Reduction in GHG emissions, compared to gasoline, by bioethanol produced
from a variety of feedstocks (on 2 life-cycle basis) [31).

(E10), Columbia (E10), Peru (E10), Paraguay (E7), Brazil (E20, E25
and FFV any blend).

The reduced CO; emissions mean that bioethanol is good for the
environment. Using bioethanol-blended fuel for automobiles can
significantly reduce petroleum use and exhaust GHG emission
[24]. On a life-cycle basis, not all biofuels are equal in terms of
environmental benefits. Fig. 1 demonstrates the lower GHG emis-
sions resulting from the use of biofuels compared to gasoline on
a life-cycle basis. As Fig. 1 illustrates, corn-based bioethanol offers

port and storage of the biomass), (13) direct economic value of the
feedstocks taking into account the co-products, (14) creation or
maintain of employment, and (15) water requirements and water
availability.

Brazil utilizes sugarcane for bioethanol production while the
United States and Europe mainly use starch from corn, and from
wheat and barley, respectively. Sugarcane as a biofuel crop has
much expanded in the last decade, yielding anhydrous bioethanol
(gasoline additive) and hydrated bioethanol by fermentation and
distillation of sugarcane juice and molasses [35]. Brazil's sugarcane
yield averages about 824 tons/ha [36]. The yield of bioethanol per
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 Figura 5: Estrutura molecular do ácido acético.

A presença de ácido acético no meio é prejudicial para a célula porque em condições ácidas, a sua forma não dissociada pode difundir-se através da membrana plasmática entrando para o citosol onde se dissocia devido ao ambiente intracelular ser mais alcalino. Os protões resultantes da dissociação acumulam-se no citoplasma, acidificando o citosol, e destabilizam o metabolismo celular (Pampulha e Loureiro-Dias, 2000). Para manter o pH intracelular entre um intervalo fisiológico óptimo para o seu metabolismo, as células bombam protões para o exterior à custa de ATP. O aumento do desvio de energia para bombear protões resulta numa menor taxa de crescimento celular em relação à glucose consumida (Thomas et al., 2002). A entrada da forma não dissociada do ácido pode também estimular o influxo passivo de H+ ao aumentar a permeabilidade da membrana plasmática e afectando a sua função biológica, particularmente o transporte de solutos (Piper et al., 2001).

Pampulha e Loureiro-Dias, em 2000, estudaram o efeito do ácido acético numa estirpe mutante de S. cerevisiae incapaz de respirar, sendo o metabolismo da glucose fermentativo. Verificaram que com uma concentração de 10,2 g/L de ácido acético (pH do meio a 4,5), a fase de latência aumentou muito, comparada com o curto período observado nas células do meio sem ácido. Enquanto que o crescimento celular decresceu, a taxa de consumo de glucose aumentou cerca de 50% a esta concentração (Pampulha e Loureiro-Dias, 2000).
A toxicidade do ácido acético, e de outros ácidos orgânicos fracos, é dependente do pH, pois é a sua forma não dissociada que se difunde pela membrana da célula (Gottschalk, 1987). Assim, a valores de pH extracelulares abaixo da pKa do ácido acético, a fracção não dissociada do ácido é maior, aumentando por consequência a toxicidade para a célula pela entrada da molécula para o interior da levedura. Taherzaden e colaboradores observaram em S. cerevisiae, que a adição de 3,5 g/L de ácido acético a um meio com pH 3,5 fez com que a produção de etanol aumentasse em 21%, e que tanto a produção de glicerol e biomassa diminuíssem em 50% e 35%, respectivamente. O efeito da adição de ácido acético à mesma concentração mas num meio a pH 5, teve o mesmo efeito mas menos pronunciado (Taherzaden et al., 1997). 


Ludovico e colaboradores provaram que a presença de ácido acético no meio de crescimento de S. cerevisiae, a certas concentrações, induz a uma morte celular programada (apoptose). Estes autores detectaram marcadores típicos de apoptose como condensação da cromatina ao longo do envelope nuclear, exteriorização da fosfatidilserina para a superfície exterior da membrana plasmática e formação de cadeias soltas de DNA. Concluíram que a concentrações superiores a 5 g/L de ácido acético, a morte celular era predominantemente do tipo necrótica, mas que no intervalo de concentrações de 1,2 – 5 g/L, os marcadores de apoptose referidos foram detectados e a morte celular era programada (Ludovico et al., 2001).


Mais tarde, Almeida e colaboradores estudaram a indução da apoptose por ácido acético em S.cerevisiae em maior pormenor e descobriram que a apoptose causa uma diminuição da expressão de proteínas chaperones da família HSP70, induz uma escassez intracelular de aminoácidos (observaram um bloqueio da entrada de aminoácidos das marcas auxotróficas da estirpe usada), causa uma regulação negativa ou fragmentação de proteínas envolvidas na biossíntese de nucleótidos, causa uma diminuição de expressão de proteínas do metabolismo de açúcares (entre elas a fosfofrutocinase, PFK2, e a frutose 1,6 – bifosfato aldolase, FBA1), induz a uma diminuição da expressão das proteínas envolvidas na iniciação da tradução (Tif1p/Tif2p) e alongamento e a um aumento da proteína repressora da transcrição Wtm1p, e causa uma paragem no ciclo celular, mantendo as células nas fases G0/G1. Face a estes resultados, este autores apontaram para um envolvimento de Tor1p e Gcn4p (regulador de transcrição essencial para o sistema geral de controlo de aminoácidos) na regulação do mecanismo da morte por apoptose (Almeida et al., 2009). 

1.4.1. Ácido 4-hidroxibenzóico

O ácido 4-hidroxibenzóico, ou ácido p-hidroxibenzóico, é um fenol derivado do ácido benzóico (Figura 6). É um ácido fraco, com pKa = 4.48 em água. Tal como o ácido acético, o ácido 4-hidroxibenzóico é nocivo para a célula por acidificar o meio extracelular e pela difusão da sua forma não dissociada pela membrana plasmática e consequente acidificação intracelular. 
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In addition, there are some other hydrolysis methods in which no chemicals or

enzymes are applied. For instance, lignocelluloses may be hydrolyzed by gamma-ray or =
electron-beam irradiation, or microwave irradiation. However, these processes are far

from being commercially applied (Taherzadeh 1999).
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Figura 6: Estrutura molecular do ácido 4-hidroxibenzóico.

1.5. Genes eliminados
1.5.1. Metabolismo do azoto e sua regulação: GLN3, PUT4, TOR1, PRO1 e ARO4 

O ácido glutâmico e a glutamina servem como precursores da síntese de todas as moléculas que contêm azoto da célula. Moléculas como os restantes aminoácidos e consequentemente as proteínas, e bases azotadas dos nucleótidos, unidades de base dos ácidos nucleicos. O azoto do grupo amina do glutamato serve como fonte de 85% do azoto total da célula e o grupo amida da glutamina é a fonte dos restantes 15% (Cooper, 1982). 

 
Quando as células crescem com uma fonte abundante de amónia, por conversão de fontes não-preferenciais de azoto a amónia ou num meio contendo amónia, o glutamato é formado com a incorporação deste ião no ácido α-cetoglutárico (um intermediário do Ciclo de Krebs). A glutamina é formada a partir do glutamato e do ião amónia.
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NH4+ + Ácido α-cetoglutárico + NADPH + H+                       Glutamato + NADP+ (1)
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Glutamato + NH4+ + ATP                       Glutamina + ADP + Pi (2)

A reacção (1) é catalisada por uma glutamato desidrogenase produto de GDH1 e a reacção (2) é catalisada por uma glutamina sintetase produto de GLN1. Quando o glutamato, ou precursores do glutamato como a prolina, são a única fonte de azoto, a enzima glutamato desidrogenase, codificada por GDH2 liberta o NH4+ necessário para a síntese de glutamina ao catalisar a reacção entre glutamato e NAD+:
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Glutamato + NAD+                         NH4+ + Ácido α-cetoglutárico + NADH + H+ (3) 

A glutamina também pode formar glutamato pela enzima glutamato sintase, Glt1p: 
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Glutamina + NADH + Ácido α-cetoglutárico                          Glutamato + NAD+ (4)

Leveduras com o gene GDH1 eliminado conseguem crescer num meio com amónia e glutamina graças a esta enzima. 
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Figura 7: Esquematização da síntese de aminoácidos, bases púricas e pirimídicas a partir de glutamato e glutamina. O ácido α-cetoglutárico é formado a partir de acetil-coA e oxoloacetato pelo ciclo de Krebs. Estão também representadas as vias de utilização de fontes de azoto não preferenciais como prolina, arginina e ureia (Magasanik e Kaiser, 2002).   

GLN3 

URE2 foi um dos primeiros genes a serem descobertos na regulação do metabolismo do azoto. Em 1985, Wiame e colaboradores observaram concentrações altas de Gdh2p e Gln1p em células com URE2 eliminado, quando cultivadas num meio com NH4+ ou glutamina como fonte de azoto (Wiame et al, 1985). Mesmo com NH4+ e glutamina disponíveis para a célula, ela continuava a produzir níveis altos das enzimas de síntese destes dois compostos. Para além disso, verificou-se também que a eliminação de URE2 fazia com que a inactivação de Gln1p observada quando se adicionava glutamina ao meio da estirpe selvagem cultivada com glutamato, deixasse de se dar. Ou seja, quando URE2 era eliminado, Gln1p continuava a formar glutamina a partir de glutamato mesmo quando glutamina estava disponível no meio de crescimento (Legrain et al., 1982; Coschigano e Magasanik, 1991).

Em 1984, Mitchell e Magasanik observaram que a levedura com o gene GLN1 eliminado conseguia crescer num meio sem glutamina mas que a eliminação simultânea dos genes GLN1 e GLN3 não permitia o crescimento da célula num meio sem glutamina (Mitchell e Magasanik, 1984). Quando apenas GLN3 era eliminado, a célula crescia no meio sem glutamina mas era incapaz de produzir grandes quantidades de Gln1p quando cultivada num meio em que glutamato foi a única fonte de azoto. A célula também não produzia grandes quantidades de Gdh2p quando crescida no meio com glutamato (Mitchell e Magasanik, 1984). 

Enquanto que a eliminação de URE2 fazia com que a célula não parasse de formar glutamina, mesmo com glutamina disponível no meio de crescimento, a eliminação de GLN3 fazia com que a célula não formasse mais glutamina quando dispunha do substrato para o fazer (Mitchell e Magasanik, 1984). 

Tal como no mutante de delecção de GLN3, nas células com os genes GLN3 e URE2 eliminados, os níveis de Gln1p e Gdh2 também não aumentaram quando as células foram cultivadas no meio com glutamato como única fonte de azoto.

Concluíu-se então que a proteína codificada por GLN3 activava a formação de Gln1p e Gdh2p e a proteína de URE2 bloqueava esta formação quando havia glutamina disponível (Courchesne e Magasanik, 1988; Coschigano e Magasanik, 1991). Quando as células se deparam com uma situação de escassez de azoto ou de escassez de fontes de azoto preferenciais como o ião amónia e a glutamina, o nível de glutamina intracelular diminui, Ure2p é inactivada, e as proteínas Gln1p e Gln3p são activadas, aumentando a glutamina intracelular (Cardenas et al, 1999).
Para além de responsável pela activação de Gln1p e de Gdh2p, GLN3 é um activador de transcrição de mais genes envolvidos no metabolismo de azoto. Quando há escassez de azoto, Gln3p activa a transcrição de genes de proteínas envolvidas no transporte e metabolismo de fontes de azoto não preferenciais da célula (sem ser glutamina ou NH4+). Por exemplo, Gln3p regula positivamente a transcrição de CAR1, ASP3, PUT1 e PUT2, genes que codificam enzimas envolvidas na degradação da arginina, asparagina e prolina, respectivamente. É também um regulador positivo da permease geral de aminoácidos, Gap1p, e da permease de alta afinidade para prolina, Put4p. Quando há uma situação de escassez de azoto, Gln3p está localizada no núcleo e serve então como factor de transcrição positivo para os genes que são reprimidos catabolicamente pelo azoto (Figura 8). Quando a célula dispõe de azoto para crescer em condições óptimas, Gln3p é fosforilada e ligada a Ure2p no citosol, ficando retida e impedida de se deslocar para o núcleo (Beck e Hall, 1999).
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Figura 8: Activação de Gln3p. Condições de escassez de azoto pode induzir a desforforilação do Gln3p citoplasmático e a libertação de Ure2p. Com a ajuda do factor de importação nuclear Srp1, Gln3p pode entrar no núcleo e activar a transcrição de genes envolvidos no metabolismo do azoto. A translocação de Gln3p do núcleo para o citosol necessita do factor de exportação Crm1p (Magasanik e Kaiser, 2002).     
PUT4

Um dos genes cuja transcrição é activada por Gln3p é, como já foi referido, PUT4. A prolina é um aminoácido necessário para a síntese proteica e pode servir como fonte de azoto. Quando não há glutamato ou glutamina ou NH4+ disponível para a célula, a prolina pode ser degradada a glutamato por Put1p e Put2p. Quando disponível no meio, o seu transporte para dentro da célula pode ser feito por uma permease de alta afinidade, Put4p ou por uma permease geral de aminoácidos de baixa afinidade, Gap1p. Células com PUT4 eliminado conseguem crescer num meio com altas concentrações de prolina porque o seu transporte se dá por Gap1p. Para além de prolina, Put4p pode transportar glicina e alanina (Regenberg et al, 1999). Put4p é também regulada pós-tradução. Os produtos dos genes SEC13, LST4, LST7, LST8 são responsáveis pela deslocação de Put4p do complexo de Golgi para a membrana plasmática (Roberg et al., 1997). 

Poole e colaboradores construíram estirpes de Saccharomyces cerevisiae onde o gene PUT4 não sofria repressão catabólica por azoto, e portanto permitiu o transporte de prolina para o interior da célula mesmo com NH4+ presente no meio de crescimento, e observaram que nestas estirpes ocorreu acumulação de prolina e as células tornaram-se mais resistentes a stress osmótico e térmico (Poole et al., 2009).
TOR1

A activação de Gln3p é mediada por TOR1. As cinases TOR (Tor1p e Tor2p) são controladoras centrais do crescimento celular e as suas inactivações resultam em mudanças fisiológicas que levam a um estado da célula característico de escassez de nutrientes e por fim a uma total paragem de crescimento (Schmelze e Hall, 2000). TOR1 (target of rapamycin) codifica uma proteína que é sensível a rapamicina. Quando a célula é exposta a rapamicina, o que inibe a actividade da cinase Tor1p, Gln3p deixa de estar fosforilada, causando a sua translocação para o núcleo. Bertram e colaboradores sugeriram que as cinases TOR são directamente responsáveis por fosforilar Gln3p e indirectamente responsáveis pela activação pela regulação da fosforilação de URE2 (Bertram et al., 2000). 

As cinases Tor1p e Tor2p formam dois complexos multiproteicos distintos: o complexo TORC1 e o complexo TORC2, respectivamente (Loewith et al, 2002).  O complexo TORC1 é constituído pelas proteínas Kog1p, Lst8p e Tor1p ou Tor2p e é inibido por rapamicina (Loewith  et al., 2002). 
Uma das funções de TORC1 é a regulação da biossíntese de ribossomas. As leveduras sintetizam cerca de 2000 ribossomas por minuto para manterem uma boa taxa de crescimento quando são cultivadas em condições favoráveis (Martin e Hall, 2005). Sendo a biogénese de ribossomas um processo energeticamente bastante dispendioso para a célula, a sua regulação é importante. O complexo TORC1 está envolvido na activação da transcrição de rRNA do ribossoma 35S e rRNA do ribossoma 5S e também controla a transcrição de proteínas ribossomais (Powers e Walter, 1999). 

Barbet e colaboradores descobriram que células de Saccharomyces cerevisiae tratadas com rapamicina ou em que os genes TOR1 e TOR2 foram eliminados, param o crescimento no início da fase G1 do ciclo celular. Observaram também que a ausência destes genes causa inibição da iniciação da tradução e induz várias outras mudanças fisiológicas características de células com falta de nutrientes (Barbet et al., 1996). Mais tarde, Berset e colaboradores atribuíram esta paragem no crescimento à degradação do factor de iniciação eIF4G que acontece em condições de escassez de nutrientes e quando a via TOR é interrompida (Berset et al., 1998).
Na Figura 9 está esquematizado o controlo de TOR1 sobre a biossíntese de ribossomas.
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Figura 9: Modelo para o envolvimento da via TOR no controlo da síntese de proteínas e na transcrição de genes codificantes de componentes ribossomais. As setas interrompidas indicam que ainda não se conhece todas as interacções que levam ao resultado. A proteína Tap42p é um importante intermediário da acção das cinases TOR. A nível da transcrição, TOR1 e TOR2 regulam as actividades das RNA polimerases I, II e III e actua a nível da tradução, por meio da destabilização do factor de iniciação eIF4G (Powers e Walter, 1999).  

ARO4 e PRO1
A transcrição e síntese de proteínas envolvidas na síntese de aminoácidos é um processo altamente regulado na célula por um “sistema geral de controlo de aminoácidos” que envolve a regulação de mais de 500 genes (Natarajan et al., 2001). Este sistema de regulação induz a transcrição de vários genes de síntese de aminoácidos quando qualquer um dos aminoácidos necessários para a célula está em falta. Um dos genes essenciais desta rede é o activador de transcrição Gcn4p. ARO4 e PRO1 são dois dos genes cuja transcrição é induzida por Gcn4p numa situação de escassez de aminoácidos. 
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Aro4p é uma enzima da via shikimate, via que sintetiza os aminoácidos aromáticos. Aro4p catalisa a primeira reacção da via, a condensação de fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato a 3-desoxi-arabinoheptulsonato-7-fosfato (DAHP) (Herrman e Poling, 1975). DAHP é depois convertido em ácido corísmico que é um precursor dos aminoácidos fenilalanina, tirosina e triptofano (Figura 10). A proteína Aro3p também é uma DHAP sintase mas enquanto que Aro3p é inibida por fenilalanina, Aro4p é inibida por tirosina (Teshiba et al., 1986; Schnappauf et al., 1998). 
Figura 10: Compostos precursores da síntese dos aminoácidos aromáticos (Campos, 1998).
A prolina é sintetizada a partir do glutamato no citosol. A 1º reacção desta via de biossíntese é a fosforilação do L-glutamato a L-glutamato-5-fosfato e é catalisada por 1 glutamato 5-cinase, a proteína codificada por PRO1. O L-glutamato-5-fosfato é reduzido a γ-semialdeído glutâmico, pela Pro2p, que por uma reacção de ciclização espontânea transforma-se em ácido pirrolidina-5-carboxílico. Por fim, o ácido pirrolidina-5-carboxílico é reduzido a prolina pela Pro3p. O ácido pirrolidina-5-carboxílico (P5C) é um produto de degradação da arginina, estando envolvidas outras enzimas sem ser Pro1p e Pro2p no catabolismo da arginina a P5C. Assim, leveduras com os genes PRO1 e PRO2 eliminados conseguem sintetizar a prolina que precisam a partir de arginina (Figura 11). Pelo contrário, a eliminação do gene PRO3 implica a adição de prolina para o crescimento da levedura (Tomenchok e Brandiss, 1987). 

A prolina, como um composto altamente solúvel, funciona como um osmoprotector e é acumulado no citoplasma e transportado para o vacúolo quando em excesso (Morita et al., 2002). 
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High osmolarity stress MATERIALS AND METHODS I
1 Yeast strains, plasmids, media, and general methods. The S. cerevisiae strains |
SWNT and plasmids used are listed in Table 1. Growth media and standard yeast
1 ‘manipulations were as described elsewhere (35). Escherichia coli DHS was used 1
Alternative ooy | Two-component for all plasmid manipul
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A eliminação do gene PUT1 (gene que codifica a enzima que catalisa a primeira reacção de degradação da prolina) numa estirpe de S. cerevisiae possibilitou a acumulação de prolina na célula o que levou a um aumento de viabilidade, quando comparado com a estirpe sem o gene eliminado, quando se expôs a levedura a congelamento e dissecação (Takagi et al., 2000). 
Figura 11: Síntese da prolina a partir de glutamato. A degradação de arginina também pode levar à formação de prolina, sem o envolvimento das enzimas Pro1p e Pro2p (Campos, 1998).

1.5.2. Resposta ao stress osmótico: HOG1, TPS1, NTH1 e HSP12
Quando as leveduras se encontram num meio com uma concentração elevada de soluto (com alta osmolaridade), a água intracelular difunde-se passivamente para fora da célula e a concentração de biomoléculas e iões no interior da célula aumenta, eventualmente causando uma suspensão da actividade celular quando o gradiente osmótico entre o interior da e o exterior da célula é muito elevado. A levedura encontra-se sob stress osmótico quando a osmolaridade do ambiente extracelular é suficientemente alta para ser prejudicial ao seu metabolismo. 
- HOG1
Hog1p é uma proteína essencial para a via de sinalização HOG, um processo que regula a resposta da célula ao stress osmótico. É uma cinase proteica activada por mitogénio (MAPK). Este tipo específico de proteínas é responsável pelas cascatas MAP cinases que são vias de transdução de sinal que são activadas como resposta a factores de crescimento, choque osmótico ou de temperatura, radiação UV e outras condições (Wurgler et al., 1997). 

Tal como está representado na figura 12, quando a osmolaridade do meio aumenta e a proteína Sln1p deixa de estar cataliticamente activa (esta proteína é uma reguladora negativa da via HOG), as proteínas Ssk2p e Ssk22p são activadas, activando por sua vez, Pbs2p. Outro osmosensor é a proteína transmembranar Sho1p. Sho1p, na presença de alta osmolaridade activa também Pbs2p. Finalmente, Pbs2p fosforila Hog1p (Wurgler et al., 1997). 
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Figura 12: Via HOG. Na figura encontram-se representados os dois sensores de elevada osmolaridade que activam a cascata MAPK da qual HOG1 faz parte. Estão também referidos alguns genes regulados por esta via e dois genes envolvidos na sua inactivação (PTP2 e PTP3) (Wurgler et al., 1997).
A fosforilação de Hog1p induz a iniciação da transcrição de vários genes incluindo GPD1 (gene envolvido na biossíntese de glicerol), CTT1 e HSP12 (Schuller et al., 1994; Varela et al., 1995). O aumento da actividade da glicerol-3-fosfato desidrogenase é indispensável para a adaptação da célula à alta osmolaridade. Na verdade, Hog1p é responsável pela regulação de quase 600 genes uma vez que é responsável por fosforilar factores de transcrição como Msn2p/Msn4p, Sko1p, Hot1p e Smp1p que estão envolvidos em vias de resposta a vários stresses (Hohmann, 2002). A transcrição de genes que codificam ATPases de Na+-ATPases, ENA1 e ENA2, que são componentes essenciais para a sobrevivência da célula em condições de alta alcalinidade e osmolaridade, também é regulada pela via HOG (Marquez e Serrano, 1996).            

               - TPS1
A trealose é um dissacárido não redutor de glucose que funciona como um hidrato de carbono de reserva. É acumulada em S. cerevisiae em períodos de crescimento reduzido, tais como durante períodos de falta de azoto, fosfato ou enxofre para a célula. A limitação de carbono ou energia no crescimento celular num meio pobre ou a entrada na fase estacionária num meio rico também são causas para a acumulação de trealose (Lille e Pringle, 1980).

Para além da função de armazenamento em caso de limitação de nutrientes, a trealose também é considerada como um potencial protector do stress. Genes codificantes de enzimas para a biossíntese de trealose são regulados positivamente em situações de stress por temperatura, dissecação e por salinidade (Parrou et al., 1997). A resistência ao stress osmótico de Saccharomyces cerevisiae foi relacionada com a acumulação intracelular de trealose, indicando que a trealose pode actuar como um osmoprotector, conferindo protecção contra a desidratação da membrana plasmática que ocorre em condições de stress osmótico (MacKenzie et al., 1988). 
A biossíntese da trealose é catalisada pela acção sequencial da trealose-6-fosfato sintase (Tps1p) e trealose-6-fosfato fosfatase (Tps2p) que, com a Tps3p e Tsl1p, formam o complexo trealose sintase. 

Em condições de stress, a transcrição de TPS1 e TPS2 é regulada positivamente - Msn2p e Msn4p (conhecidos activadores de transcrição em situações de stress) participam nesta regulação. A transcrição de TPS1 é reprimida pela via Ras-cAMP.

A biossíntese da trealose foi apontada como sendo responsável pelo controlo do influxo de glucose e frutose na glicólise através da inibição da actividade da hexocinase pela Tps1p (Hohmann et al., 1996).
- NTH1
A trealose é hidrolisada a duas moléculas de glucose pela proteína codificada por NTH1. Nth1p é uma trealase neutra com um pH óptimo de 7 e está localizada no citosol. Saccharomyces cerevisiae também possui uma trealase ácida, com um pH óptimo de 4,5, localizada no vacúolo. Pensa-se que Nth1p é activada pela fosforilação feita por Cdc28p, uma proteína envolvida na regulação do ciclo celular (Ubersax et al., 2003).
A expressão de NTH1 é aumentada quando a célula é submetida a um aumento de temperatura prejudicial para o seu crescimento. Nth1p é necessária para a recuperação da célula após um choque térmico ou osmótico (Zahringer et al., 1997). Curiosamente, o aumento da transcrição e actividade de Nth1p em stress térmico ou osmótico, é acompanhado com o aumento de transcrição de TPS1 e outras enzimas envolvidas na biossíntese da trealose. Parrou explicou que o efeito do stress causa uma reciclagem fútil da trealose acumulada na célula (Parrou et al., 1997).   
- HSP12
O gene HSP12 pertence a um grupo vasto de genes denominado por genes de resposta geral ao stress (Siderius et al., 1997). A sua síntese é regulada positivamente por várias formas de stress incluindo stress osmótico, temperatura alta, limitação de substrato e concentrações altas de etanol (Varela et al., 1995). No caso de stress osmótico, a transcrição de HSP12 é mediada pela activação de Hog1p e pela redução de actividade da PKA (Siderius  et al., 1997).  

De acordo com Sales e colaboradores, o papel de Hsp12p em S. cerevisiae é proteger a membrana plasmática de dissecação. Estes autores mostraram que a proteína actua de forma análoga à trealose ao proteger a integridade lipídica da membrana quando a célula se depara com alta osmolaridade extracelular ou na presença de uma concentração elevada de etanol (Sales et al., 1999). Motshwene e colaboradores demonstraram que a proteína Hsp12p também tem um papel na promoção da flexibilidade da parede celular que permite à levedura tolerar as mudanças no seu volume induzidas por uma variedade de stresses (Motshwene  et al., 2004).

1.5.3. Resposta ao stress oxidativo: SOD2, ZWF1 e ADH6
Saccharomyces cerevisiae é exposta a stress oxidativo quando há a formação de compostos de oxigénio molecular parcialmente reduzidos, denominados por espécies reactivas de oxigénio (ROS – “reactive oxygen species”). O anião superóxido (O2-), o peróxido de hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxilo (OH.) são as espécies reactivas de oxigénio mais importantes que a levedura produz. Estes intermediários reactivos de oxigénio são formados quando há uma incompleta redução do oxigénio a água durante a respiração ou pela exposição de radiação, luz, metais e certos tóxicos quando a β-oxidação de ácidos gordos está a ocorrer. Para além disso, aparecem na célula quando esta se encontra em situações de stress causadas por temperaturas altas e concentrações de etanol prejudiciais para a célula (Pereira et al., 2001). Estas espécies reactivas de oxigénio causam dano oxidativo a quase todos os componentes celulares, aos ácidos nucleicos, aos lípidos, proteínas, hidratos de carbono e eventualmente podem conduzir à morte da célula. 

- SOD2
A levedura Saccharomyces cerevisiae contém duas enzimas superóxido dismutases que desempenham um papel fundamental na protecção à toxicidade de ROS. Estas enzimas catalisam a dismutação do anião superóxido a oxigénio molecular e peróxido de hidrogénio.
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2O2- + 2H+                           O2 + H2O2 
Uma das dismutases tem cobre e zinco como co-factores e actua no citosol e no espaço intermembranar da mitocôndria, a Sod1p. SOD2 codifica uma superóxido dismutase com manganês como co-factor e a sua actividade é localizada na matriz mitocôndrial. 

Sod2p é um homo-tetrâmero com um átomo de manganês por subunidade (Ravindranath e Fridovich, 1975). É activada pela proteína Htm1p (Luk et al., 2003) e a sua transcrição é regulada positivamente pelo complexo activador Hap-2-3-4-5 (um complexo de factores de transcrição constituído por 4 subunidades: Hap2p, Hap3p, Hap4p e Hap5p) e pelo factor de transcrição Hap1p.
- ZWF1
A via das pentoses fosfato é importante porque permite a formação de NADPH, uma fonte de energia redutora necessária, por exemplo, à síntese dos ácidos gordos e esteróides. Origina também uma variedade de açúcares necessários para síntese de nucleótidos e aminoácidos.

ZWF1 codifica a proteína citoplasmática que catalisa a primeira reacção da via: a oxidação de glucose-6-fosfato a D-glucono-1,5-lactona 6-fosfato. Esta reacção regenera NADP+ a NADPH e é irreversível. 


Glucose-6-P + NAP+                   D-glucono-1,5-lactona 6-fosfato + NAPH

O factor de regulação mais importante da via das pentoses fosfato é o nível de NADP+, sendo Zwf1p inibida por NADPH (Llobell et al., 1988). ZWF1 é um dos genes regulados positivamente na resposta ao stress oxidativo por fornecer NADPH para as enzimas envolvidas na degradação do peróxido de hidrogénio (Juhnke et al., 1996).

Gorsich e colaboradores constataram que a eliminação de quatro genes da via das pentoses fosfato (ZWF1, GND1, RPE1 e TKL1) aumentava a sensibilidade da célula ao furfural, tornando ineficiente a redução do aldeído a álcool furfuril. Atribuíram esta ineficiência a uma diminuição geral do poder redutor que a delecção dos genes induziu na célula ou ao papel que NADPH tem na resposta à tolerância ao stress. Observaram também que a sobre-expressão de ZWF1 permitiu o crescimento da levedura em concentrações de furfural normalmente tóxicas para a célula (Gorsich et al., 2006).
- ADH6 

Adh6p é uma álcool desidrogenase que contém zinco e utiliza NADPH para reduzir o aldeído a álcool (Larroy et al., 2002).

Adh6p e Adh7p (outra álcool desidrogenase dependente de NADPH) são membros da família CAD (cinamil álcool desidrogenase). Nas plantas, esta família de enzimas está envolvida na biossíntese de lenhina. 

Larroy e colaboradores mediram a actividade de redução de Adh6p da estirpe S. cerevisiae BJ2168 e confirmaram a sua afinidade para aldeídos aromáticos (Tabela 3).
	Redução
	Actividade relativa

	Cinamaldeído
	100

	Sinapaldeído
	3

	Coniferaldeído
	10

	Benzaldeído
	72

	Veratraldeído
	82

	Anisaldeído
	72

	Vanillina
	57

	Propanal
	21

	Butanal
	57

	Pentanal
	109

	Hexanal
	89

	Heptanal
	88

	Octanal
	84

	2-Metilpropanal
	67

	2-Metilbutanal
	92

	3-Metilbutanal
	84

	trans-2-Nonenal
	39

	4-Hidroxinonenal
	30

	Furfural
	27

	Metilglioxal
	ND

	Acetona
	ND

	Ciclohexanona
	ND


Tabela 3: Actividade relativa de redução de Adh6p para 19 aldeídos, incluindo o furfural, e 2 cetonas. As actividades de redução foram medidas em buffer de fosfato de sódio a 33 mM (pH 7) contendo 1 mM de substrato e 0,5 mM NADPH. A actividade de redução de cinamaldeído foi tomada como 100% (Larroy et al., 2002).

Em S. cerevisiae, pensa-se que Adh6p e Adh7p estejam envolvidas na síntese de álcoois fusel (álcoois com mais de dois átomo de carbono formados na fermentação), na homeostase do NADPH e na resistência a produtos derivados da biodegradação da lenhina (Larroy et al., 2003).
1.5.4. Resposta geral ao stress: HSP26
Hsp26p é uma “Heat Shock Protein” que tem a função de assistir no enrolamento correcto de cadeias polipeptídicas simples ou de complexos com várias subunidades quando as proteínas formam-se em estrutura terciária (têm actividade “chaperone”). Quando este enrolamento não é bem feito, há o risco da formação de grandes agregados irreversíveis de proteínas, que é prejudicial para a célula. 

Hsp26p e Hsp42p têm ambas estas importantes funções (Petko e Lindquist, 1986; Wotton et al., 1996). Hsp26p actua apenas em condições de stress para a célula, ao contrário de Hsp42p que é activada tanto em condições de stress como de não-stress. A transcrição de  

HSP26 é fortemente induzida por choque térmico, stress osmótico, falta de azoto e carbono, paragem do ciclo celular, stress oxidativo e baixo pH (Amoros e Estruch, 2001). Nestas condições, a transcrição de Hsp26p é regulada positivamente pelos factores de transcrição Hsf1p e Msn2p/Msn4p (factores de transcrição que regulam a resposta geral ao stress) (Amoros e Estruch, 2001). 

Hsp26p agrupa-se num homo-oligómero de 24 proteínas que quando activado é destabilizado e formam-se dímeros de Hsp26p que são depois responsáveis pela actividade “chaperone” da proteína (Franzmann et al., 2005).
1.5.5. Regulação do pH intracelular: RIM101 e VMA1
As leveduras crescem mais rapidamente em meio ácido que em meio neutro ou alcalino (Lamb et al., 2001). Neutralizam o citoplasma através de H+-ATPases, proteínas membranares que hidrolizam ATP para bombar protões para fora da célula. O gradiente de protões é usado para transporte de aminoácidos, bases de nucleótidos, fosfato e muitas mais moléculas em reacções de simporte ou antiporte (van der Rest et al., 1995). Em condições neutras e alcalinas outras duas bombas de iões são vitais para o crescimento: a Na+-ATPase na membrana plasmática e a H+-ATPase na membrana vacuolar (Lamb et al., 2001). A Na+-ATPase hidroliza ATP para bombear Na+ para fora da célula e o gradiente causado permite a entrada de outros catiões na célula. A H+-ATPase vacuolar é necessária para a acidificação do vacúolo em meios alcalinos. O pH extracelular também determina duas formas de diferenciação celular - o crescimento haplóide invasivo e a esporulação. Estas são favorecidas em condições alcalinas e inibidas em condições ácidas (Lamb e Mitchell, 2003).
- RIM101
O gene RIM101 está envolvido na resposta da célula à alcalinização do meio onde está a crescer. A activação de Rim101p é estimulada a pH alcalino (Li e Mitchell, 1997). A indução do gene VMA4 (gene que codifica uma subunidade da H+-ATPase vacuolar) depende do RIM101 e há outros genes de resposta alcalina que são definidos pela sua relação com RIM101 (Lamb et al., 2001).

Lamb e Mitchell descobriram que o gene RIM101 reprime a transcrição dos genes reguladores SMP1 e NRG1 (Lamb e Mitchell, 2003). O gene SMP1 tem as propriedades de um regulador negativo de crescimento haplóide invasivo e esporulação e o gene NRG1 é um regulador negativo de ENA1, gene que codifica a proteína membranar Na+-ATPase. 

No entanto, RIM101 pode ter outros papéis para além de regular respostas à alcalinização (Mira et al., 2009). Mira e colaboradores estudaram o papel de RIM101 na adaptação e resistência da S.cerevisae a ácidos fracos e constataram que Rim101p é activa em pH ácido e está envolvida no aumento de tolerância à agressão de ácidos fracos. Sugeriram que o factor de transcrição Rim101p é necessário para reduzir o período inicial de adaptação à presença de ácido acético, propanóico e butírico e para a diminuição da inibição do crescimento exponencial provocada pela presença dos ácidos fracos (Mira  et al., 2009).

-VMA1
O baixo pH mantido nos vacúolos das leveduras é necessário para permitir a actividade das hidrolases ácidas envolvidas na degradação de macromoléculas que ocorre neste organelo celular. A H+-ATPase vacuolar (V-ATPase) é responsável por esta acidificação ao transportar protões do citosol para o vacúolo pela hidrólise de ATP.

As V-ATPases são constituídas por um complexo periférico com várias subunidades enzimáticas denominado por domínio V1 e por um complexo ligado à membrana vacuolar denominado por domínio V0. O domínio V1 é composto por oito subunidades e catalisa a hidrólise do ATP; o domínio V0 contém 5 subunidades e é responsável pela translocação dos H+ através da membrana (Stevens e Forgac, 1997) (Figura 13).

VMA1 codifica uma subunidade do domínio V1 (a subunidade A de 70 kDa) que está presente em 3 cópias (Arai et al., 1988). É nesta subunidade que se encontram os locais de catálise para a hidrólise do ATP (Forgac , 1999).  

Figura 13: Modelo estrutural da V-ATPase. Estão representados os domínios V1 e V0 e as subunidades correspondentes (Forgac, 1999).

1.5.6. Apoptose: AIF1 e FIS1
A morte celular pode ser dividida em duas categorias principais, necrose e apoptose. Enquanto que a necrose é uma morte “por agressão”, a apoptose pode ser pensada como uma morte altruística, onde a célula positivamente se suicida (Kitagaki et al., 2007). A apoptose é uma morte celular programada, altamente regulada. Os organismos multicelulares utilizam a apoptose para uma variedade de processos biológicos, e defeitos no programa da apoptose pode levar a doenças como cancro. Apesar de Saccharomyces cerevisiae ser um organismo unicelular, sabe-se que também é capaz de sofrer morte celular por apoptose. Foram observados na levedura processos característicos da apoptose: fragmentação do DNA e condensação da cromatina (marginação) típica da apoptose, externalização da fosfatidilserina para o folheto exterior da membrana plasmática e a libertação do citocromo c da mitocôndria (Madeo et al., 1997; Ludovico et al., 2001). Até agora têm sido apontadas como causas de apoptose em S. cerevisiae, o ácido acético (Madeo et al., 1999; Ludovico et al., 2001), o peróxido de hidrogénio, o stress osmótico, vírus (Ivanovska e Hardwick, 2005), etanol (Kitagaki et al., 2007), defeitos na n-glicosilação (Hauptmann et al., 2006) e feromonas (Severin e Hyman, 2002; Zhang et al., 2006).

- AIF1
AIF1 é um ortólogo do gene humano envolvido na apoptose AIF (apoptosis-inducing factor). AIF, quando induzido por apoptose, desloca-se do espaço intra-membranar da mitocôndria para o núcleo onde leva à condensação da cromatina e degradação do DNA (Susin et al., 1999). Aif1p também se localiza na mitocôndria da levedura e sofre a mesma translocação quando é induzida a apoptose na célula (Wissing et al., 2004). 

Wissing e colaboradores testaram a sobrevivência de Saccharomyces cerevisiae com e sem AIF1 eliminado, expondo as duas estirpes a 0,4 mM de H2O2, sendo H2O2 um conhecido indutor da apoptose da levedura. Estes autores observaram que apenas 20% da população da estirpe selvagem sobreviveu enquanto que a estirpe com AIF1 eliminado teve uma sobrevivência de cerca de 70%. Verificaram também que a sobreexpressão de AIF1, quando as células foram expostas a 0,4 mM de H2O2, levou à morte de mais de 90% da população. Nas células com sobreexpressão de AIF1, detectaram condensação da cromatina em 30% da população e fragmentação do DNA em 80%, conhecidos efeitos celulares causados pela apoptose (Wissing et al., 2004).

A activação de Aif1p poderá ser dependente da caspase Yca1p (uma protease de cisteína) e de Cyp1p (uma ciclofilina) (Wissing et al., 2004). 

- FIS1  

A certas concentrações, o etanol torna-se tóxico para Saccharomyces cerevisiae, limitando a produção de etanol na fermentação. Quando expostas a concentrações altas de etanol (a partir de aproximadamente 14%), a levedura acaba por não resistir e morre. 

Kitagaki e colaboradores mostraram que a morte celular provocada pelo etanol partilha várias características com a apoptose, observando que tal como as células em morte apoptótica, as células expostas a uma concentração letal de etanol exibiam condensação e fragmentação da cromatina, clivagem do DNA no núcleo e síntese de novo de proteínas (Kitagaki et al., 2007). Constataram também que a eliminação de FIS1 nas células e exposição às concentrações letais de etanol, as previamente usadas para estudar as propriedades da morte apoptótica na estirpe mãe levou a um aumento de morte celular com estas características. 

Fis1p é uma proteína da membrana mitocôndrial envolvida na fissão da membrana do organelo. Juntamente com Dnm1p e Mdv1p, regula a fissão da mitocôndria (Mozdy et al., 2000). Tendo em conta que o etanol é um potente indutor da fragmentação da mitocôndria (Kitagaki et al., 2007), Fis1p é uma proteína essencial para a inibição da morte celular causada pelo álcool. 
1.6. Objectivos da dissertação

Este trabalho teve como objectivo desenhar um meio simulado de um hidrolisado lenhocelulósico que representasse um possível substrato para a produção de bioetanol de 2º geração utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae como microrganismo fermentador. Ao mesmo tempo, pretendeu-se comparar o comportamento da estirpe mãe com o comportamento de 17 estirpes mutantes onde a única diferença foi a eliminação de um gene não essencial. Os genes não essenciais eliminados que foram estudados neste trabalho são genes envolvidos na regulação e metabolismo do azoto (TOR1, GLN3, PRO1, PUT4 e ARO4), na resposta aos stresses oxidativo (SOD2, ZWF1 e ADH6), osmótico (HOG1, TPS1, NTH1 e HSP12) e geral (HSP26), na regulação do pH intracelular (RIM101 e VMA1), e na apoptose (AIF1 e FIS1).  

As performances da estirpe mãe e das 17 estirpes mutantes foram caracterizadas pelo tempo que demoraram a atingir a fase estacionária e a consumir toda a glucose do meio, pelas DO atingidas pela cultura e recorrendo à determinação dos seguintes parâmetros físico-químicos: pH extracelular, UFC/ml, permeabilidade da membrana a protões e efluxo de protões através da membrana plasmática. Com os parâmetros obtidos durante a incubação das estirpes, tentou-se formular respostas para as diferenças de comportamento observadas.

2. MATERIAL E MÉTODOS
2.1. Microrganismos 
A estirpe usada neste trabalho experimental foi a estirpe auxotrófica Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0 e ura3Δ0) e 17 mutantes de delecção derivados desta estirpe, da colecção Euroscarf. Os genes foram eliminados pela cassete kanMx4, que confere resistência ao antibiótico canamicina e gentamicina. Os nomes dos genes eliminados das 17 estirpes usadas estão listados na Tabela 4.

	Nome standard
	Mutante
	Outros nomes
	Descrição do nome

	GLN3
	Y00173
	
	GLutamiNe metabolism

	TOR1
	Y06864
	DRR1
	Target Of Rapamycin

	PUT4
	Y01645
	
	Proline UTilization

	ARO4
	Y03389
	
	AROmatic amino acid requiring

	PRO1
	Y03659
	
	PROline requiring

	HOG1
	Y02724
	SSK3
	High Osmolarity Glycerol response

	TPS1
	Y03265
	BYP1, CIF1, FDP1, GGS1, GLC6, TSS1
	Trehalose-6-Phosphate Synthase

	NTH1
	Y03941
	
	Neutral TreHalase

	HSP12
	Y07070
	GLP1, HOR5
	Heat Shock Protein

	RIM101
	Y00936
	RIM1
	Regulator of IME2

	TFP1
	Y03883
	CLS8, VMA1
	TriFluoPerazine resistance

	SOD2
	Y06605
	
	SuperOxide Dismutase

	ZWF1
	Y01971
	MET19, POS10
	ZWischenFerment

	ADH6
	Y06460
	ADHVI
	Alcohol DeHydrogenase

	HSP26
	Y03209
	
	Heat Shock Protein

	AIF1
	Y06233
	CPD1
	Apoptosis-Inducing Factor

	FIS1
	Y01458
	MDV2
	mitochondrial FISsion


Tabela 4: Nome do gene, nome do mutante com o gene eliminado, descrição do nome e outros nomes atribuídos aos genes eliminados que se estudou neste trabalho.  
2.2. Meios de cultura

O meio de crescimento usado, simulado de hidrolisado lenhocelulósico teve a seguinte composição: 6,7 g/L de YNB (composição em anexo 1), 100 g/L de glucose, 1 g/L de furfural, 5 g/L de ácido acético e 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico ao que se adicionou suplementos para as marcas auxotróficas (80 mg/L de metionina, 80 mg/L de histidina, 80 mg/L de uracilo, 160 mg/L de leucina). Para os ensaios de crescimento em meio sem tóxicos, o meio utilizado foi igual excepto a adição de ácido acético, furfural e ácido 4-hidroxibenzóico, sendo adicionado um volume de água esterilizada igual ao volume dos tóxicos. Para os ensaios de crescimento em meio com o dobro e triplo de suplementos, o meio também foi o mesmo mas duplicou-se ou triplicou-se a concentração de histidina, uracilo, leucina e metionina adicionada. A solução de glucose e furfural presentes no meio foram esterilizadas por filtração em membrana de nitrocelulose de 0,22 μm de poro (Millipore TYPE GSWP), e a solução dos ácidos foi esterilizada por calor húmido em autoclave a 121ºC e a 1 atm durante 20 minutos. O pH de todos os meios utilizados (com e sem tóxicos e com concentrações a triplicar e duplicar de suplementos) foi acertado a 5 com hidróxido de potássio em pastilhas antes de se proceder à esterilização.
O meio utilizado na manutenção das culturas foi o meio YPD (“Yeast extract Peptone Dextrose”) que tem a seguinte composição: 2% (p/v) de glucose, 1% (p/v) de peptona, 0,5% (p/v) de extracto de levedura, 2% (p/v) de agar, em água desmineralizada, pH 5,6. Este meio também foi usado para a contagem de unidades formadoras de colónias (UFC). 
2.3. Inoculação, incubação e recolha de amostras 
Durante a sua manutenção, as estirpes foram repicadas para tubos com meio sólido inclinado (meio YPD) e incubadas em estufa, durante 24 a 48h, a 28ºC, após o qual se retirou a quantidade de biomassa necessária para a sua inoculação. Após a inoculação, os tubos foram mantidos a 4ºC. A repicagem e cultivo das estirpes em novos tubos de YPD antes de cada inoculação garantiram que a biomassa fosse suficiente.

A inoculação das culturas foi feita em balões volumétricos de 150 ml, em 50 ml de meio. A quantidade de biomassa inoculada foi a necessária para que a DO inicial, a 640 nm, atingisse 0,050. As células foram incubadas com agitação magnética a 180 rpm e a 28ºC.
O acompanhamento do crescimento celular realizou-se através da leitura da densidade

óptica das culturas, a 640 nm, utilizando-se um espectrofotómetro Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosciences®). As amostras foram retiradas em intervalos de tempo adequados (pelo menos uma vez por dia) e diluídas com água desmineralizada sempre que a DO lida a 640nm excedeu o valor de 0,5, de maneira a que as leituras obtidas pelas absorvâncias ainda obedecessem à lei de Lambert-Beer. 

Juntamente com a leitura das densidades ópticas, a incubação das estirpes foi acompanhada pela determinação da concentração da glucose do meio de cultura, pelo menos uma vez por dia, recorrendo às tiras-teste DIABUR-TEST® 5000.

Quando se registou dois valores de DO iguais, considerou-se que as culturas tinham entrado em fase estacionária e nesta altura mediu-se o pH extracelular, determinou-se a viabilidade das células com azul-de-metileno, retirou-se uma amostra de cultura para a contagem de UFC/ml e, no caso das estirpes Δtor1, Δput4, Δrim101 e Δhsp12, foram retiradas amostras para a determinação da concentração de etanol e da entrada e saída de protões através da membrana plasmática. Quando a concentração da glucose do meio de crescimento foi de 0%, foi realizado o mesmo procedimento.  
2.4. Determinação dos parâmetros físico-químicos nos pontos de amostragem


2.4.1. pH extracelular


O pH extracelular do meio foi medido por leitura directa de uma amostra no eléctrodo de pH (PHM82, STANDARD pH METER) (Figura 14), Obteve-se medições no inicio da fase estacionária e no esgotamento da glucose.
Figura 14: Eléctrodo de pH utilizado neste trabalho.

2.4.2. Contagem de UFC/ml
O número de Unidades Formadoras de Colónias por ml foi determinado pelo método de espalhamento em placa. Recolheu-se um volume de 100 μL de amostra de cultura, e diluiu-se este volume de forma a obter 1 ml de suspensão em diluições 1:100, 1:1000 e 1:10000. De cada diluição retirou-se 100 μL e procedeu-se ao seu espalhamento em placas de YPD. As placas foram incubadas a 28ºC, durante 48 horas. Após este período de incubação, contou-se o número de colónias em cada placa. As placas que continham menos de 30 colónias (o que aconteceu em algumas placas da diluição 1:10000) e as que continham mais de 300 colónias (aconteceu em muitas placas da diluição 1:100) não foram usadas para determinar o número de UFC/ml de meio de cultura. As amostras foram plaqueadas em duplicado.  
2.4.3. Viabilidade celular com azul-de-metileno
A determinação do número de células metabolicamente activas num ml de amostra de meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos foi feita recorrendo a um hemocitómetro. Recolheu-se um volume de 1 ml amostra de cultura e diluiu-se de forma a obter 1 ml de amostra 1:100 e um 1 ml de amostra 1:10. Pipetou-se 50 μl de cada uma das amostras diluídas para dois tubos eppendorf e adicionou-se 50 μl de solução de azul-de-metileno (composição em anexo 2). Aguardou-se cerca de 30 minutos para as células serem coradas ou não pela solução de azul-de-metileno. Após os 30 minutos pipetou-se do tubo eppendorf com amostra diluída 10x, um volume suficiente para preencher os 0,02 mm3 do hemocitómetro. Contou-se o número de células observadas na quadrícula do hemocitómetro no microscópio com a objectiva de 40x e repetiu-se para a amostra diluída 100x. Sabendo que o volume de amostra retido no hemocitómetro foi de 0,1 μl  e tendo em conta as diluições realizadas anteriormente foi possível obter o determinar o nº de células totais ou o nº de células coradas de azul pela seguinte fórmula:
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O nº de células coradas pela solução azul-de-metileno seria uma informação útil para este trabalho pois indicaria a percentagem de células metabolicamente activas que se encontravam na amostra de cultura analisada. Infelizmente, devido ao tamanho reduzido das células, a distinção entre células coradas e não coradas não foi suficientemente clara para usar este parâmetro na análise dos resultados. Assim, utilizou-se o valor de UFC/ml como medida de avaliação da viabilidade das estirpes nos dois pontos de amostragem.


2.4.4. Peso seco
Para a determinação da quantidade de biomassa presente nos ensaios de medição das velocidades do efluxo e influxo protónico através da membrana plasmática, determinou-se o peso seco contido num volume de 100 μL de amostra, utilizando-se pequenas folhas de alumínio pré-pesadas. As folhas de alumínio com os 100 μL de amostra foram colocadas numa estufa a 80ºC, durante 24 horas (Figura 15). Após este período, foram colocadas num excicador e deixou-se arrefecer até atingir a temperatura ambiente, pesando-se de seguida numa balança analítica.
 Figura 15: Placa de petri com folha de alumínio e 100 μL de suspensão de células pronta para ir para a estufa. 


2.4.5 Concentração de etanol

Foi determinada a concentração de etanol no meio das estirpes mãe, Δtor1, Δput4, Δrim101 e Δhsp12 no início da fase estacionária e no esgotamento da glucose. Foi recolhida uma amostra de 6 ml de sobrenadante de cultura nestas duas alturas do crescimento e congelou-se a -80ºC, descongelando-se as amostras quando se procedeu à determinação do etanol produzido. Esta determinação foi realizada pelo método UV da  marca NZYtech.
O método baseia-se nas seguintes reacções enzimáticas:
Etanol + NAD+                   Acetaldeído + NADH + H+ 

Esta 1ª reacção é catalisada por uma álcool desidrogenase (ADH). A segunda reacção é catalisada por uma aldeído desidrogenase (Al-DH):

Acetaldeído + NAD+ + H2O                  Acetato + NADH + H+
A quantidade de NADH formada pela acção combinada da álcool desidrogenase e da aldeído desidrogenase, medida a 340 nm, é estequiometricamente equivalente ao dobro da quantidade de etanol presente na solução.


2.4.5.1 Procedimento experimental

Durante o ensaio foram utilizadas as seguintes soluções e suspensões:
Solução 1: Buffer de pirofosfato de potássio (1,5 M, pH 9) e azida de sódio (0,02% w/v).

Solução 2: NAD+ (12,5 g/L).
Suspensão 3: Aldeído desidrogenase (15 U/ml) em sulfato de amónio (3,2 M).
Suspensão 4: Álcool desidrogenase (167 U/ml) em sulfato de amónio (3,2 M).


Pipetou-se 1,05 ml de água destilada, 0,10 ml de solução 1, 0,10 de solução 2 e 0,01 ml de suspensão 3 para uma cuvete, tapou-se com parafilme e agitou-se. Após a agitação, deixou-se a cuvete repousar durante 2 minutos e mediu-se o valor da absorvância a 340 nm. A este valor de absorvância deu-se o nome de B1. De seguida adicionou-se 0,01 ml de suspensão 4 e agitou-se a cuvete. Após 5 minutos mediu-se a absorvância, obtendo-se assim B2. As absorvâncias B1 e B2 serviram como branco do ensaio. Para a determinação da concentração de etanol das amostras, pipetou-se 1,05 ml de água destilada, 0,10 ml de solução 1, 0,10 de solução 2, 0,01 ml de suspensão 3 e 0,50 ml de amostra de sobrenadante para uma cuvete. A amostra de sobrenadante foi diluída de 1:1000 para todas as estirpes testadas. Tapou-se a cuvete com parafilme, agitou-se e deixou-se a repousar durante 2 minutos. De seguida mediu-se a aborvância obtendo-se assim A1. Adicionou-se 0,01 ml de suspensão 4, agitou-se a cuvete e esperou-se mais cinco minutos em repouso. Após os 5 minutos leu-se a absorvância e obteu-se A2. Este procedimento foi realizado para as quatro estirpes, Δtor1, Δput4, Δrim101 e Δhsp12, e para a estirpe mãe. O procedimento está resumido na Tabela 5.
Para determinar a concentração de etanol no sobrenadante de cada estirpe usaram-se as seguintes fórmulas: 

∆A = (A2 - A1)amostra – (B2 – B1)branco
Onde,

∆A = Variação da absorvância

A1 e A2 = Média das absorvâncias lidas da amostra antes e após adição da suspensão 4.
B1 e B2 = Média das absorvâncias lidas do branco antes e após adição da suspensão 4.
Com o valor de variação de absorvância calculou-se a concentração de etanol:
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Onde,

C= Concentração de etanol da amostra em g/L

V= Volume final: 1,27 ml.
MM = Massa molar do etanol = 46,07 g/mol

∆A = Variação da absorvância

ε = Coeficiente de extinção do NADH = 6,3 L/(mmol.cm)
Va = Volume da amostra = 0,5 ml

	Cuvette
	Branco (ml)
	Amostra (ml)

	Água
	1,05
	0,55

	Amostra
	-----
	0,50

	Solução 1
	0,10
	0,10

	Solução 2
	0,10
	0,10

	Suspensão 3
	0,01
	0,01

	Agitar, repouso de 2 min e leitura de absorvâncias B1 e A1

	Suspensão 4
	0,01
	0,01

	Volume total
	1,27
	1,27

	Agitar,  repouso de 5 min e leitura de absorvâncias B2 e A2


                                                                      Tabela 5: Volumes das soluções e amostra adicionados na determinação da concentração de etanol.

As determinações das concentrações de etanol de Δtor1, Δput4, Δrim101, Δhsp12 e da estirpe mãe foram determinadas como descrito no procedimento mas os resultados não foram conclusivos. É possível que as perdas de etanol das amostras por evaporação tenham interferido na determinação e adulterado os resultados. 

2.4.6 Concentração de glucose

Foi determinada a concentração de glucose no meio das estirpes mãe, Δtor1, Δput4, Δrim101 e Δhsp12 no início da fase estacionária e no esgotamento da glucose. Foi recolhida uma amostra de 6 ml de sobrenadante de cultura nestas duas alturas do crescimento e congelou-se a -80ºC, descongelando-se as amostras quando se procedeu à determinação da concentração restante no meio de crescimento. Esta determinação foi realizada pelo método UV da  marca NZYtech. O método baseia-se nas seguintes reacções enzimáticas:
D-glucose + ATP                   Glucose-6-P + ADP 

Esta 1ª reacção é catalisada por uma hexocinase (HK). A segunda reacção é catalisada por uma glucose-6-P desidrogenase (G6PDH):

 Glucose-6-P + NADP+                   D- gluconato-6-P + NADPH + H+
A glucose presente na amostra é forforilada a glucose-6-P pela hexocinase, que depois é oxidada pela glucose-6-P desidrogenase, com formação de NADPH. A quantidade de NADPH formada é estequiometricamente igual à quantidade de glucose presente na solução. A partir da leitura da absorvância a 340 nm da amostra, é possível obter a concentração de NADPH e consequentemente, da glucose.
2.4.6.1 Procedimento experimental
Durante o ensaio foram utilizadas as seguintes soluções e suspensões:

Solução 1: Buffer de imidazol (2 M, pH 7,6), MgCl2 (100 mM) e azida de sódio (0,02% w/v).

Solução 2: NADP+ (20,8 g/L) e ATP (41,7 g/L).

Suspensão 3: Hexocinase (425 U/ml) e glucose-6-P desidrogenase (212 U/ml) em sulfato de    amónio (3,2 M).

Pipetou-se 1,05 ml de água destilada, 0,05 ml de solução 1 e 0,05 ml de solução 2 para uma cuvete, tapou-se com parafilme e agitou-se. Após a agitação, deixou-se a cuvete repousar durante 3 minutos e mediu-se o valor da absorvância a 340 nm. A este valor de absorvância deu-se o nome de B1. De seguida adicionou-se 0,01 ml de suspensão 3 e agitou-se a cuvete. Após 5 minutos mediu-se a absorvância, obtendo-se assim B2. As absorvâncias B1 e B2 serviram como branco do ensaio. Para a determinação da concentração de glucose das amostras, pipetou-se 0,55 ml de água destilada, 0,05 ml de solução 1, 0,05 de solução 2 e 0,50 ml de amostra de sobrenadante para uma cuvete. A amostra de sobrenadante foi diluída de 1:1000 para todas as amostras retiradas na fase estacionária e 1:100 para as amostras do esgotamento da glucose. Tapou-se a cuvete com parafilme, agitou-se e deixou-se a repousar durante 3 minutos. De seguida mediu-se a aborvância obtendo-se assim A1. Adicionou-se 0,01 ml de suspensão 3, agitou-se a cuvete e aguardou-se mais 5 minutos em repouso. Após os 5 minutos leu-se a absorvância e obteu-se A2. Este procedimento foi realizado para as quatro estirpes, Δtor1, Δput4, Δrim101 e Δhsp12, e para a estirpe mãe, estando resumido na Tabela 6.

Para determinar a concentração de glucose no sobrenadante de cada estirpe usaram-se as seguintes fórmulas: 

∆A = (A2 - A1)amostra – (B2 – B1)branco
Onde,

∆A = Variação da absorvância

A1 e A2 = Média das absorvâncias lidas da amostra antes e após adição da suspensão 3.
B1 e B2 = Média das absorvâncias lidas do branco antes e após adição da suspensão 3.

Com o valor de variação de absorvância calculou-se a concentração de glucose:
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Onde,

C= Concentração de glucose da amostra em g/L

V= Volume final: 1,16 ml.
MM = Massa molar do etanol = 180,16 g/mol

∆A = Variação da absorvância

ε = Coeficiente de extinção do NADPH = 6,3 L/(mmol.cm)
Va = Volume da amostra = 0,5 ml

	Cuvette
	Branco (ml)
	Amostra (ml)

	Água
	1,05
	0,55

	Amostra
	-----
	0,50

	Solução 1
	0,05
	0,05

	Solução 2
	0,05
	0,05

	Agitar, repouso de 3 min e leitura de absorvâncias B1 e A1

	Suspensão 4
	0,01
	0,01

	Volume total
	1,16
	1,16

	Agitar,  repouso de 5 min e leitura de absorvâncias B2 e A2


Tabela 6: Volumes das soluções e amostra adicionados na determinação da concentração de glucose.
A determinação da glucose por este método coincidiu com a concentração de glucose lida nas tiras-teste DIABUR-TEST® 5000 de todas as estirpes no esgotamento da glucose, porém os valores determinados pelos dois métodos diferiram no ponto de amostragem do início da fase estacionária. Optou-se por considerar as concentrações de glucose determinadas pelas tiras-testes na análise de resultados deste trabalho. 
2.4.7 Concentração de glicerol

Foi determinada a concentração de glicerol no meio das estirpes mãe, Δtor1, Δput4, Δrim101 e Δhsp12 no início da fase estacionária e no esgotamento da glucose. Foi recolhida uma amostra de 6 ml de sobrenadante de cultura nestas duas alturas do crescimento e congelou-se a -80ºC, descongelando-se as amostras quando se procedeu à determinação do teor de glicerol no meio de crescimento. Esta determinação foi realizada pelo método UV da marca BOEHRINGER MANHEIM. O método baseia-se nas seguintes reacções enzimáticas:
Glicerol + ATP                  L-glicerol-3-P + ADP

O glicerol é fosforilado a L-glicerol-3-P por ATP, reacção catalisada pela glicerocinase.

ADP + PEP                    ATP + piruvato
O ADP formado na reacção anterior reage com o ácido fosfoenolpirúvico, reacção catalisada pela piruvato cinase, e forma-se piruvato e ATP.

Piruvato + NADH + H+                   L-lactato + NAD+
Finalmente, o piruvato é reduzido a L-lactacto, com a oxidação de NADH a NAD+, pela enzima L-lactato desidrogenase. A quantidade de NADH oxidado nesta última reacção é estequiometricamente igual à quantidade de glicerol presente na solução. A concentração de NADH pode ser determinada a partir da leitura da DO da solução a 340 nm.
2.4.7.1 Procedimento experimental
Durante o ensaio foram utilizadas as seguintes soluções e suspensões:

Solução 1: Buffer de glicilglina (pH 7,4), NADH (0,64 g/L), ATP (2 g/L), PEP-CHA (1 g/L) e  MgSO4.
Suspensão 2: Piruvato cinase (600 U/ml) e L-lactato desidrogenase (550 U/ml).

Suspensão 3: Glicerocinase (85 U/ml).

Pipetou-se 0,50 ml de solução 1, 1,00 ml de água destilada e 5 μl de suspensão 2 para uma cuvete, tapou-se com parafilme e agitou-se. Após a agitação, deixou-se a cuvete repousar durante 5-7 minutos e mediu-se o valor da absorvância a 340 nm. A este valor de absorvância deu-se o nome de B1. De seguida adicionou-se 5 μl de suspensão 3 e agitou-se a cuvete. Após 5-10 minutos mediu-se a absorvância, obtendo-se assim B2. As absorvâncias B1 e B2 serviram como branco do ensaio. Para a determinação da concentração de glicerol das amostras, pipetou-se 0,50 ml de água destilada, 0,50 ml de solução 1, 5 μl de suspensão 2 e 0,50 ml de amostra de sobrenadante para uma cuvete. A amostra de sobrenadante foi diluída de 1:1000 para todas as estirpes testadas. Tapou-se a cuvete com parafilme, agitou-se e deixou-se a repousar durante 5-7 minutos. De seguida mediu-se a aborvância obtendo-se A1. Adicionou-se 5 μl de suspensão 3, agitou-se a cuvete e aguardou-se mais 5-10 minutos em repouso. Após os 5 minutos leu-se a absorvância e obteu-se A2. Este procedimento foi realizado para as quatro estirpes, Δtor1, Δput4, Δrim101 e Δhsp12, e para a estirpe mãe e está resumido na Tabela 7.

Para determinar o teor de glicerol no sobrenadante de cada estirpe usaram-se as seguintes fórmulas: 

∆A = (A1 – A2)amostra – (B1 – B2)branco
Onde,

∆A = Variação da absorvância

A1 e A2 = Média das absorvâncias lidas da amostra antes e após adição da suspensão 3.
B1 e B2 = Média das absorvâncias lidas do branco antes e após adição da suspensão 3.

Com o valor de variação de absorvância calculou-se a concentração de glicerol:
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Onde,

C= Concentração de glicerol da amostra em g/L

V= Volume final: 1,51 ml.
MM = Massa molar do glicerol = 92,08 g/mol

∆A = Variação da absorvância

ε = Coeficiente de extinção do NADH = 6,3 L/(mmol.cm)
Va = Volume da amostra = 0,5 ml

	Cuvette
	Branco (ml)
	Amostra (ml)

	Solução 1
	0,50
	0,50

	Amostra
	-----
	0,50

	Água 
	1,00
	0,50

	Suspensão 2
	0,005
	0,005

	Agitar, repouso de 5-7 min e leitura de absorvâncias B1 e A1

	Suspensão 3
	0,005
	0,005

	Volume total
	1,51
	1,51

	Agitar,  repouso de 5-10 min e leitura de absorvâncias B2 e A2


Tabela 7: Volumes das soluções e amostra adicionados na determinação da concentração de glicerol.
As concentrações de glicerol determinadas por este método foram, para todas as estirpes, muito baixas ou nulas. As baixas concentrações observadas podem não ter sido um erro pois um dos possíveis efeitos do furfural no metabolismo da célula é a redução de produção de glicerol (Palmqvist et al., 1998). No entanto, decidiu-se não utilizar os resultados deste ensaio na discussão deste trabalho.

2.4.8. Influxo de protões através da membrana plasmática
A permeabilidade da membrana plasmática para protões pode ser avaliada pelo cálculo de entrada de H+ para o interior da célula. Para as estirpes Δtor1, Δput4, Δrim101, Δhsp12 e estirpe mãe, foi determinado o influxo de protões através da membrana plasmática a partir de amostras de suspensões de células retiradas no início da fase estacionária e no esgotamento da glucose ou final do ensaio. 

2.4.8.1. Procedimento experimental
Para a realização dos ensaios de influxo de protões a inoculação das estirpes a estudar foi feita em balões volumétricos de 1500 ml, onde as células cresceram em 500 ml de meio. A quantidade de biomassa inoculada foi a necessária para que a DO inicial dos 500 ml atingisse os 0,050 de DO640nm. As células foram incubadas com agitação magnética a 130 rpm e a 28ºC. Para cada ensaio realizado foram utilizadas suspensões concentradas de células em água, preparadas de forma a obter 100 μl de suspensão cuja DO [image: image7.png]


 100 e, consequentemente, cujo peso seco seja aproximadamente 100 mg/ml de suspensão. Para isso, recolheu-se uma amostra de 200 ml no início da fase estacionária e no esgotamento da glucose (ou 30º dia do ensaio) e centrifugou-se as células durante 3 minutos a 10000 rpm e 4ºC (numa centrífuga Eppendorf centrifuge 5810R). A centrifugação foi repetida três vezes e as suspensões foram lavadas após cada centrifugação. No fim de se obter a suspensão de células, acrescentou-se um volume de água destilada suficiente para que a DO da suspensão células+água apresentasse uma DO [image: image9.png]


 100. O volume de água adicionado baseou-se na seguinte fórmula:
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Onde:

Vf = Volume final de suspensão cuja DO = 100. 

VA = Volume de amostra inicial = 200 ml.
DOA = Densidade óptica da amostra de volume 200 ml.

DOf = Densidade óptica pretendida, DO = 100.

Com o valor de volume final de suspensão calculado, mediu-se o volume de suspensão de células após centrifugação e adicionou-se um volume de água suficiente para perfazer o volume final pretendido. Retirou-se 100 μl da suspensão final de e determinou-se o peso seco de acordo com o procedimento descrito em 2.4.2. para se saber com rigor qual a quantidade de células com que se trabalhou. A suspensão de células obtida foi mantida em gelo, pelo menos 30 minutos antes do início e durante a duração dos ensaios.

A medição do movimento de protões foi efectuada através de um conjunto de dispositivos, constituído por um eléctrodo de pH de vidro combinado (Mettler Toledo), ligado a um potenciómetro PHM82, Radiometer. Este, por sua vez, estava ligado a um registador linear BBC SE 460, Goerz Metrawatt (Figura 16). Entre o potenciómetro e o registador, foi incorporado um dispositivo de amplificação de sinal que permite efectuar a medição da variação da concentração de protões, com elevada sensibilidade.

Figura 16: Registador linear BBC SE 460, Goerz Metrawatt utilizado neste trabalho. 

O eléctrodo de pH foi colocado num reactor com 2 mL de capacidade, termostatizado a 28ºC e equipado com agitação magnética. Pipetou-se para este reactor 800 µl de água desmineralizada e 200 µl de suspensão de células. Como se pretende avaliar a permeabilidade da membrana à entrada de protões, a célula não pode estar a expulsar H+ durante a medição de influxo pois daria origem a resultados falsos. Assim, para suspender a actividade das H+-ATPases da membrana, pipetou-se também para o reactor 5 µl de antimicina 0,4 mg/mL e 5 µl de 2-desoxi-D-glucose 0,2 M. A solução de 2-desoxi-D-glucose diminui a concentração de ATP no citoplasma e a solução de antimicina bloqueou a respiração (Quintas et al., 2000). Desta forma, a actividade das ATPases membranares foi reduzida e as mudanças de pH registadas posteriormente no ensaio deveram-se principalmente ao influxo de protões. De seguida acertou-se o pH da solução do reactor a 4 com uma solução HCl 10 mM. Após o acerto a pH 4 registou-se a variação de pH que ocorreu no meio extracelular após a rápida acidificação induzida, através do potenciómetro e do amplificador de sinal. No registador obteve-se uma curva que traduziu a variação de pH. Esta subida de pH, registada após se acidificar o meio extracelular da suspensão de células no reactor, ocorreu devido à difusão passiva dos iões H+ da solução para o interior da célula causada pelo gradiente de diferença de pH do interior para o exterior da célula (Figura 18). A curva obtida no registador representa assim, a permeabilidade da membrana plasmática aos protões. Para se quantificar o movimento de H+ calibrou-se a suspensão no reactor com a adição de um volume conhecido de uma solução de HCl com concentração conhecida (a concentração utilizada foi 10 mM), ficando a curva de acidificação do meio extracelular registada. Conhecendo a velocidade do papel no registador, o número de moles de HCl que foi pipetado para a solução para calibrar o sinal e o peso seco da suspensão de células com que se realizou o ensaio, foi possível obter uma velocidade de entrada de protões através da membrana plasmática da levedura.
Figura 17: Variação de pH após adição de HCl para acertar o pH da suspensão a 4, seguida de alcalinização do meio devido à entrada de protões para o interior das       células e descida de pH devido à adição de um volume conhecido de HCl para calibrar a recta de alcalinização (Quintas et al., 2000).
2.4.9. Efluxo de protões através da membrana plasmática

O efluxo de protões através da membrana plasmática da célula fornece uma medida da actividade das H+-ATPases localizadas na membrana. Este ensaio foi realizado para as estirpes Δtor1, Δput4, Δrim101, Δhsp12 e estirpe mãe, a partir de amostras de suspensões de células retiradas no início da fase estacionária e no esgotamento da glucose ou final do ensaio. 

2.4.9.1. Procedimento experimental

A determinação do efluxo de protões através da membrana plasmática foi realizada a partir de uma suspensão de células preparadas da mesma forma que a suspensão utilizada para os ensaios de permeabilidade (descrito em 2.4.5), utilizando-se também o mesmo equipamento.
Pipetou-se 200 µl de suspensão de células e 700 µl de água desmineralizada para o reactor onde o eléctrodo de pH foi mergulhado. Acertou-se o pH da solução a 5 com uma solução de HCl (10 mM) ou NaOH (10 mM) e registou-se a variação de pH que ocorreu no meio extracelular após este acerto de pH. De seguida adicionou-se 100 µl de uma solução de glucose 20% o que resultou numa acidificação do meio extracelular. Para calibrar a acidificação que ocorreu após a adição de glucose, pipetou-se para o reactor um volume conhecido de de solução NaOH de concentração conhecida (10 mM) o que causou uma alcalinização do meio extracelular e permitiu conhecer a velocidade de saída de H+ que se registou após a adição da glucose. Esta saída de protões através da membrana da célula deveu-se à acção das H+-ATPases, cuja actividade foi estimulada com a adição da solução de glucose à suspensão de células desenergizadas. Com o conhecimento da velocidade de saída ou de entrada de protões que ficou registada na curva de variação de pH traçada antes da adição da glucose (linha de base), e subtraindo este valor à velocidade obtida pela curva registada após adição de glucose, encontrou-se a difusão passiva de iões H+ através da membrana. A ligeira variação de pH do meio (Figura 18) que se observou imediatamente após a adição da glucose à suspensão (antes da acidificação causada pela actividade das H+-ATPases) deveu-se ao efeito do transporte da glucose para o interior da célula sobre a membrana plasmática. Estão representadas na Figura 19 as variações de pH registadas durante o ensaio de determinação do efluxo de protões.

Com o valor do peso seco das células da suspensão utilizada no ensaio (obtido pelo método descrito em 2.4.2) foi possível apresentar a velocidade em mmol de H+ bombados por hora e por grama de biomassa.    



 

Figura 18: Variação de pH da suspensão de células após acerto do pH da solução a 5, seguido da adição de 100 µl de glucose 10% e da adição de um volume de NaOH conhecido para calibrar a curva de acidificação do meio.  
3. Resultados e discussão 

3.1. Optimização da concentração dos tóxicos
Iniciou-se o trabalho experimental pelo estudo do efeito dos compostos tóxicos presentes nos hidrolisados lenhocelulósicos na estirpe mãe de Saccharomyces cerevisiae. Partindo dos três compostos representativos dos tóxicos originados no pré-tratamento ácido do material lenhocelulósico – o ácido acético, o ácido 4-hidroxibenzóico e o furfural, fez-se variar a concentração de cada um e observou-se o efeito no crescimento da estirpe mãe (Tabela 8).

Tabela 8: Densidades ópticas e concentrações de glucose do meio no dia em que a estirpe mãe entrou em fase estacionária e no dia em que esgotou a glucose ou em que o ensaio foi terminado (se as células não consumiram toda a glucose do meio ao fim de 30 dias, o ensaio foi interrompido). 

	
	Início da fase estacionária
	Fim do ensaio

	
	Dia 
	DO
	Glucose (%)
	Dia
	DO
	Glucose (%)

	Meio 1
	4º
	3,86
	 5-10
	30º
	3,81
	5-10

	Meio 2
	4º
	3,46
	5-10
	10º
	3,56
	0

	Meio 3
	5º
	3,9
	5-10
	30º
	4,59
	5-10

	Meio 4
	4º
	2,64
	5-10
	14º
	2,63
	0

	Meio 5
	5º
	3,24
	5-10
	30º
	3,14
	2-3

	Meio 6
	5º
	3,76
	5-10
	30º
	4,44
	5-10


Os meios de crescimento 1-6 da Tabela 8 continham 6,7 g/L de YNB, 10% de glucose e os suplementos para os marcadores auxotróficos, no início do crescimento. O que os diferenciou foi a concentração dos compostos tóxicos:
Meio 1: Não se adicionaram compostos tóxicos.

Meio 2: Adicionaram-se 5 g/L de ácido acético, 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico e 1 g/L de furfural.

Meio 3: Adicionou-se 1 g/L de furfural. 

Meio 4: Adicionaram-se 5 g/L de ácido acético e 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico.

Meio 5: Adicionaram-se 2,5 g/L de ácido acético, 0,5 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico e 0,5 g/L de furfural. 

Meio 6: Adicionaram-se 0,5 g/L de furfural.  

As células que cresceram no meio sem tóxicos adicionados (meio 1), ao fim de 30 dias ainda não tinham consumido toda a glucose apesar de terem entrado em fase estacionária ao 4º dia de crescimento e atingiram densidades ópticas próximas de 4. A concentração máxima de tóxicos testada foi de 5 g/L de ácido acético, 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico e 1 g/L de furfural. As células do meio 2, que cresceram em presença desta concentração máxima, atingiram densidades ópticas menores que as do meio sem tóxicos (meio 1), mas esgotaram os 10% de glucose do meio em 10 dias. 

No meio em que apenas foi adicionado 1 g/L de furfural (meio 3), a glucose do meio não foi totalmente consumida ao fim de 30 dias e as densidades ópticas da cultura foram superiores às da cultura do meio com furfural mais ácidos. Na Figura 19 estão representadas as curvas de crescimento da estirpe mãe no meio 1, 2 e 3. 

As células cultivadas no meio sem furfural mas com a concentração máxima de ácido acético e ácido 4-hidroxibenzóico, esgotaram a glucose do meio ao fim de 22 dias de crescimento e apresentaram densidades ópticas inferiores às células do meio 2. 
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Figura 19: Curvas de crescimento de Saccharomyces cerevisiae BY4741 em meio sem a presença de ácido acético, ácido 4-hidroxibenzóico e furfural (meio 1), na presença da concentração máxima de tóxicos - 5 g/L de ácido acético, 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico e 1 g/L de furfural (meio 2) e na presença da concentração máxima de furfural – 1 g/L de furfural (meio 3).
As células do meio 5 e 6 cresceram em presença de metade da concentração máxima de ácidos e furfural (2,5 g/L de ácido acético, 0,5 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico e 0,5 g/L de furfural) e metade da concentração máxima de furfural (0,5 g/L), respectivamente. As células do meio 6 atingiram densidades ópticas superiores às do meio 5 e em nenhum dos meios a glucose foi consumida ao fim de 30 dias. Na Figura 20 estão apresentadas as curvas de crescimento das células nos meios 4, 5 e 6. 
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Figura 20: Curvas de crescimento de Saccharomyces cerevisiae BY4741 em meio com a concentração máxima de ácidos – 5 g/L de ácido acético e 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico (meio 4), com metade da concentração de ácidos e furfural – 2,5 g/L de ácido acético, 0,5 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico e 0,5 g/L de furfural (meio 5) e com metade da concentração de furfural – 0,5 g/L de furfural (meio 6).
Analisando estes resultados, concluiu-se que a presença da concentração máxima dos tóxicos levou a um maior consumo de glucose pela estirpe mãe. A adição da concentração máxima dos dois ácidos, sem o furfural, também levou a um maior consumo da glucose, mas não tão notado como no caso da presença dos 3 tóxicos. Este aumento de consumo da glucose pode dever-se ao facto de que as células necessitem de mais energia para responderem ao stress causado pela presença dos tóxicos do meio. As menores densidades ópticas observadas nos dois meios em que a glucose foi esgotada, comparativamente às densidades ópticas da cultura crescida sem tóxicos, indicam que esta necessidade de energia extra não se traduziu em maior replicação celular. Parte desta energia pode ter sido utilizada pelas ATPases membranares para bombar protões para fora do citoplasma como resultado do efeito da presença dos dois ácidos fracos. A partir destes dados também é possível tirar algumas conclusões quanto ao efeito separado de cada tóxico. A semelhança entre o meio 1,3 e 6 (o meio 1 não contém tóxicos e aos meio 3 e 6 foi adicionado furfural, 1 g/L e 0,5 g/L, respectivamente), quer em termos de dias quer em densidades ópticas atingidas, levou a levantar a hipótese de que o furfural não está neste caso a actuar como factor responsável pelo maior consumo da glucose. Pelo contrário, comparando os meios 2 e 4 (o meio 2 contém a concentração máxima de ácidos e furfural e o meio 4 contém a concentração máxima de ácidos), pareceu ser a presença de ácidos fracos o factor de stress determinante. No caso do meio 2, o furfural parece ter tido um efeito benéfico na performance da levedura, levando a que a presença deste composto conjugado com os ácidos acético e 4-hidroxibenzóico permitisse um mais rápido consumo de glucose bem como um maior crescimento traduzido em valores de DO mais elevados na entrada da fase estacionária e no esgotamento da glucose.   

Face a estes resultados, o meio escolhido para estudar o efeito da eliminação dos genes não essenciais foi o meio 2, com 5 g/L de ácido acético, 1 g/L de furfural e 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico. Estas concentrações, para além de se inserirem na gama de concentrações encontradas em hidrolisados lenhocelulósicos industriais, permitiram definir o esgotamento da glucose do meio como ponto de comparação entre estirpes mutantes.  

3.2. Optimização da concentração de YNB e suplementos
O facto da estirpe mãe, quando cultivada no meio sem tóxicos, não esgotar a glucose do meio, levou à ideia que havia algum outro nutriente a limitar o crescimento da levedura. Pôs-se a hipótese que seria a falta de azoto que estaria a impedir o consumo de toda a glucose do meio. Assim, para além de se estudar o comportamento da estirpe mãe em meios com diferentes concentrações de tóxicos, também se analisou o crescimento da estirpe em função da concentração de YNB e de suplementos para os marcadores auxotróficos adicionados ao meio de crescimento.  

Para averiguar se a concentração de YNB adicionada ao meio teve influência na rapidez do consumo da glucose pela levedura, cultivou-se a estirpe mãe em 3 meios diferentes onde se adicionou a concentração de YNB usada previamente (6,7 g/L), o dobro da concentração de YNB e o triplo da concentração (Tabela 9).

Tabela 9: Densidades ópticas e concentrações de glucose do meio no dia em que a estirpe mãe entrou em fase estacionária e no dia que esgotou a glucose.   

	
	Início da fase estacionária
	Esgotamento da glucose

	
	Dia
	DO
	Glucose (%)
	Dia
	DO

	Meio com 6,7 g/L de YNB 
	4º
	3,46
	5-10
	10º
	3,56

	Meio com 2x YNB
	4º
	4,21
	5-10
	11º
	4,82

	Meio com 3x YNB
	4º
	4,7
	5
	25º
	4,67


Os três meios da Tabela 9 contêm as concentrações máximas dos tóxicos (5 g/L de ácido acético, 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico e 1 g/L de furfural), as mesmas concentrações de suplementos e glucose. O que os diferenciou foi a concentração de YNB. 

A adição do dobro da concentração de YNB (13,4 g/L) não teve influência na velocidade do consumo da glucose pela estirpe mãe. Quando cultivada no meio com 13,4 g/L de YNB, a levedura demorou 11 dias a esgotar a glucose, um dia a mais que a estirpe mãe cultivada no meio com 6,7 g/L de YNB. Notou-se diferença nas DO atingidas; as células cultivadas nos meios com o dobro e triplo de YNB atingiram densidades ópticas mais elevadas que as células do meio com 6,7 g/L de YNB, no entanto, estas diferenças não justificam só por si que seja a fonte de azoto o factor determinante na entrada em fase estacionária. No caso do meio com o triplo da concentração de YNB, a estirpe mãe demorou ainda mais tempo a consumir toda a glucose (25 dias), indicando que a adição desta quantidade de YNB foi prejudicial para a performance da levedura. 

Verificou-se assim que não foi a quantidade de YNB adicionada ao meio que causou o consumo lento da glucose pela estirpe mãe observado no meio 2. Para averiguar se foi a concentração de suplementos necessários devido às marcas auxotróficas da estirpe que estava a influenciar a velocidade do consumo de glucose e a entrada em fase estacionária num momento em que ainda se registava uma elevada concentração de glucose no meio, cultivou-se as células num meio com tóxicos e sem tóxicos, com o triplo da concentração de suplementos, de forma a comparar com as células cultivadas num meio com a concentração de suplementos utilizada previamente (Tabela 10).

Tabela 10: Densidades ópticas e concentrações de glucose do meio no dia em que a estirpe mãe entrou em fase estacionária e no dia em que esgotou a glucose.    
	
	Início da fase estacionária
	Esgotamento da glucose 

	
	Dia 
	DO
	Glucose (%)
	Dia
	DO

	Meio c/Tóxicos 
	4º
	3,46
	5-10
	10º
	3,56

	Meio c/Tóxicos 3xsup
	3º
	4,75
	5-10
	4º
	4,93

	Meio s/tóxicos 3xsup
	2º
	6,81
	5
	2,5º
	6,57


Os dois meios com tóxicos na Tabela 10 contêm as concentrações máximas dos tóxicos (5 g/L de ácido acético, 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico e 1 g/L de furfural) e o meio sem tóxicos não contém nenhum dos compostos. Ao primeiro meio foram adicionadas as concentrações recomendadas de suplementos para os marcadores auxotróficos da estirpe: 80 mg/L de metionina, 80 mg/L de histidina, 80 mg/L de uracilo e 160 mg/L de leucina. No 2º e 3º meio, triplicou-se as concentrações de suplementos adicionadas (240 mg/L de metionina, 240 mg/L de histidina, 240 mg/L de uracilo e 480 mg/L de leucina).

Verificou-se que a adição do triplo da concentração de suplementos ao meio de crescimento da estirpe mãe causou um consumo mais rápido de glucose e as densidades ópticas atingidas pela cultura foram mais altas, tanto no meio com tóxicos como no meio sem tóxicos. A estirpe mãe, quando cultivada no meio sem tóxicos não esgotou a glucose ao fim de 30 dias (Tabela 4), crescida no mesmo meio com o triplo de suplementos disponíveis, esgotou a glucose do meio ao 3º dia de crescimento. As curvas de crescimento da estirpe nestes 3 meios estão representadas na Figura 21. 
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Figura 21: Curvas de crescimento de Saccharomyces cerevisiae BY4741 em meio com a concentração de suplementos recomendada (E.mãe), em meio com o triplo da concentração de suplementos recomendada e com a concentração máxima de tóxicos (c/tóx 3xsup) e em meio com o triplo da concentração de suplementos e sem tóxicos adicionados (s/tóx 3xsup).

Harsch e colaboradores também observaram este efeito na fermentação do mosto de uva. Provaram que a fermentação do mosto de uva das estirpes S.cerevisiae BY4741, BY4742, BY4743 é lenta quando comparada com a fermentação de estirpes industriais e que a adição de uma maior concentração de suplementos para as marcas auxotróficas (10 vezes a concentração recomendada), tornou a fermentação mais rápida. Mesmo com a suplementação do meio com uma quantidade de aminoácidos 10x superior à recomendada, as três estirpes, muito usadas em laboratório, revelaram-se mais lentas que uma estirpe industrial. Explicaram que a fermentação lenta é uma propriedade inerente da estirpe progenitora S288C o que, para além das marcas auxotróficas, é a causa para a fermentação ineficiente das 3 estirpes (Harsch et al., 2009).   

Os ensaios de crescimento das estirpes com os genes eliminados foram feitos com a adição da concentração habitualmente usada no laboratório (que corresponde a 4 vezes a concentração recomendada em estudos moleculares) de suplementos ao meio, ou seja, com 80 mg/L de metionina, 80 mg/L de histidina, 80 mg/L de uracilo e 160 mg/L de leucina. Apesar de se confirmar que uma maior concentração de suplementos melhorou a fermentação pela estirpe mãe, quando se descobriu esta relação, os ensaios de crescimento para metade das estirpes mutantes já tinham sido feitos. Decidiu-se assim realizar os restantes ensaios de crescimento com as mesmas concentrações de suplementos no meio usadas até à altura. As conclusões retiradas pela comparação dos crescimentos das estirpes mutantes com a estirpe mãe não foram afectadas pelo uso da concentração de suplementos recomendada. Para além disso, a nível industrial, o processo não seria de todo economicamente viável se usássemos o triplo da concentração recomendada dos suplementos pelo que foi razoável (uma vez que ocorria fermentação e que a glucose esgotava) adicionar menos suplementos ao meio de crescimento deste trabalho experimental. 

Para concluir, o meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos utilizado neste trabalho experimental teve a seguinte composição: 6,7 g/L de YNB, 100 g/L de glucose, 80 mg/L de metionina, 80 mg/L de histidina, 80 mg/L de uracilo, 160 mg/L de leucina, 5 g/L de ácido acético, 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico, 1 g/L de furfural.

O crescimento da estirpe mãe neste meio está caracterizado na Tabela 11.

	
	Início da fase estacionária
	Esgotamento da glucose

	
	Dia
	DO
	Glucose (%)
	Dia
	DO

	Estirpe mãe
	4º
	3,46
	5-10
	10º
	3,56


Tabela 11: Densidades ópticas e concentrações de glucose do meio no dia em que a estirpe mãe entrou em fase estacionária e no dia em que esgotou a glucose.

As densidades ópticas recolhidas durante a incubação da estirpe mãe nos meios com diferentes concentrações de tóxicos, YNB e suplementos estão Tabeladas no anexo II. 

3.3. Incubação das estirpes mutantes 
A incubação das 17 estirpes mutantes foi acompanhada pela leitura das densidades ópticas da cultura e pela determinação da concentração de glucose do meio recorrendo às tiras-teste DIABUR-TEST® 5000. Para além disso, foram determinadas as UFC/ml, como parâmetro de avaliação da viabilidade das células da cultura, e o pH extracelular em amostras da cultura retiradas no início da fase estacionária e aquando do esgotamento da glucose ou no final do ensaio nos casos em que não se verificou o esgotamento da glucose. Para 4 estirpes seleccionadas, foram também determinados o influxo e efluxo de protões através da membrana plasmática, nestes dois pontos de amostragem. 

Para facilitar a discussão dos resultados, agruparam-se os 17 genes em 6 grupos, consoante as actividades celulares em que estão envolvidos. Os genes GLN3, PUT4, TOR1, PRO1 e ARO4 estão associados ao metabolismo do azoto e sua regulação; os genes SOD2, ZWF1 e ADH6 estão envolvidos, entre outros papéis, na resposta ao stress oxidativo; HOG1, TPS1, NTH1 e HSP12 participam, uns mais directamente que outros, na resposta celular ao stress osmótico; HSP26 é um gene envolvido na resposta geral ao stress; RIM101 e VMA1 participam na regulação do pH intracelular e AIF1 e FIS1 são genes envolvidos na apoptose da levedura.    

As densidades ópticas recolhidas durante a incubação das dezassete estirpes mutantes no meio simulado de hidrolisado lenhocelulósico estão Tabeladas no anexo III.

3.3.1. Metabolismo do azoto e sua regulação: GLN3, PUT4, TOR1, PRO1 e ARO4

Neste grupo de genes incluiu-se GLN3, gene que codifica um factor de transcrição envolvido na regulação da repressão catabólica por azoto; PUT4, um gene que codifica uma permease de alta afinidade para o transporte da prolina; TOR1, um gene envolvido na regulação da biossíntese de proteínas ribossomais e rRNA e responsável pela activação de Gln3p; PRO1, um gene da via de síntese da prolina, e ARO4, um gene da via shikimate, via de síntese dos aminoácidos aromáticos. 

- TOR1  

Os parâmetros determinados durante a incubação de Δtor1 estão apresentados na Tabela 12.  

Tabela 12: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes Δtor1 e mãe. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%.
	
	Δtor1
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	4º
	5º
	4º
	10º

	DO
	5,73
	5,9
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	3
	0
	5-10
	0

	UFC/ml
	4,30E+07
	3,45E+07
	1,75E+06
	1,43E+06

	Influxo de H+
(mmol.g-1.h-1)
	0,09
	0,097
	0,26
	0,024

	Efluxo de H+
(mmol.g-1.h-1)
	0,81
	1,39
	2,00
	0,95

	pH extracelular
	4,78
	4,56
	4,65
	4,58


A eliminação do gene TOR1 foi, aparentemente, benéfica para o crescimento da levedura - Δtor1 atingiu densidades ópticas superiores às da estirpe mãe (a estirpe mãe não atingiu valores de DO superiores a 4, Δtor1 atingiu valores próximos de 6); apesar de ter entrado em fase estacionária ao mesmo tempo, esgotou a glucose do meio em 5 dias (a estirpe mãe demorou 10 dias) e o número de células novas com capacidade de multiplicação (UFC/ml) de cultura determinado no início da fase estacionária e no esgotamento da glucose foi cerca de 25 vezes superior à contagem de células novas realizada para a estirpe mãe. A membrana plasmática das células de Δtor1 mostrou-se mais impermeável à entrada de protões, no início da fase estacionária que a da estirpe mãe. No esgotamento da glucose as células de Δtor1, ao contrário das células da estirpe mãe, mantiveram a velocidade de influxo de protões semelhante à velocidade determinada na entrada da fase estacionária. A velocidade da saída de protões através da membrana plasmática, que é um valor indicativo da actividade das ATPases da membrana plasmática, foi menor para Δtor1 do que para a estirpe mãe, no início da fase estacionária e maior que o da estirpe mãe no ponto de esgotamento da glucose.  
O facto das células com o gene TOR1 eliminado terem apresentado um consumo de glucose mais eficiente que a estirpe mãe, atingindo valores de DO mais altos, pode estar relacionado com o facto da via TOR estar envolvida no mecanismo da apoptose induzida por ácido acético. A presença de ácido acético, a certas concentrações (1,2 – 5 g/L), no meio de crescimento da levedura induz a uma morte celular por apoptose (Ludovico et al., 2001). Almeida e colaboradores provaram que a inibição da iniciação da tradução que acontece durante a apoptose induzida por ácido acético poderá ser regulada pela via TOR. Observaram que a expressão dos factores de iniciação de tradução Tif1p e Tif2p se mantiveram iguais quando Δtor1 foi tratado com concentrações de ácido acético suficientemente altas para induzir a apoptose e quando não foi adicionado ácido acético para provocar apoptose, e que a taxa de sobrevivência das células com TOR1 eliminado foi mais alta que em células sem o gene TOR1 eliminado, quando tratadas com ácido acético (Almeida et al., 2009). Foi considerado neste trabalho experimental que a estirpe Δtor1 entrou em fase estacionária ao 4º dia de incubação, mas na verdade, a glucose do meio foi esgotada no dia seguinte e a DO da cultura foi ligeiramente superior ao do dia anterior, o que se poderia afirmar que Δtor1 não atingiu a fase estacionária nos 5 dias de incubação. TOR1 é um gene envolvido na regulação da biossíntese de ribossomas, organelos essenciais quando as células se encontram numa altura de elevada replicação, na fase exponencial da levedura. Aparentemente, nas condições deste trabalho experimental, a diminuição da apoptose causada pela eliminação de TOR1 sobrepôs-se ao efeito negativo que a eliminação do gene teria na síntese de ribossomas e revelou-se benéfica para a performance da levedura.

Resumindo, o aumento da taxa de sobrevivência das células de Δtor1, causada pela interrupção de um dos mecanismos necessários para a morte celular por apoptose, poderá explicar o consumo de glucose mais rápido, os valores mais altos de DO atingidos pela cultura e o maior número de UFC/ml determinadas nos dois pontos de amostragem. No entanto, tendo em conta as actividades celulares a que TOR1 está associado e os numerosos efeitos que o ácido acético, furfural e ácido 4-hidroxibenzóico podem provocar no metabolismo da célula, sozinhos e em conjunto, esta justificação não é certamente suficiente para explicar os resultados obtidos. 

- GLN3
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δgln3 estão apresentados na Tabela 13 e as curvas de crescimento da estirpe mãe, de Δtor1 e de Δgln3 estão representadas na Figura 22.
Tabela 13: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes Δgln3 e mãe. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%.

	
	Δgln3
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	4º
	13º
	4º
	10º

	DO
	3,68
	4,9
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	5-10
	0
	5-10
	0

	UFC/ml
	5,40E+06
	7,45E+06
	1,75E06
	1,43E06

	pH
	4,78
	4,29
	4,65
	4,58


A estirpe Δgln3 comportou-se de forma semelhante à estirpe mãe, quando crescida no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos. As duas culturas entraram em fase estacionária ao 4º dia, com valores de DO semelhantes e com concentrações de glucose no meio no mesmo intervalo de valores (entre 5-10% de glucose). O número de células novas com capacidade de multiplicação (UFC/ml) determinadas para Δgln3 no início da fase estacionária e no esgotamento da glucose também se encontram na mesma ordem de valores das células determinadas para a estirpe mãe. A estirpe mãe esgotou a glucose do meio ao 10º dia do ensaio enquanto que Δgln3 esgotou a glucose ao 13º dia. Apesar de se ter observado uma diferença de três dias no esgotamento da glucose das duas estirpes, considerou-se que este atraso não é suficientemente notório para se concluir que Δgln3 foi mais ineficiente a fermentar a glucose que a estirpe mãe. No entanto, o pH extracelular de Δgln3 foi mais ácido que o da estirpe mãe no esgotamento da glucose, o que aponta para uma maior entrada da fracção não dissociada dos ácidos acético e 4-hidroxibenzóico para o interior da célula (Pampulha e Loureiro-Dias, 2000) tornando o ambiente intracelular mais tóxico e inibindo a fermentação, o que poderia ser uma das razões para o atraso de 3 dias no esgotamento da glucose de Δgln3 quando comparada com a estirpe mãe.

GLN3 é um factor de transcrição que, quando a levedura se encontra em condições de escassez de azoto, regula positivamente a transcrição de genes envolvidos no transporte e metabolismo de fontes de azoto não preferenciais. A fonte de azoto fornecida pelo YNB adicionado ao meio é uma fonte de azoto preferencial (NH4+) e foi adicionado em quantidades suficientes para não limitar o crescimento das estirpes. Talvez por isso, a eliminação de GLN3 não tenha originado um efeito muito benéfico ou prejudicial na fermentação da glucose por Δgln3 quando comparada com a estirpe mãe, nas condições experimentais deste trabalho. 
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Figura 22: Curvas de crescimento da estirpe mãe, Δtor1 e Δgln3. 

- ARO4
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δaro4 estão apresentados na Tabela 14.
Tabela 14: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes Δaro4 e mãe. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%. A estirpe Δaro4 não esgotou a glucose ao fim de 30 dias e o ensaio foi interrompido.

	
	Δaro4
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Fim do ensaio
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	4º
	30º
	4º
	10º

	DO
	3,17
	1,97
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	5-10
	5-10
	5-10
	0

	UFC/ml
	2,55E+06
	
	1,75E+06
	1,43E+06

	pH
	4,48
	
	4,65
	4,58


A eliminação de ARO4 foi claramente prejudicial ao crescimento da levedura no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos. A estirpe Δaro4 apresentou valores de DO mais baixos que a estirpe mãe na fase exponencial e na fase estacionária, e ao fim de 30 dias, a concentração de glucose no meio manteve-se no intervalo dos 5-10% de glucose. 
Almeida e colaboradores observaram que a incubação de Saccharomyces cerevisiae na presença de 7 g/L de ácido acético provocou uma marcada diminuição de concentração intracelular de vários aminoácidos, incluindo os aminoácidos aromáticos. Verificaram também que a expressão de 3 proteínas envolvidas na biossíntese de aminoácidos (Leu1p, Ilv3p e Thr4p) foi aumentada quando as células foram expostas a ácido acético (Almeida et al., 2009). Tendo em conta que Aro4p é uma proteína que catalisa a primeira reacção da biossíntese dos aminoácidos aromáticos, a sua actividade poderá ser indispensável para a levedura quando cultivada em presença de ácido acético e o ineficiente consumo de glucose e baixos valores de DO observados no ensaio de crescimento de Δaro4 poderão reflectir a importância de ARO4 na resistência ao ácido acético.    

- PRO1

Os parâmetros determinados durante a incubação de Δpro1 estão apresentados na Tabela 15 e as curvas de crescimento da estirpe mãe, de Δaro4 e de Δpro1 estão representadas na Figura 23.
Tabela 15: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes Δpro1 e mãe. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%.

	
	Δpro1
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	12º
	13º
	4º
	10º

	DO
	4,61
	5,17
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	5
	0
	5-10%
	0

	UFC/ml
	1,33E+07
	1,48E+07
	1,75E+06
	1,43E+06

	pH
	4,80
	4,78
	4,65
	4,58


Durante os primeiros 12 dias de incubação, a estirpe Δpro1 apresentou densidades ópticas menores que 1. Ao 11º dia, o valor de DO da cultura foi de 0,35 e a concentração de glucose do meio situava-se entre os 5-10%. Ao 13º dia de incubação, Δpro1 esgotou a glucose do meio. Nos dois últimos dia de incubação, as densidades ópticas de Δpro1 foram superiores às DO da estirpe mãe e as UFC/ml da cultura foram cerca de 10 vezes mais que as UFC/ml da estirpe mãe, nos dois pontos de amostragem. 

Pro1p é a enzima que catalisa a primeira reacção da síntese de prolina a partir de glutamato. O grande período em que as células de Δpro1 se encontraram em fase de latência indica que a eliminação de PRO1, tal como de ARO4, é prejudicial para a fermentação da glucose no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos, mas que curiosamente se reflectiu de uma forma diferente em Δaro4, uma vez que no caso de Δaro4 a eliminação do gene não alterou a fase exponencial, comparando com a estirpe mãe, e a eliminação de PRO1 afectou muito a fase exponencial da levedura. Sendo Pro1p uma proteína que participa na biossíntese de um aminoácido, é possível que a presença de ácido acético no meio de crescimento tenha sido responsável pelo efeito negativo que a eliminação de PRO1 causou no crescimento da levedura. Além disso, a prolina é apontada como estando envolvida na tolerância ao stress  causado por congelamento, dissecação, etanol e oxidação (Kaino e Takagi, 2009), funções que podem ter sido importantes para a levedura nas condições deste trabalho experimental.
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Figura 23: Curvas de crescimento da estirpe mãe, Δaro4 e Δpro1.

- PUT4

Os parâmetros determinados durante a incubação de Δput4 estão apresentados na Tabela 16 e as curvas de crescimento da estirpe mãe e de Δput4 estão representadas na Figura 24.
Tabela 16: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes Δput4 e mãe. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%. A estirpe Δput4 não esgotou a glucose ao fim de 30 dias e o ensaio foi interrompido.

	
	Δput4
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Fim do ensaio
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	3º
	30º
	4º
	10º

	DO
	3,50
	2,23
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	5-10
	5-10
	5-10
	0

	UFC/ml
	1,18E+06
	6,8E+05
	1,75E+06
	1,43E+06

	Influxo de H+
(mmol.g-1.h-1)
	0,14
	0,010
	0,26
	0,024

	Efluxo de H+
(mmol.g-1.h-1)
	1,44
	0,15
	2
	0,95

	pH
	4,38
	4,29
	4,65
	4,58


A eliminação de PUT4 foi prejudicial para o crescimento da levedura. A estirpe Δput4 atingiu a fase estacionária mais rapidamente que a estirpe mãe (ao 3º dia), mas durante a fase estacionária, as DO de Δput4 foram inferiores à da estirpe mãe. Ao fim de 30 dias, a concentração de glucose no meio de Δput4 ainda estava no intervalo de 5-10% e as DO tinham descido para valores próximo de 2 provavelmente devido a morte celular. O número de células novas com capacidade de se multiplicarem da cultura, determinado no início da fase estacionária, foi quase igual ao da estirpe mãe. As células de Δput4 mostraram-se mais impermeáveis à entrada de H+ que as células da estirpe mãe, tanto no início da fase estacionária como no final do ensaio. A velocidade de saída de H+ através da membrana plasmática também foi menor para as células de Δput4 nos dois pontos de amostragem.

Put4p é uma permease de alta afinidade para a prolina. Apesar do aminoácido prolina não ser fornecido ao meio como fonte se azoto, a eliminação do gene PUT4 levou a um consumo mais ineficiente de glucose pela levedura quando cultivada no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos. Este efeito provou que a eliminação de um gene que aparentemente não era necessário para o crescimento da levedura nas condições deste trabalho experimental teve um resultado distinto e inesperado. No entanto, a prolina é apontada como estando envolvida na tolerância ao stress causado por congelamento, dissecação, etanol e oxidação (Kaino e Takagi, 2009), funções que podem ter sido importantes para a levedura nas condições deste trabalho experimental. Já se verificou que a eliminação do gene PRO1, gene envolvido na síntese de prolina foi prejudicial para a performance da levedura. A eliminação da permease de alta afinidade para prolina pode ter causado uma incapacidade da célula recuperar a prolina que perdeu para o ambiente extracelular, originando assim um efeito negativo para a incubação da levedura no meio de crescimento utilizado. 
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Figura 24: Curvas de crescimento da estirpe mãe e Δput4.   

3.3.2. Resposta ao stress osmótico: HOG1, TPS1, NTH1 e HSP12
Neste grupo de genes incluiu-se HOG1, gene que codifica uma proteína essencial da via de sinalização HOG que regula a resposta da célula ao stress osmótico; TPS1, gene que codifica uma enzima envolvida na biossíntese da trealose; NTH1, gene que codifica uma enzima que hidrolisa a trealose e HSP12, gene de resposta geral ao stress que foi apontado como estando envolvido na protecção da membrana plasmática contra a dissecação.  

- HOG1
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δhog1 estão apresentados na Tabela 17.
Tabela 17: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes mãe e Δhog1. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%.

	
	Δhog1
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	4º
	5º
	4º
	10º

	DO
	4,82
	4,75
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	2-3%
	0
	5-10%
	0

	UFC/ml
	7,10E+06
	6,03E+06
	1,75E+06
	1,43E+06


A eliminação de HOG1 foi aparentemente benéfica para o crescimento da levedura no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos. A estirpe Δhog1 atingiu valores de densidades ópticas mais elevados que a estirpe mãe e esgotou a glucose do meio ao 5º dia de incubação. O tempo que Δhog1 levou para atingir a fase estacionária foi o mesmo que o da estirpe mãe mas o consumo de glucose foi superior e o tempo que as células se encontraram em fase estacionária foi muito curto. O valor de UFC/ml de Δhog1, determinado ao início da fase estacionária e no esgotamento da glucose, foi 4 vezes superior ao da estirpe mãe, nos dois pontos de amostragem. 


Hog1p é um factor de transcrição da via de sinalização HOG, via responsável pela regulação da resposta da célula ao stress osmótico. A concentração de glucose do meio de crescimento usado neste trabalho não foi suficientemente alta para provocar stress osmótico significativo nas células durante a sua incubação. A ausência de stress osmótico talvez tenha tornado a actividade de Hog1p não tão indispensável como seria se as células se encontrassem sob stress osmótico. O facto de Δhog1 ter consumido a glucose do meio mais eficientemente que a estirpe mãe indica que o efeito da presença dos compostos tóxicos no meio e a eliminação de HOG1 contribuíram de alguma forma para este consumo mais rápido. 
- TPS1
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δtps1 estão apresentados na Tabela 18 e as curvas de crescimento da estirpe mãe, de Δhog1 e de Δtps1 estão representadas na Figura 25.
Tabela 18: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes mãe e Δtps1. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%.

	
	Δtps1
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	4º
	6º
	4º
	10º

	DO
	4,95
	4,82
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	2-3
	0
	5-10
	

	UFC/ml
	2,00E+07
	1,30E+07
	1,75E06
	1,43E06


A estirpe Δtps1 atingiu a fase estacionária no mesmo dia que a estirpe mãe, ao 4º dia de incubação, mas esgotou a glucose do meio ao 6º dia e atingiu valores de densidades ópticas superiores ao da estirpe mãe. O valor de UFC/ml foi superior ao da estirpe mãe nas amostras do início da fase estacionária e no esgotamento da glucose. Estes resultados indicam que Δtps1 teve melhor performance no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos que a estirpe mãe. 

A trealose é um dissacárido de glucose acumulado em Saccharomyces cerevisiae cuja função tem sido implicada na sobrevivência da célula sob várias condições de stress ao actuar como um protector de membrana, um soluto complementar compatível ou como um hidrato de carbono de reserva que pode ser mobilizado durante condições de stress (Hounsa et al., 1998). Como já foi referido, a osmolaridade do meio de crescimento usado neste trabalho não foi suficientemente alta para induzir stress osmótico significativo mas a presença dos tóxicos no meio poderá ter originado outros efeitos prejudiciais na célula que se esperaria que levassem à acumulação de trealose na célula. A eliminação do gene TPS1 tornou a acumulação de trealose em células de Δtps1 impossível. Parrou e colaboradores sugeriram que em condições de stress, a célula sintetiza e hidrolisa trealose numa reciclagem aparentemente fútil (Parrou et al., 1997). Poderá pôr-se a hipótese de que a interrupção da capacidade para acumular trealose que ocorre em Δtps1 tenha poupado à célula recursos energéticos que foram utilizados no crescimento celular em vez da biossíntese de trealose.
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Figura 25: Curvas de crescimento da estirpe mãe, Δhog1 e Δtps1.   

- NTH1
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δnth1 estão apresentados na Tabela 19.
Tabela 19: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes mãe e Δnth1. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%.

	
	Δnth1
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	4º
	6º
	4º
	10º

	DO
	3,92
	4,20
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	5
	0
	5-10
	0

	UFC/ml
	3,10E+06
	2,5E+06
	1,75E+06
	1,43E+06


A eliminação de NTH1 levou a um consumo mais rápido da glucose do meio - Δnth1 esgotou a glucose ao 6º dia de incubação. As densidades ópticas atingidas por Δnth1 foram ligeiramente superiores às da estirpe mãe, no fim da fase exponencial e durante a fase estacionária. As UFC/ml de Δnth1 determinadas no início da fase estacionária e no esgotamento da glucose foram bastantes semelhantes às UFC/ml da estirpe mãe. A ausência de Nth1p, enzima que hidrolisa a trealose, levou a um maior consumo de glucose não acompanhado com a subida de valores de DO e maior número de UFC/ml que foi observado em outras estirpes mutantes que demoraram o mesmo tempo a esgotar a glucose do meio que Δnth1. 


NTH1 é um gene que codifica uma trealase, uma enzima que hidrolisa a trealose, e a sua eliminação aparentemente, levou a um aumento do consumo da glucose do meio mas também a uma perda de viabilidade das células da cultura, quando comparada com outras estirpes que demoraram o mesmo tempo a esgotar a glucose do meio. Visto que a trealose é um composto que é acumulado na célula em situações de stress osmótico e outros stresses, talvez a incapacidade da levedura degradar o composto eficientemente, por uma das enzimas de degradação terem sido eliminadas, tenha levado a célula a consumir mais glucose do meio e a acumulação intracelular de trealose tenha causado a maior inviabilidade observada em Δnth1. 

- HSP12
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δhsp12 estão apresentados na Tabela 20 e as curvas de crescimento da estirpe mãe, de Δnth1 e de Δhsp12 estão representadas na Figura 26.
Tabela 20: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes mãe e Δhsp12. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%.

	
	Δhsp12
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	3º
	13º
	4º
	10º

	DO
	4,23
	3,91
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	5
	0
	5-10
	0

	UFC/ml
	2,24E+07


	7,50E+06
	1,75E+06
	1,43E+06

	Influxo de H+
(mmol.g-1.h-1)
	0,15
	0,042
	0,26
	0,024

	Efluxo de H+
(mmol.g-1.h-1)
	1,82
	0,32
	2
	0,95

	pH
	4,62
	4,41
	4,65
	4,58



A estirpe Δhsp12 atingiu a fase estacionária mais rapidamente que a estirpe mãe (ao terceiro dia) e com um valor de densidade óptica mais elevado que o da estirpe mãe. A concentração de glucose consumida durante a fase exponencial da estirpe também foi maior que a da estirpe mãe (5% de glucose consumida) e o valor de UFC/ml determinado neste ponto de amostragem foi 10 vezes mais elevado que o da estirpe mãe. Apesar de Δhsp12 ter atingido a fase estacionária com uma menor concentração de glucose restante no meio, demorou mais 3 dias que a estirpe mãe a consumir todo o açúcar o que aponta para um papel importante deste gene em células em fase estacionária. As células de Δhsp12 mostraram-se mais impermeáveis à entrada de H+ que as células da estirpe mãe, no início da fase estacionária, mas o influxo de protões determinado no esgotamento da glucose foi maior que o influxo da estirpe mãe neste ponto de amostragem e por outro lado, o efluxo de H+ através da membrana plasmática das células com HSP12 eliminado foi menor que o da estirpe mãe nos dois pontos de amostragem, mas mais significativo no esgotamento da glucose. 


Foi atribuído a Hsp12p um papel de proteger a membrana plasmática de dissecação que ocorre quando a levedura se encontra em ambientes de alta osmolaridade. Como o meio de crescimento que foi utilizado neste trabalho experimental não apresentava uma alta concentração de soluto, a estirpe Δhsp12 não apresentou um comportamento muito diferente da estirpe mãe, como aconteceu com a eliminação de outros genes testados neste trabalho. HSP12 demonstrou não ser um gene fundamental para a incubação da levedura no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos. No entanto, foi a única estirpe que apesar de ter atingido a fase estacionária antes da estirpe mãe, com uma concentração de glucose no meio inferior à da estirpe mãe, demorou mais tempo a consumir o resto da glucose durante a fase estacionária. 
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              Figura 26: Curvas de crescimento da estirpe mãe, Δnth1 e Δhsp12.   

3.3.3. Resposta ao stress oxidativo: SOD2, ZWF1 e ADH6

Neste grupo de genes incluiu-se SOD2, um gene que codifica uma superóxido dismutase de manganês; ZWF1, gene que codifica a enzima que catalisa a primeira reacção da parte oxidativa da via das pentoses fosfato, e ADH6 gene que codifica uma álcool desidrogenase dependente de NAPH.

- SOD2
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δsod2 estão apresentados na Tabela 21.
Tabela 21: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes mãe e Δsod2. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%.
	
	Δsod2
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	4º
	6º
	4º
	10º

	DO
	4,89
	5,01
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	5-10
	0
	5-10
	0

	UFC/ml
	4,84E+07
	1,65E+07
	1,75E+06
	1,43E+06

	pH
	4,74
	4,48
	4,65
	4,58


A estirpe Δsod2 consumiu toda a glucose do meio em 6 dias de incubação e atingiu densidades ópticas mais elevadas (chegou a valores de DO de 5) que a estirpe mãe. O valor de UFC/ml de Δsod2, no início da fase estacionária e no esgotamento da glucose, foi bastante mais elevado que o da estirpe mãe, principalmente no início da fase estacionária (cerca de 27 vezes maior que o valor de UFC/ml da estirpe mãe). Estes parâmetros indicam que a eliminação de SOD2 foi benéfica para o crescimento da levedura. 


Sod2p é uma superóxido dismutase que actua na matriz mitocôndrial da célula. É uma proteína muito importante na defesa contra o stress oxidativo pois catalisa a dismutação do anião superóxido, uma espécie reactiva de oxigénio, a oxigénio molecular e peróxido de hidrogénio. O anião superóxido (O2-) é formado como um subproduto indesejável da respiração e a activação da transcrição de SOD2 envolve proteínas que pressentem oxigénio ou subprodutos da respiração, sendo o paraquat, um produtor do radical superóxido, e o oxigénio conhecidos indutores da transcrição de SOD2 (Flattery-O'Brien et al., 1997). Nas condições de crescimento deste trabalho foi induzido na levedura um metabolismo principalmente fermentativo (foi adicionado uma grande concentração de glucose de forma a provocar o efeito de Crabtree na célula), o que talvez tenha levado a uma inibição da transcrição de SOD2. Assim, o efeito da eliminação de SOD2 não deveria provocar na levedura um comportamento diferente do da estirpe mãe, quando cultivada no meio utilizado neste trabalho. No entanto, o comportamento de Δsod2 e da estirpe mãe não foi totalmente semelhante, provando que a transcrição e interacção de um gene não podem ser explicadas de uma maneira única e simples. 


No final da fermentação, quando a concentração de glucose no meio é reduzida, o metabolismo da levedura poderá já não ser totalmente fermentativo, havendo alguma respiração e a possível formação de ROS. Neste caso, o gene SOD2 seria importante para a célula. O consumo mais rápido de glucose observado na incubação de Δsod2 poderá não ter sido devido ao facto de o gene se ter revelado desnecessário nas condições de incubação da estirpe mas sim devido à necessidade de uma maior disponibilidade de recursos energéticos para a célula combater os efeitos prejudiciais das ROS. No entanto, a ausência do gene SOD2 em células onde há formação de ROS, mesmo com uma maior formação de ATP para combater os danos causados, levaria talvez a uma perda de viabilidade celular, o que não foi observado na incubação de Δsod2 nas condições deste trabalho.    
- ZWF1
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δzwf1 estão apresentados na Tabela 22 e as curvas de crescimento da estirpe mãe, de Δsod2 e de Δzwf1 estão representadas na Figura 27.
Tabela 20: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes mãe e Δzwf1. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%.

	
	Δzwf1
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	12º
	17º
	4º
	10º

	DO
	3,10
	3,78
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	5-10
	0
	5-10
	0

	UFC/ml
	1,06E+06
	2,71E+06
	1,75E+06
	1,43E+06

	pH
	4,56
	4,51
	4,65
	4,58


A eliminação de ZWF1 foi aparentemente prejudicial ao crescimento da levedura. Observou-se uma fase de latência muito longa (10 dias) e a densidade óptica da cultura quando atingiu a fase estacionária (ao 12º dia de incubação), foi menor que a DO da estirpe mãe. O valor de UFC/ml de Δzwf1, determinado no início da fase estacionária foi semelhante ao valor da estirpe mãe determinado no mesmo ponto de amostragem. Ao 17º dia de incubação, Δzwf1 esgotou a glucose do meio.


Zwf1p é a enzima que catalisa a 1º reacção da via das pentoses fosfato. Esta via é responsável por fornecer açúcares para a síntese de nucleótidos e aminoácidos e poder redutor à célula na forma de NADPH. Gorsich e colaboradores observaram que a delecção de certos genes que codificam enzimas da via das pentoses fosfato, incluindo Zwf1p, tornou a célula mais sensível à presença de furfural, um dos tóxicos presentes no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos utilizado neste trabalho. Constataram que a eliminação dos genes das enzimas da via das pentoses fosfato levou a uma menor taxa de redução do furfural a álcool furfuril e sugeriram como causa para este efeito, a diminuição geral do poder redutor que a eliminação dos genes induziu na célula ou ao papel que NADPH tem na resposta à tolerância ao stress (Gorsich et al., 2006). Poderá ocorrer que a longa fase de latência de Δzwf1, que se observou quando a estirpe foi cultivada no meio utilizado neste trabalho, se tenha devido ao aumento de sensibilidade das células ao furfural que a ausência de ZWF1 causou. 
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              Figura 27: Curvas de crescimento da estirpe mãe, Δsod2 e Δzwf1.   
- ADH6
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δadh6 estão apresentados na Tabela 23 e as curvas de crescimento da estirpe mãe e de Δadh6 estão representadas na Figura 28.
Tabela 23: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes mãe e Δadh6. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%.

	
	Δadh6
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	4º
	9º
	4º
	10º

	DO
	4,01
	3,89
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	5
	0
	5-10
	0

	UFC/ml
	5,68E+06
	5,55E+06
	1,75E06
	1,43E06

	pH
	4,66
	4,57
	4,65
	4,58


A estirpe Δadh6 comportou-se de forma muito semelhante à estirpe mãe. Atingiu a fase estacionária no mesmo dia que a estirpe mãe, com uma densidade óptica e valor de UFC/ml ligeiramente superiores às da estirpe mãe. O pH extracelular foi praticamente igual ao da estirpe mãe nos dois pontos de amostragem. A glucose do meio de crescimento de Δadh6 foi esgotada ao 9º dia de incubação.


O gene ADH6 codifica uma álcool desidrogenase dependente de NADPH. Tendo em conta que a levedura, em presença de furfural no meio, converte o aldeído em compostos menos tóxicos ao seu metabolismo, como álcool furfuril, seria de pensar que Adh6p é um gene essencial ao crescimento da célula no meio utilizado neste trabalho. No entanto, a redução do furfural é principalmente catalisada por uma álcool desidrogenase dependente de NADH (Palmqvist et al., 1999). Larroy e colaboradores mediram a actividade de redução de Adh6p de Saccharomyces cerevisiae para 19 aldeídos e o furfural foi o aldeído para que Adh6p mostrou uma afinidade mais baixa (Larroy et al., 2002). O comportamento semelhante de Δadh6 e da estirpe mãe que foi observado neste trabalho experimental não contradiz as conclusões destes autores.
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Figura 28: Curvas de crescimento da estirpe mãe e de Δadh6.

3.3.4. Regulação do pH intracelular: RIM101 e VMA1

Neste grupo de genes incluiu-se RIM101, gene que codifica um factor de transcrição envolvido na resposta da célula à alcalinização do meio e resistência a ácido fracos, e VMA1, gene que codifica uma subunidade de uma H+-ATPase vacuolar.

- RIM101
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δrim101 estão apresentados na Tabela 24.
Tabela 24: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes mãe e Δrim101. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%.
	
	Δrim101
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	3º
	4º
	4º
	10º

	DO
	4,89
	4,87
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	3-5
	0
	5-10
	0

	UFC/ml
	4,34E+07
	
	1,75E+06
	1,43E+06

	Influxo de H+
(mmol.g-1.h-1)
	0,11
	0,042
	0,26
	0,024

	Efluxo de H+
(mmol.g-1.h-1)
	1,16
	0,18
	2
	0,95

	pH
	4,68
	4,58
	4,65
	4,58


A eliminação do gene RIM101 foi aparentemente benéfica para a levedura. A estirpe Δrim101 consumiu toda a glucose do meio em 4 dias e atingiu valores de densidade óptica próximos de 5. O valor de UFC/ml de Δrim101 determinado no início da fase estacionária, foi cerca de 25 vezes superior ao valor de UFC/ml da estirpe mãe neste ponto de amostragem. A fase estacionária de Δrim101 foi atingida ao 3º dia de incubação, um dia mais cedo que a estirpe mãe, e com 5-7% da glucose do meio consumida. A velocidade de entrada de protões através da membrana plasmática de Δrim101 foi menor que a velocidade da estirpe mãe no início da fase estacionária e maior que a velocidade da estirpe mãe no esgotamento da glucose. A actividade das ATPases da membrana plasmática de Δrim101, estimada pelo efluxo de H+ através da membrana, foi menor que a da estirpe mãe nos dois pontos de amostragem. O pH extracelular de Δrim101 foi igual ao da mãe no esgotamento da glucose e muito parecido no início da fase estacionária (pH de 4,68 para Δrim101 e pH de 4,65 para a estirpe mãe).


Rim101p é um regulador de transcrição positivo envolvido na resposta da célula à alcalinização do meio extracelular (Li e Mitchell, 1997). Nas condições de crescimento da levedura neste trabalho experimental, o pH do meio foi acertado a 5 antes da inoculação e o pH medido no esgotamento da glucose foi de 4,58 nas duas estirpes. Estes valores de pH não são portanto, suficientemente alcalinos para induzir na célula a resposta em que Lamb e Mitchell defendem que Rim101p está envolvido. Se se tomasse em consideração que Rim101p está apenas envolvido na resposta à alcalinização do meio, os resultados deste trabalho não estariam de acordo com os dos autores referidos, visto que a eliminação de RIM101 causou um efeito marcado no crescimento da levedura. 


Mira e colaboradores atribuíram a Rim101p um papel na resposta adaptativa e resistência a ácidos fracos. Demonstraram que a expressão de RIM101 é necessária para uma homeostase de pH intracelular adequada, para a acidificação vacuolar e estrutura da parede celular, e que tem implicações positivas para uma resposta robusta de adaptação ao stress por ácidos fracos na levedura (Mira et al., 2009). Os resultados deste trabalho também não estão de acordo com as conclusões destes autores, visto que a eliminação de RIM101 levou a uma maior resistência aos ácidos fracos presentes no meio (ácido acético e ácido 4-hidroxibenzóico). No entanto, para além dos ácidos fracos, o meio de crescimento utilizado neste trabalho experimental também continha furfural e as condições de crescimento (concentrações de glucose, suplementos e YNB, temperatura de incubação, concentrações dos ácidos) foram diferentes. Nestas condições, a eliminação de RIM101, levou a um consumo de glucose mais eficiente que o consumo observado para a estirpe mãe e a uma grande redução do tempo que as células se encontraram em fase estacionária.   
- VMA1
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δvma1 estão apresentados na Tabela 25 e na Figura 29 estão representadas as curvas de crescimento da estirpe mãe, de Δrim101 e de Δvma1.
Tabela 25: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes Δvma1 e mãe. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%. A estirpe Δvma1 não esgotou a glucose ao fim de 30 dias e o ensaio foi interrompido.

	
	Δvma1
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Fim do ensaio
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	7º
	30º
	4º
	10º

	DO
	3
	2,52
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	3-5
	3-5
	5-10
	0

	UFC/ml
	3,30E+05
	3,01E+05
	1,75E+06
	1,43E+06

	pH
	4,63
	4,50
	4,65
	4,58


A eliminação de VMA1 foi fortemente prejudicial ao crescimento da levedura no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos, afectando quer as células em fase exponencial como em fase estacionária. A estirpe Δvma1 só entrou em fase estacionária ao 7º dia de incubação e os valores de densidade óptica da cultura no início e durante a fase estacionária foram inferiores ao da estirpe mãe. O valor de UFC/ml determinado no início da fase estacionária da estirpe mãe foi cerca de 6 vezes maior que o valor de UFC/ml de Δvma1, tanto no início da fase estacionária como no esgotamento da glucose. Ao fim de 30 dias de incubação, Δvma1 ainda continha 3-5% de glucose no meio de crescimento e a densidade óptica da cultura desceu para cerca de 2,5, provavelmente devido a morte celular.


VMA1 é o gene que codifica uma das subunidades do domínio V1 de uma V-ATPase. A célula com VMA1 eliminado é sensível a cálcio, não é detectada actividade de H+-ATPases vacuolares e apresenta deficiências na acidificação vacuolar e agrupação das restantes subunidades do domínio V1 (Kane et al., 1992; Ohya et al., 1991). O gene VMA1 revelou-se ser essencial ao crescimento da levedura no meio utilizado neste trabalho experimental. A actividade da ATPase vacuolar no manutenção do pH intracelular poderá ter sido muito importante nas condições do trabalho experimental, visto que as leveduras foram cultivadas num meio com uma elevada concentração de ácidos fracos ( 5 g/L de ácido acético e 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico). A descida de DO da cultura durante a fase estacionária e os baixos valores de densidades ópticas, quando comparados com os da estirpe mãe, observados durante a incubação de Δvma1 poderá indicar a ocorrência de uma maior taxa de morte celular por apoptose, causada pela ausência da actividade desta ATPase.  
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               Figura 29: Curvas de crescimento da estirpe mãe, de Δrim101 e de Δvma1.
3.3.5. Resposta geral ao stress: HSP26

Neste grupo de genes incluiu-se HSP26, um gene que codifica uma proteína chaperone que é activada em situações de stress.
- HSP26
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δhsp26 estão apresentados na Tabela 26 e na Figura 30 estão representadas as curvas de crescimento da estirpe mãe e de Δhsp26.
Tabela 26: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes Δhsp26 e mãe. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%. 

	
	Δhsp26
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Esgotamento
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	4º
	9º
	4º
	10º

	DO
	3,95
	3,9
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	5-10
	0
	5-10
	0

	UFC/ml
	8,91E+06
	4,85E+06
	1,75E+06
	1,43E+06

	pH
	4,7
	4,55
	4,65
	4,58


A eliminação de HSP26 não originou grandes diferenças no comportamento da levedura no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos. A estirpe mãe e Δhsp26 atingiram a fase estacionária no mesmo dia (ao 4º dia de incubação) e esgotaram a glucose do meio praticamente no mesmo tempo de incubação (Δhsp26 esgotou a glucose apenas um dia antes da estirpe mãe). As densidades ópticas da estirpe Δhsp26 foram ligeiramente superiores às da estirpe mãe durante a sua incubação, assim como o número de células novas com capacidade de multiplicação determinado no início da fase estacionária e no esgotamento da glucose. Os pH extracelular das duas culturas, determinados nos dois pontos de amostragem, foram bastante semelhantes.


HSP26 é um gene que codifica uma proteína chaperone, que assiste no enrolamento correcto de outras proteínas e que é activa apenas em situações de stress. O crescimento das células no meio utilizado neste trabalho não foi afectado com a eliminação deste gene, apesar da presença dos ácidos e do furfural induzirem stress na levedura. Seria de esperar que a sua ausência levasse a uma perda de viabilidade celular ou a menores valores de DO durante a incubação da cultura, como o que aconteceu com Δvma4, mas não foi o observado. Poderá ter ocorrido que a célula compensou a perda da actividade de Hsp26p com a acção de outras proteínas chaperones ou com outro tipo de resposta celular. [image: image23.png]log(DO)

10

50

100

150

Tempo(horas)

200

250

300

4 E.mde

W Ahsp26




              Figura 30: Curvas de crescimento da estirpe mãe e de Δhsp26.
3.2.6. Apoptose: AIF1 e FIS1

Neste grupo de genes incluiu-se AIF1, um gene envolvido na regulação da apoptose e FIS1,um gene que codifica uma proteína envolvida na fissão da mitocôndria e na regulação da apoptose induzida por etanol.

- AIF1 
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δaif1 estão apresentados na Tabela 27. 
Tabela 27: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes Δaif1 e mãe. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%. A estirpe Δaif1 não esgotou a glucose ao fim de 30 dias e o ensaio foi interrompido.

	
	Δaif1
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Fim do ensaio
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	3º
	30º
	4º
	10º

	DO
	4,1
	2,86
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	3-5
	2-3
	5-10
	0

	UFC/ml
	2,47E+07
	
	1,75E06
	1,43E06

	pH
	4,37
	4,36
	4,65
	4,58


A estirpe Δaif1 atingiu a fase estacionária mais rapidamente que a estirpe mãe (ao 3º dia) e com uma densidade óptica da cultura mais alta que a da estirpe mãe. O valor de UFC/ml foi cerca de 14 vezes maior que o valor de UFC/ml da estirpe mãe quando as células entraram em fase estacionária. O pH extracelular de Δaif1 foi mais ácido que o da estirpe mãe neste ponto de amostragem. Apesar das células com AIF1 eliminado terem atingido a fase estacionária com 3-5% de glucose no seu meio de crescimento, ao fim de 30 dias de incubação ainda restava 2-3% de glucose por consumir e a densidade óptica da cultura tinha descido para menos de 3. 


O gene AIF1 é um gene envolvido na regulação positiva da apoptose na levedura. Wissing e colaboradores observaram que a eliminação deste gene levou a um aumento de sobrevivência, comparando com a estirpe sem AIF1 eliminado, quando as células foram expostas a concentrações suficientemente altas de peróxido de hidrogénio, um indutor de apoptose, para causar este tipo de morte celular (Wissing et al., 2004). Neste trabalho experimental, onde a levedura foi incubada num meio com uma concentração de ácidos fracos suficientemente altas para induzir apoptose (Ludovico et al., 2001), a eliminação de AIF1 foi aparentemente benéfica para as células em fase exponencial mas prejudicial quando estas se mantiveram em fase estacionária. Talvez a possível inibição da apoptose causada pela eliminação de AIF1 tenha favorecido a replicação celular na fase exponencial, onde as células consumiram mais glucose que a estirpe mãe nesta fase, mas na fase estacionária a inibição da apoptose não foi benéfica para a manutenção da cultura. Tal como foi observado em Δtor1, a hipótese sugerida da inibição da apoptose causada pela ausência de TOR1, originou maiores DO atingidas e maior consumo de glucose durante a fase exponencial, tendo sido este aumento de consumo de glucose elevado o suficiente para Δtor1 ter-se mantido em fase estacionária apenas no último dia de incubação da estirpe. No caso de Δaif1, a fase exponencial também foi beneficiada com a eliminação do gene mas a fase estacionária da estirpe foi claramente prejudicada.      
- FIS1
Os parâmetros determinados durante a incubação de Δfis1 estão apresentados na Tabela 28 e na Figura 31 estão representadas as curvas de crescimento da estirpe mãe, de Δaif1 e de Δfis1.
Tabela 28: Comparação dos parâmetros determinados para caracterizar as estirpes Δfis1 e mãe. A coluna da fase estacionária refere-se ao dia em que as estirpes entraram em fase estacionária e a do esgotamento refere-se ao dia em que a concentração de glucose do meio foi de 0%. A estirpe Δfis1 não esgotou a glucose ao fim de 30 dias e o ensaio foi interrompido.

	
	Δfis1
	E.mãe

	
	Fase estacionária
	Fim do ensaio
	Fase estacionária
	Esgotamento

	Dia
	
	30º
	4º
	10º

	DO
	
	0,05
	3,46
	3,56

	Glucose (%)
	
	10%
	5-10
	0

	UFC/ml
	
	
	1,75E+06
	1,43E+06

	pH
	
	
	4,65
	4,58


A eliminação de FIS1 foi fortemente prejudicial para o crescimento da levedura no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos. Durante os 30 dias de incubação de Δfis1 as densidades ópticas da cultura variaram entre 0,05 e 0,1 e a concentração de glucose do meio manteve-se nos 10% ou muito próximo de 10%, a concentração inicial de glucose adicionada.


O gene FIS1 é um gene que codifica uma proteína envolvida na fissão da mitocôndria e no processo de morte apoptótica induzida por etanol. Kitagaki e colaboradores observaram que a eliminação de FIS1 aumenta a morte celular por apoptose em células expostas a concentrações de etanol suficientemente altas para induzir este tipo de morte (Kitagaki et al., 2007). Mira e colaboradores observaram que a estirpe Δfis1 é mais sensível ao ácido propanóico, um ácido fraco, que as células com o gene presente. Tendo em conta que a concentração de ácido acético e ácido 4-hidroxibenzóico no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos é suficientemente alta para induzir apoptose na levedura (Ludovico et al., 2001) e apesar de FIS1 ter sido apontado como um gene com efeito inibidor da apoptose causada por etanol e não por ácidos fracos, talvez a acção deste gene esteja envolvida num mecanismo apoptótico que é comum às duas causas deste tipo de morte celular. Explicar-se-ia assim que a sua eliminação teve um efeito tão prejudicial ao crescimento da levedura neste trabalho experimental.
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              Figura 31: Curvas de crescimento da estirpe mãe, de Δaif1 e de Δfis1.

3.4. Influxo e efluxo de protões através da membrana plasmática

Seleccionou-se quatro estirpes mutantes para determinar a velocidade de influxo e efluxo de H+ através da membrana plasmática da célula (Tabela 27), para além dos parâmetros discutidos anteriormente. As estirpes Δrim101 e Δtor1 foram escolhidas por terem consumido toda a glucose do meio em, significativamente, menos tempo que a estirpe mãe (ao quarto e quinto dia de incubação, respectivamente). A estirpe Δput4 apresentou uma performance pior que a da estirpe mãe ao não ter esgotado a glucose do meio em 30 dias de incubação e a estirpe Δhsp12 demorou 13 dias a consumir os 10 g de glucose presentes no meio de crescimento. Assim, foram seleccionadas quatro estirpes com comportamentos distintos da estirpe mãe, duas estirpes com melhor performance e duas com pior, para analisar o influxo e efluxo de protões para o interior das células. A estirpe Δput4 exibiu uma performance pior que a estirpe mãe tanto na fase exponencial como na fase estacionária, enquanto que na estirpe Δhsp12 foi mais notório o pior comportamento na fase estacionária. Na Tabela 29 mostra-se as velocidades de influxo e fluxo de protões determinadas pelo procedimento descrito em 2.4.5.1 e 2.4.3.1 e o pH extracelular determinado pelo procedimento descrito em 2.4.1.

Tabela 29: Velocidades de influxo e efluxo de protões através da membrana plasmática da estirpe mãe, Δrim101, Δtor1, Δhsp12 e Δput4 determinadas à entrada da fase estacionária (F.Est.) e no esgotamento da glucose (Esg.) e final do ensaio (Fim). Está também incluído o pH extracelular das estirpes nestes dois pontos de amostragem. 

	
	E.mãe
	Δrim101
	Δtor1
	Δhsp12
	Δput4

	
	F.Est.
	Esg.
	F.Est.
	Esg
	F.Est.
	Esg.
	F.Est.
	Esg.
	F.Est.
	Fim

	Influxo de H+
(mmol.g-1.h-1)
	0,19
	0,024
	0,11
	0,087
	0,12
	0,13
	0,17
	0,030
	0,14
	0,010

	Efluxo de H+
(mmol.g-1.h-1)
	2
	0,95
	1,16
	1,18
	0,81
	1,39
	1,8
	0,32
	1,44
	0,15

	pH
	4,65
	4,58
	4,68
	4,58
	4,78
	4,56
	4,62
	4,41
	4,38
	4,29



A velocidade de entrada de protões para o interior da célula foi determinada de acordo com a metodologia descrita na secção 2.4.5. A membrana das células da estirpe mãe mostrou-se mais impermeável a H+ no final da fermentação (no dia de esgotamento da glucose) do que no início da fase estacionária. As estirpes Δhsp12 e Δput4 também exibiram este comportamento: o influxo de H+ diminui da entrada da fase estacionária para o esgotamento da glucose e final do ensaio no caso de Δput4. Este aumento de impermeabilidade foi muito notado na estirpe Δput4 onde a velocidade de entrada de protões foi cerca de 14 vezes menor no final do ensaio que à entrada da fase estacionária. Esta estirpe, após 30 dia de incubação, ainda continha uma concentração de 5-10% de glucose por consumir no meio de crescimento, a sua DO tinha descido para os 2 e a viabilidade (medida pela determinação das UFC/ml) também tinha descido das 1,18E+06 UFC/ml no início da fase estacionária para as 6,8E+05 UFC/ml no 30º dia de incubação (Tabela 12). As estirpes que demoraram menos tempo a esgotarem a glucose do meio que a estirpe mãe, Δrim101 e Δtor1, exibiram um comportamento semelhante entre si e distinto das outras três estirpes, em relação à permeabilidade da membrana a H+; a velocidade de entrada de H+ manteve-se sensivelmente constante do início da fase estacionária ao esgotamento da glucose. Estas duas estirpes mutantes tiveram uma fase estacionária mais curta que as outras três estirpes, principalmente Δtor1, e a proporção de células viáveis (medida pelas UFC/ml) das suas culturas foi maior nos dois pontos de amostragem (o valor de UFC/ml determinado para Δtor1 e Δrim101 foi cerca de 25 vezes maior que o valor da estirpe mãe tanto no início da fase estacionária como no esgotamento da glucose). A partir dos resultados deste trabalho experimental é possível afirmar que o aumento da impermeabilidade a H+ das membranas das células no esgotamento da glucose foi mais notado na estirpe com pior performance, das cinco estirpes seleccionadas. Quanto às estirpes mais rápidas a consumir a glucose, Δrim101 e Δtor1, a fase estacionária não está tão bem definida como no caso das estirpes mais lentas, consequentemente, as diferenças fisiológicas das células à entrada da fase estacionária e esgotamento da glucose não são tão significativas como as da estirpe mãe, Δput4 e Δhsp12, o que poderá estar na origem da semelhança de valores de influxos nos dois pontos de amostragem que se observaram para Δrim101 e Δtor1.

A membrana plasmática da levedura é um dos principais alvos do efeito do etanol. É conhecido que durante a fermentação, o aumento da concentração de etanol pode reduzir gradualmente a viabilidade celular ao influenciar a integridade da membrana celular e a sua função (Piper et al., 1995). Foi mostrado que o etanol inibe processos de transporte mediado (Leão e Van Uden, 1984; Loureiro-Dias e Peinado, 1982) e estimula o tráfego de compostos que atravessam a membrana por difusão simples (Leão e Van Uden, 1984; Salgueiro et al., 1988; Sousa et al., 1996). Quintas e colaboradores constataram que a adição de uma solução de 15% de etanol a células suspendidas em água desmineralizada causou um maior influxo passivo de protões através da membrana, quando comparado com o influxo de protões registado para a suspensão de célula sem adição de etanol (Quintas et al., 2000). Nos ensaios de permeabilidade realizados neste trabalho, as células das estirpes mutantes testadas foram suspendidas em água desmineralizada, sem a adição de etanol à solução. A crescente impermeabilidade observada no esgotamento da glucose das estirpes com pior performance, ou seja, nas estirpes que demoraram mais tempo a esgotar a glucose ou não a esgotaram, poderá dever-se ao facto de que as células, por estarem expostas durante mais tempo à presença de etanol, tenham tornado a sua membrana mais rígida e impermeável para combater a fuidez e “leakiness” causada pela presença do álcool durante a sua incubação. Esta alteração da membrana plasmática para permitir uma melhor à célula uma maior tolerância ao etanol pode passar, por exemplo, por um aumento da proporção de ácidos gordos monoinsaturados de fosfolípidos constituintes da membrana como o ácido oleico e uma diminuição de ácidos gordos saturados como o ácido palmítico (Thomas e Rose, 1979).   

Quanto ao efluxo de protões através da membrana, as estirpes com pior performance (as estirpes Δput4 e Δhsp12, que demoram mais tempo a esgotar a glucose do meio) foram as que apresentaram uma menor velocidade no esgotamento da glucose e, no caso de Δput4, no 30º dia de ensaio. A velocidade de saída de protões da estirpe mãe determinada foi de 0,95 mmol.g-1.h-1 neste ponto de amostragem, e as de Δhsp12 e Δput4 foram 0,32 e 0,15, respectivamente. A diminuição da velocidade de saída de protões, do início da fase estacionária para o final, foi mais notada na estirpe com pior comportamento, Δput4. Foi nesta estirpe que se registou o menor valor de pH extracelular no final do ensaio. Nas duas estirpes mais rápidas a consumir a glucose, o efluxo de protões determinado no esgotamento da glucose não diminui em relação à velocidade determinada no início da fase estacionária.  O facto de nas duas estirpes com melhor performance a velocidade de saída de protões não diminui no final da fermentação da glucose indica que a actividade das ATP-ases membranares não diminui e o ATP necessário para o funcionamento das bombas poderá ter sido um dos factores a causar um maior consumo da glucose do meio. Pelo contrário, o baixo pH extracelular registado no 30º dia de ensaio de Δput4, que torna a célula mais sensível à acidificação intracelular, acompanhado da baixa velocidade de saída de protões pode estar na causa do valor de DO da cultura (a DO desceu dos 3,50 no início da fase estacionária para os 2,23 no 30º dia) e na diminuição da percentagem de células viáveis da cultura.

3.4. Discussão Geral e Considerações Finais

Pretendeu-se com este trabalho estudar o comportamento de estirpes mutantes de Saccharomyces cerevisiae, num meio de crescimento cuja composição foi conceptualizada de forma a simular um hidrolisado lenhocelulósico que se poderia encontrar numa indústria de produção de bioetanol de 2ª geração. 


O processo de produção de bioetanol a partir de material lenhocelulósico, apesar de muito atractivo em teoria, é acompanhado de algumas barreiras práticas, sendo uma delas a resistência e performance dos microrganismos fermentadores face à natureza do hidrolisado lenhocelulósico que necessitam de converter a álcool. Considera-se que o microrganismo fermentador estudado neste trabalho, a levedura Saccharomyces cerevisiae, exibe uma boa performance se produzir uma concentração satisfatória de etanol. Não foi possível determinar a concentração de etanol produzida pelas estirpes analisadas neste trabalho mas é possível inferir na quantidade de etanol produzida se se considerar que as células necessitam de consumir glucose e serem viáveis ao longo da fermentação para produzirem etanol. Assim, um rápido consumo de glucose e uma conservação da viabilidade celular foram indicadores que se usaram para qualificar a performance da levedura como favorável.

O meio utilizado neste trabalho para simular o hidrolisado lenhocelulósico foi optimizado tendo em conta que a matéria-prima sofreu um pré-tratamento ácido. Escolheram-se três tóxicos representativos que se formam neste tipo de pré-tratamento e ajustaram-se as suas concentrações no meio de crescimento de forma a traduzirem as proporções a que se encontram num hidrolisado industrial. Para além dos tóxicos, suplementou-se o meio com uma concentração de glucose suficientemente alta para garantir uma produção de etanol significativa. O acompanhamento da incubação das estirpes com a leitura da DO, com a determinação da concentração de glucose restante no meio de crescimento e com a avaliação da viabilidade da cultura pela determinação das UFC/ml, revelaram-se ser parâmetros simples e suficientes para caracterizar e diferenciar o comportamento das dezassete estirpes estudadas. 


No estudo do comportamento das estirpes mutantes no meio de crescimento deste trabalho, teve-se em conta duas condições determinantes da performance das células: o efeito da presença dos tóxicos (ácido acético, ácido 4-hidroxibenzóico e furfural) e o efeito da eliminação de um gene não essencial. Ao comparar o comportamento de cada estirpe mutante com o comportamento da estirpe mãe, assegurou-se que o efeito dos tóxicos na levedura esteve presente nas duas estirpes, sendo a ausência do gene não essencial responsável pelas alterações na performance observadas. 

Quanto ao efeito da presença dos tóxicos, considerou-se, baseado em estudos anteriores, que a presença de ácido acético em 5 g/L no meio de crescimento era suficiente para induzir uma morte celular programada das células (Ludovico et al., 2001). Expôs-se a hipótese neste trabalho que o ácido acético presente no meio actuou como indutor da apoptose pelo comportamento observado das estirpes Δtor1 e Δfis1. A eliminação de TOR1, um gene regulador positivo do crescimento celular, teve um efeito surpreendente na performance da levedura visto que as células demonstraram um melhor comportamento (as DO atingidas pela cultura foram mais altas, acompanhadas por uma maior viabilidade celular e um consumo de glucose mais rápido). No entanto, para além da sua função de regular positivamente o crescimento celular, pela regulação positiva da biossíntese ribossomal por exemplo, TOR1 é também apontado como sendo um gene que participa na apoptose, fazendo parte do mecanismo de indução deste tipo de morte celular (Almeida et al., 2009). A inibição da apoptose pela eliminação de TOR1 poderá estar na origem da melhor performance de Δtor1 que foi observada, reforçando assim a ideia que a apoptose induzida pelo ácido acético foi uma das causas que influenciou o comportamento de todas as estirpes neste trabalho experimental. A performance de Δfis1 também está acordo com esta teoria: FIS1 é um gene apontado como tendo um efeito anti-apoptótico (Kitagaki et al., 2007) e a sua eliminação foi muito prejudicial para o crescimento da levedura no meio de crescimento deste trabalho (as DO de Δfis1 nunca ultrapassaram os 0,1 e a glucose do meio manteve-se sempre próxima da concentração inicial durante os 30 dias de incubação).

Outro efeito da presença do ácido acético e do ácido 4-hidroxibenzóico que se esperava que ocorresse nas células cultivadas no meio deste trabalho foi, como sugerido por Pampulha e Loureiro-Dias, um maior consumo da glucose causado pela maior actividade das H+-ATPases da membrana plasmática para manter um pH intracelular óptimo que foi destabilizado pela presença dos ácidos fracos (Pampulha e Loureiro-Dias, 2000). Este desvio de ATP para bombar protões para fora da célula de forma a combater a acidificação provocada pelos ácidos fracos pode estar por detrás do maior consumo de glucose pela estirpe mãe observado, quando se procedeu à optimização do meio. Verificou-se que nos dois meios de crescimento com a concentração máxima de ácidos (5 g/L de ácido acético e 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico) a glucose do meio foi esgotada, enquanto que nos meios sem tóxicos, nos meios com metade ou com a concentração máxima de furfural e no meio com metade da concentração máxima dos ácidos, a glucose do meio não foi esgotada. 

Nos ensaios preliminares de optimização do meio foi também possível observar que a adição de furfural ao meio com a concentração máxima de ácidos teve o efeito de acelerar o consumo da glucose, visto que a estirpe mãe do meio com a concentração máxima de ácidos e sem furfural demorou 14 dias a esgotar a glucose do meio e a estirpe mãe do meio com a concentração máxima de ácidos e furfural demorou apenas 10 dias. Este efeito positivo do furfural no consumo da glucose pode ter ocorrido devido à inibição do desvio da glicólise para a produção de glicerol. Esta inibição poderá ser causada pela competição do poder redutor (NADH) da célula causada pela necessidade de reduzir o furfural a compostos menos tóxicos como o álcool furfuril (Palmqvist et al., 1998). Assim, o NAD+ necessário para o funcionamento da glicólise da estirpe mãe, quando cultivada no meio com a concentração máxima dos tóxicos, foi fornecido pela reacção de redução do furfural a álcool furfuril e a glucose oxidada pela glicólise foi convertida a etanol, sem produção de glicerol. A necessidade da célula reduzir o furfural, de forma a torná-lo menos tóxico, pode ter levado ao maior consumo de glucose observado no meio com a concentração máxima de ácidos e furfural adicionadas. O efeito do furfural na levedura também foi manifestado no comportamento da estirpe Δzwf1. A eliminação do gene ZWF1, um gene que codifica uma proteína da via das pentoses fosfato, via que fornece poder redutor à célula na forma de NADPH, demonstrou-se prejudicial à levedura. A diminuição geral do poder redutor que a eliminação deste gene causou na célula poderá ter tornado a levedura mais sensível ao furfural por ser incapaz de reduzir eficientemente o aldeído (Gorsich et al., 2005), levando à má performance observada na incubação de Δzwf1.   

Nas estirpes cujos genes eliminados estão envolvidos no metabolismo do azoto e sua regulação, observou-se alguns resultados distintos. Como foi referido, a eliminação de TOR1 revelou-se positiva para a performance da levedura, tendo-se atribuído esta melhoria no comportamento à inibição da apoptose. A eliminação dos genes envolvidos na biossíntese de aminoácidos, ARO4 e PRO1, foi, pelo contrário, prejudicial para as células cultivadas no meio deste trabalho; a estirpe Δaro4 não esgotou a glucose nos 30 dias de incubação e a estirpe Δpro1 manteve-se em fase de latência nos primeiros 12 dias de incubação. Sugeriu-se, mais uma vez, que a indução da apoptose pela presença dos ácidos fracos no meio esteve na causa destas más performances. Tendo em conta que um dos efeitos observados na levedura quando incubada na presença de ácido acético é uma marcada diminuição da concentração intracelular de aminoácidos (Almeida et al., 2009), sugeriu-se que o papel de genes de biossíntese de aminoácidos é especialmente importante nas condições deste trabalho e a sua eliminação revelou-se por isso prejudicial. A má performance da estirpe Δput4 (a glucose não foi esgotada nos 30 dias de incubação) também pode ter sido causada pelo seu papel na prevenção da escassez de aminoácidos, neste caso por a célula se ter tornado incapaz de recuperar prolina do meio extracelular. A estirpe cuja eliminação do gene causou um efeito aparentemente menos marcado na levedura foi Δgln3. Sugeriu-se que, sendo GLN3 um gene responsável pela regulação do tipo de fonte de azoto que a célula obtém do meio e a fonte de azoto fornecida às células no meio de crescimento deste trabalho é sempre do mesmo tipo (NH4+, uma fonte de azoto preferencial), a função de GLN3 poderá não ter sido tão importante como a dos outros quatro genes envolvidos no metabolismo do azoto. 

A eliminação dos genes envolvidos na resposta ao stress osmótico revelou algumas surpresas. A eliminação de HOG1, gene da via de sinalização da resposta ao stress osmótico, revelou-se positiva para a performance da levedura, assim como a eliminação dos genes de síntese e hidrólise da trealose. A eliminação de HSP12 levou à entrada em fase estacionária no terceiro dia de incubação, mais cedo que a estirpe mãe, com uma DO mais alta e com maior percentagem de glucose consumida, mas Δhsp12 acabou por esgotar a glucose do meio mais tarde que a estirpe mãe. Neste caso não é claro afirmar se a eliminação do gene foi positiva ou negativa para a performance da levedura. Tendo em conta a maior produção de etanol é feita em fase estacionária, a entrada em fase estacionária ao 3º dia de incubação que se verificou em Δhsp12, com uma DO mais alta e maior viabilidade celular que a da estirpe mãe, são factores positivos a considerar na performance de Δhsp12.
As estirpes Δsod2 e Δzwf1, ambas envolvidas na resposta ao stress oxidativo revelaram comportamentos distintos. A eliminação de SOD2, gene que codifica uma superóxido dismutase importante para o combate a espécies reactivas de oxigénio, levou a um consumo da glucose mais rápido e a DO mais elevadas. Sugeriu-se que o stress oxidativo induzido nas condições do meio de crescimento deste trabalho não era muito significativo, visto que as células com SOD2 eliminado apresentaram um maior número de células viáveis que as células da estirpe mãe. Quanto à eliminação de ZWF1, gene ligado à resposta da célula ao stress oxidativo na maneira em que participa na via das pentoses fosfato que fornece o poder redutor (NADPH) utilizado na redução das espécies reactivas de oxigénio, revelou-se negativa na performance da levedura. Observou-se nesta estirpe uma longa fase de latência (10 dias) e o esgotamento da glucose deu-se 7 dias mais tarde que o da estirpe mãe. Visto que SOD2 demonstrou uma melhor performance, o pior comportamento de Δzwf1 não pode ser explicado pelo aumento da sensibilidade ao stress oxidativo. Sugeriu-se então que ZWF1 é um gene importante para a tolerância da levedura ao furfural, sendo a sua presença essencial para as células nas condições do meio de crescimento deste trabalho. 

A estirpe Δvma1 revelou um comportamento esperado, na medida em que a sua performance foi pior que a da estirpe mãe. VMA1 é um gene que codifica uma subunidade de uma ATP-ase vacuolar, proteína membranar responsável pela acidificação do vacúolo. Tendo em conta que a acidificação intracelular é uma das consequências da presença dos ácidos fracos no meio de crescimento utilizado neste trabalho, seria de esperar que a eliminação de um gene que está directamente envolvido e é necessário para uma boa regulação do pH intracelular, causasse um efeito prejudicial nas células cultivadas no meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos. A estirpe Δrim101 comportou-se de uma forma inesperada visto que o gene RIM101 foi descrito como tendo um papel positivo na resistência da levedura a ácidos fracos (Mira et al., 2009) e nas condições deste trabalho, a eliminação do gene revelou-se benéfica para a célula.

As estirpes cujos genes eliminados estão envolvidos no mecanismo de apoptose da levedura, sendo um dos genes um factor proapoptótico (AIF1) e o outro um gene que previne a apoptose (FIS1), exibiram comportamentos distintos mas também semelhantes. Comportamentos semelhantes porque ambas as estirpes não esgotaram a glucose do meio nos 30 dias de incubação (a DO de Δfis1 não passou dos 0,1 durante os 30 dias e Δaif1 chegou ao 30º dia com 2-3% de glucose presente no meio de crescimento) mas distintos porque a eliminação de AIF1 revelou-se ser benéfica para a fase exponencial da cultura mas prejudicial na fase estacionária, enquanto que a eliminação de FIS1 não teve qualquer efeito positivo. Sendo FIS1 um gene que tem um efeito de inibição de apoptose (Kitagaki et al., 2007) e sabendo-se que as concentração de ácidos fracos presente no meio deste trabalho é indutora da apoptose (Ludovico et al., 2001), a má performance observada por Δfis1 foi ao encontro do suposto anteriormente – o efeito indutor de apoptose do ácido acético foi agravado com a ausência de um gene anti-apoptótico. A análise do comportamento de Δaif1 não foi tão linear. Seria de se esperar que a eliminação de um gene proapoptótico melhorasse a performance da levedura. O que se observou foi que Δaif1 atingiu a fase estacionária mais cedo que a estirpe mãe, consumiu mais glucose durante esta fase e a DO e viabilidade da cultura foi superior à da estirpe mãe. Este comportamento está de acordo com o que se observou para Δtor1. O melhoramento da performance da levedura com a eliminação de TOR1 foi também atribuído ao efeito de inibição da apoptose que a ausência do gene causou nas células. Tal como em Δaif1, a fase exponencial de Δtor1 foi beneficiada e a estirpe esgotou quase toda a glucose do meio durante este fase, tendo sido a fase estacionária muito curta. A estirpe Δaif1 demonstra como o efeito da eliminação de um gene pode ser benéfico para a fase exponencial da cultura mas negativo para as células em fase estacionária. Se se considerar que a maior concentração de etanol é produzida quando as células se encontram em fase estacionária, esta estirpe seria inadequada para a produção de bioetanol lenhocelulósico. 

É provável que em condições normais, a delecção de cada um destes genes tenha à partida consequências nocivas para a levedura. No entanto, as condições impostas neste trabalho experimental englobam vários factores de stress em simultâneo, gerando uma resposta da célula que poderia ser mais complexa que a soma das respostas a cada factor. O método de avaliação do comportamento da levedura utilizado neste trabalho revelou-se eficiente na medida em que foi possível individualizar cada estirpe mutante (obteve-se uma variedade de comportamentos distintos) e permitiu algum esclarecimento dos mecanismos celulares envolvidos na resposta à presença do ácido acético, ácido 4-hidroxibenzóico e furfural no meio de crescimento. 

Para o processo de produção de bioetanol lenhocelulósico ser viável e competitivo, todo o conhecimento sobre os possíveis obstáculos ao sucesso é importante. Com este trabalho, pretendeu-se saber mais sobre o obstáculo que os compostos tóxicos presentes num hidrolisado lenhocelulósico representam para a performance de Saccharomyces cerevisiae. A análise dos resultados dos ensaios laboratoriais permitiu retirar algumas conclusão e admitir algumas hipóteses de como a célula resiste e responde ao efeito dos tóxicos do hidrolisado lenhocelulósico, cumprindo-se assim o objectivo pretendido com este estudo.

4. PERSPECTIVAS FUTURAS
Algumas das respostas formuladas neste trabalho para o comportamento da levedura no meio simulado de hidrolisado lenhocelulósico necessitam da determinação de outros  parâmetros para a sua confirmação ou contestação. Foi aqui defendido que a concentração de ácido acético no meio de crescimento foi suficiente para provocar morte celular por apoptose e que foi possível observar este efeito particularmente na incubação das estirpes Δtor1, Δfis1 e Δaif1 quando comparada com a incubação da estirpe mãe. Seria interessante analisar nestas estirpes e na estirpe mãe a ocorrência de marcadores típicos da apoptose como a condensação da cromatina ao longo do envelope nuclear, a exteriorização da fosfatildilserina para a superfície exterior da membrana plasmática e a ocorrência de quebras em cadeias de DNA. Seria também proveitoso confirmar se a presença do furfural no meio levou a uma maior produção de etanol, causado pela inibição do desvio para a produção de glicerol que ocorre na glicólise para a oxidação do NADH (é a redução do furfural fornece o NAD+), como foi sugerido. A determinação da concentração de etanol e glicerol produzidos pela estirpe mãe quando incubada no meio com os três tóxicos presentes e no meio sem tóxicos ou num meio apenas com furfural seria útil para a confirmação do efeito sugerido. 

Devido à elevada concentração de glucose presente no meio foi considerado que o metabolismo da levedura foi fermentativo e na estirpe Δsod2, o conhecimento do tipo de metabolismo revelou-se importante. A incubação da estirpe mãe e Δsod2 em condições anaeróbias, onde se garante que a levedura tem um metabolismo fermentativo, e a comparação do seu comportamento com o comportamento observado nas condições de incubação deste trabalho permitiria um maior esclarecimento no tipo de metabolismo responsável pelo consumo da glucose.
A determinação da concentração de trealose na estirpe mãe e nas estirpes Δtps1 e Δnth1, onde o gene de síntese e hidrólise de trealose, respectivamente, foi eliminado, seria um parâmetro de apoio para a explicação do comportamento destas duas estirpes mutantes.   
A concentração de glucose adicionada ao meio simulado de hidrolisados lenhocelulósicos foi maior que a concentração de glucose encontrada em hidrolisados industriais, de maneira a garantir que houvesse produção de etanol nas condições de incubação utilizadas neste trabalho e que fosse possível distinguir o comportamento entre estirpes. Seria interessante observar a performance da estirpe mãe e das estirpes mutantes num meio contendo uma menor concentração de glucose que a utilizada.   
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Anexo I

Composição do YNB sem aminoácidos (da marca DIFCOTM)

Fonte de azoto

Sulfato de amónia ............................................................................................................... 5.0 g/L

Vitaminas

Biotina .............................................................................................................................. 2.0 µg/L

Ácido pantotênico...........................................................................................................400.0 µg/L

Ácido fólico ....................................................................................................................... 2.0 µg/L

Inositol ...............................................................................................................................2.0 µg/L

Niacin ............................................................................................................................400.0 µg/L

Ácido p-Aminobenzoico .................................................................................................200.0 µg/L

Cloridrato de piridoxina .................................................................................................400.0 µg/L

Riboflavina .....................................................................................................................200.0 µg/L

Tiamina ..........................................................................................................................400.0 µg/L

Compostos que suplementam elementos vestigiais

Ácido Bórico ..................................................................................................................500.0 µg/L

Sulfato de cobre ..............................................................................................................40.0 µg/L

Iodeto de potássio..........................................................................................................100.0 µg/L

Cloreto de ferro .............................................................................................................200.0 µg/L

Sulfato de manganês ....................................................................................................400.0 µg/L

Molibdato de sódio ........................................................................................................200.0 µg/L

Sulfato de zinco .............................................................................................................400.0 µg/L

Sais

Fosfato monopotássico ....................................................................................................... 1.0g/L
Sulfato de magnésio ........................................................................................................... 0.5g/L
Cloreto de sódio .................................................................................................................. 0.1g/L
Cloreto de cálcio ................................................................................................................. 0.1g/L
Anexo II


Tabela 30: Valores de DO recolhidos durante a incubação da estirpe mãe em meios com diferentes concentrações de tóxicos.
	Meio1
	Meio 2
	Meio 3
	Meio 4
	Meio 5
	Meio 6

	Tempo (h)
	DO
	Tempo (h)
	DO
	Tempo (h)
	DO
	Tempo (h)
	DO
	Tempo (h)
	DO
	Tempo (h)
	DO

	0
	0,051
	0
	0,051
	0
	0,052
	0
	0,051
	0
	0,05
	0
	0,051

	24
	2,16
	24
	0,158
	48
	1,12
	48
	1,98
	48
	0,82
	48
	1,35

	72
	3,10
	36
	0,51
	72
	1,56
	72
	2,24
	72
	1,3
	72
	1,74

	96
	3,86
	48
	0,87
	96
	3,43
	96
	2,64
	96
	2,8
	96
	3,57

	120
	3,4
	60
	1,35
	120
	3,83
	120
	2,72
	120
	3,24
	120
	3,76

	192
	3,44
	72
	1,83
	144
	3,9
	144
	2,29
	144
	3,1
	144
	3,83

	240
	3,92
	84
	2,64
	148
	3,8
	148
	2,5
	148
	3,42
	148
	3,93

	264
	3,95
	96
	3,46
	168
	4,19
	168
	2,22
	168
	3,15
	168
	3,93

	288
	3,78
	120
	3,67
	216
	4,13
	216
	2,83
	216
	3,32
	216
	4,07

	360
	3,93
	144
	3,78
	240
	4,24
	240
	2,72
	240
	3,25
	240
	3,97

	384
	3,8
	168
	3,63
	264
	5,72
	264
	2,91
	264
	3,23
	264
	4,28

	408
	3,96
	192
	3,57
	336
	4,19
	336
	2,36
	336
	3,06
	336
	4,18

	432
	3,71
	216
	3,36
	384
	4,24
	384
	2,47
	384
	3,45
	384
	4,37

	456
	3,72
	240
	3,56
	408
	4,33
	408
	2,49
	408
	3,62
	408
	4,35

	480
	3,72
	
	
	432
	4,33
	432
	2,68
	432
	3,14
	432
	4,35

	504
	3,67
	
	
	480
	4,37
	480
	2,63
	480
	3,22
	480
	4,46

	576
	3,68
	
	
	504
	4,42
	504
	2,51
	504
	3,48
	504
	4,84

	600
	3,81
	
	
	528
	4,85
	528
	2,63
	528
	3,41
	528
	4,39

	
	
	
	
	552
	4,63
	
	
	552
	3,31
	552
	4,47

	
	
	
	
	576
	4,77
	
	
	576
	3,29
	576
	4,45

	
	
	
	
	600
	4,59
	
	
	600
	3,14
	600
	4,44


Meio 1: Não se adicionaram compostos tóxicos.

Meio 2: Adicionaram-se 5 g/L de ácido acético, 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico e 1 g/L de furfural.

Meio 3: Adicionou-se 1 g/L de furfural. 

Meio 4: Adicionaram-se 5 g/L de ácido acético e 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico.

Meio 5: Adicionaram-se 2,5 g/L de ácido acético, 0,5 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico e 0,5 g/L de furfural. 

Meio 6: Adicionaram-se 0,5 g/L de furfural.
Tabela 31: Valores de DO recolhidos durante a incubação da estirpe mãe em meios com diferentes concentrações de YNB.

	Meio 1x YNB
	Meio 2x YNB
	Meio 3x YNB

	Tempo (dias)
	DO
	Tempo (dias)
	DO
	Tempo (dias)
	DO

	0
	0,051
	0
	0,046
	0
	0,05

	1
	0,158
	1
	0.147
	1
	0,062

	2
	0,870
	2
	0,710
	2
	0,063

	3
	1,83
	3
	1,85
	3
	2,43

	4
	3,46
	4
	4,21
	4
	4,7

	5
	3,67
	5
	4,23
	5
	4,23

	6
	3,78
	6
	4,37
	6
	3,37

	7
	3,63
	7
	4,18
	7
	3,26

	8
	3,57
	8
	4,12
	8
	4,77

	
	
	 11
	4,82
	 11
	3,61

	
	
	
	
	14
	3,27

	
	
	
	
	15
	3,57

	
	
	
	
	16
	3,53

	
	
	
	
	17
	3,31

	
	
	
	
	17,5
	3,43

	
	
	
	
	18
	3,72

	
	
	
	
	18,5
	3,78

	
	
	
	
	19
	3,75

	
	
	
	
	20
	3,66

	
	
	
	
	21
	3,62

	
	
	
	
	22
	3,83

	
	
	
	
	24
	4,44

	
	
	
	
	25
	4,67


Os três meios da Tabela contêm as concentrações máximas dos tóxicos (5 g/L de ácido acético, 1 g/L de ácido 4-hidroxibenzóico e 1 g/L de furfural), as mesmas concentrações de suplementos e glucose. O que os diferenciou foi a concentração de YNB. Concentração de 1x YNB = 6,7 g/L, 2x YNB = 13,4 g/L e 3x YNB = 20,1 g/L.  

Tabela 32: Concentrações de glucose no meio (em %) e valores de DO recolhidos durante a incubação da estirpe mãe em meios com diferentes concentrações de suplementos.

	Meio c/tóx 1x sup
	Meio c/tóx 3x sup
	Meio s/tóx 3x sup

	Tempo (dias)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (dias)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (dias)
	DO
	Glucose (%)

	0
	0,051
	10
	0
	0,051
	10
	0
	0,051
	10

	1
	0,158
	10
	1
	0,127
	-
	1
	1,73
	5-10

	1,5
	-
	
	1,5
	0,240
	5-10
	1,5
	2,15
	5-10

	2
	0,870
	
	2
	0,590
	5-10
	2
	6,81
	5

	2,5
	-
	
	2,5
	1,83
	5-10
	2,5
	6,57
	0

	3
	1,83
	
	3
	4,75
	5-10
	
	
	

	4
	3,46
	5-10
	4
	4,93
	0
	
	
	

	5
	3,67
	5-10
	
	
	
	
	
	

	6
	3,78
	2-3
	
	
	
	
	
	

	7
	3,63
	
	
	
	
	
	
	

	8
	3,57
	
	
	
	
	
	
	

	9
	3,36
	0,25-0,5
	
	
	
	
	
	

	10
	3,56
	0
	
	
	
	
	
	


Os dois meios com tóxicos na Tabela contêm as concentrações máximas dos tóxicos e o meio sem tóxicos não contém nenhum dos compostos. Ao primeiro meio foram adicionadas as concentrações recomendadas de suplementos: 80 mg/L de metionina, 80 mg/L de histidina, 80 mg/L de uracilo e 160 mg/L de leucina. No 2º e 3º meio, triplicou-se as concentrações de suplementos adicionadas. 
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Tabela 33: Concentração da glucose do meio (em %) e DO recolhidas durante a incubação das estirpes Δtor1, Δgln3, Δput4, Δaro4 e Δpro1.

	Δtor1
	Δgln3
	Δput4
	Δaro4
	Δpro1

	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)

	0
	0,05
	100
	0
	0,053
	10
	0
	0,053
	10
	0
	0
	10
	0
	0,058
	10

	30
	0,111
	5-10
	26
	0,166
	10
	23
	0,74
	10
	23
	23
	
	23
	0,057
	

	48
	0,22
	5-10
	48
	0,223
	
	48
	1,72
	5-10
	48
	48
	
	48
	0,052
	5-10

	73
	0,74
	5-10
	73
	3,37
	5-10
	66
	3,58
	
	66
	66
	
	66
	0,12
	

	78
	1,61
	3-5
	89
	3,68
	5-10
	71
	3,57
	5-10
	71
	71
	5-10
	71
	0,1
	

	96
	5,73
	3
	94
	3,73
	
	95
	3,45
	
	95
	95
	
	95
	0,12
	5-10

	121
	5,9
	0
	115
	3,71
	5-10
	143
	3,05
	
	143
	143
	
	143
	0,13
	5-10

	
	
	
	121
	3,69
	5-10
	161
	3,08
	
	161
	161
	5-10
	161
	0,127
	5-10

	
	
	
	142
	3,7
	
	191
	2,72
	5-10
	191
	191
	5-10
	191
	0,146
	

	
	
	
	145
	3,69
	
	215
	2,67
	
	215
	215
	5-10
	215
	0,18
	

	
	
	
	167
	4,23
	5-10
	231
	2,56
	
	231
	231
	
	231
	0,35
	5-10

	
	
	
	194
	4,5
	5-10
	255
	2,43
	
	255
	255
	
	255
	2,01
	

	
	
	
	209
	4,61
	
	303
	2,4
	5-10
	303
	303
	
	279
	4,67
	

	
	
	
	212
	4,7
	5
	328
	2,3
	
	328
	328
	5-10
	304
	5,17
	0

	
	
	
	235
	4,83
	5
	347
	2,28
	5-10
	347
	347
	5-10
	
	
	

	
	
	
	241
	4,67
	
	371
	2,33
	
	371
	371
	
	
	
	

	
	
	
	262
	4,61
	3
	399
	2,28
	5-10
	399
	399
	
	
	
	

	
	
	
	288
	4,76
	1-2
	423
	2,23
	
	423
	423
	5-10
	
	
	

	
	
	
	312
	4,9
	0
	447
	2,23
	5-10
	447
	447
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	471
	2,23
	
	471
	471
	5-10
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	495
	2,23
	5-10
	495
	495
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	519
	2,23
	
	519
	519
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	543
	2,23
	
	543
	543
	5-10
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	567
	2,23
	5-10
	567
	567
	5-10
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	591
	2,23
	5-10
	591
	591
	5-10
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	615
	2,23
	
	615
	615
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	639
	2,23
	
	639
	639
	5-10
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	663
	2,23
	
	663
	663
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	687
	2,23
	5-10
	687
	687
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	711
	2,23
	5-10
	711
	711
	5-10
	
	
	


Tabela 34: Concentração da glucose do meio (em %) e DO recolhidas durante a incubação das estirpes Δrim101, Δvma1, Δaif1 e Δfis1.

	Δrim101
	Δvma1
	Δaif1
	Δfis1

	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)

	0
	0,051
	10
	0
	0,052
	10
	0
	0,054
	10
	0
	0,053
	10

	15
	0,118
	
	15
	0,051
	
	23
	0,49
	5-10
	23
	0,054
	

	23
	0,213
	5-10
	23
	0,059
	
	48
	1,85
	5-10
	48
	0,054
	5-10

	39
	0,76
	5-10
	39
	0,089
	5-10
	66
	4,05
	
	66
	0,055
	5-10

	48
	2,79
	5-10
	48
	0,135
	5-10
	71
	4,1
	3-5
	71
	0,049
	5-10

	64
	4,78
	
	64
	0,181
	5-10
	95
	3,88
	2-3
	95
	0,049
	

	71
	4,89
	3-5
	71
	0,28
	5-10
	143
	3,32
	
	143
	0,049
	

	95
	4,87
	0
	95
	2,31
	
	161
	3,35
	2-3
	161
	0,05
	5-10

	
	
	
	111
	2,68
	5-10
	191
	2,89
	2-3
	191
	0,04
	

	
	
	
	118
	2,74
	
	215
	2,92
	2-3
	215
	0,054
	5-10

	
	
	
	142
	2,92
	
	231
	2,8
	
	231
	0,054
	

	
	
	
	166
	3
	3-5
	255
	2,81
	
	255
	0,054
	5-10

	
	
	
	190
	3,11
	
	303
	2,74
	2-3
	303
	0,07
	5-10

	
	
	
	213
	3,26
	3-5
	328
	2,68
	2-3
	328
	0,05
	

	
	
	
	236
	3,06
	3-5
	347
	2,7
	2-3
	347
	0,043
	

	
	
	
	284
	2,2
	3-5
	371
	2,71
	
	371
	0,054
	5-10

	
	
	
	311
	2,08
	3-5
	399
	2,77
	
	399
	0,054
	

	
	
	
	338
	1,98
	3-5
	471
	2,86
	2-3
	471
	0,054
	

	
	
	
	361
	2,01
	
	495
	2,7
	
	495
	0,07
	5-10

	
	
	
	409
	1,84
	
	519
	2,71
	2-3
	519
	0,05
	

	
	
	
	438
	2,18
	3-5
	543
	2,77
	2-3
	543
	0,043
	

	
	
	
	454
	2,12
	3-5
	567
	2,86
	2-3
	567
	0,054
	5-10

	
	
	
	459
	2,48
	3-5
	591
	2,7
	
	591
	0,054
	

	
	
	
	474
	2,27
	3-5
	615
	2,71
	2-3
	615
	0,054
	

	
	
	
	497
	2,03
	3-5
	639
	2,77
	
	639
	0,07
	5-10

	
	
	
	523
	2,52
	3-5
	663
	2,86
	2-3
	663
	0,07
	

	
	
	
	547
	2,27
	3-5
	687
	2,77
	2-3
	687
	0,05
	5-10

	
	
	
	571
	2,03
	
	711
	2,86
	2-3
	711
	0,043
	5-10

	
	
	
	595
	2,52
	3-5
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	619
	2,27
	3-5
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	643
	2,03
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	667
	2,52
	3-5
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	691
	2,27
	3-5
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	715
	2,52
	3-5
	
	
	
	
	
	

	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)

	Δrim101
	Δvma1
	Δaif1
	Δfis1


(Continuação da Tabela 34)

Tabela 35: Concentração da glucose do meio (em %) e DO recolhidas durante a incubação das estirpes Δsod2, Δzwf1, Δadh6 e Δhsp26.

	Δsod2
	Δzwf1
	Δadh6
	Δhsp26

	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)

	0
	0,054
	10
	0
	0,055
	10
	0
	0,046
	10
	0
	0,044
	10

	15
	0,075
	
	15
	0,065
	
	26
	0,208
	5-10
	26
	0,217
	

	23
	0,076
	
	23
	0,067
	
	48
	0,428
	5-10
	48
	0,276
	5-10

	39
	0,095
	5-10
	39
	0,067
	5-10
	73
	2,96
	5-10
	73
	3,19
	5-10

	48
	0,156
	5-10
	48
	0,079
	5-10
	89
	3,95
	
	89
	3,95
	5-10

	64
	0,323
	5-10
	64
	0,081
	
	94
	4,01
	5
	94
	3,53
	

	71
	1,08
	
	71
	0,081
	
	115
	3,92
	3-5
	115
	3,47
	

	95
	4,89
	5-10
	95
	0,085
	
	145
	4,18
	3-5
	145
	3,1
	3-5

	111
	4,72
	
	111
	0,08
	5-10
	167
	4,06
	
	167
	3,02
	

	118
	4,91
	1-2
	118
	0,105
	5-10
	209
	3,89
	0
	194
	3,75
	1-2

	142
	5,01
	0
	142
	0,095
	5-10
	
	
	
	218
	3,9
	0

	
	
	
	166
	0,148
	5-10
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	190
	0,158
	5-10
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	213
	0,266
	5-10
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	236
	1,76
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	284
	3,10
	5-10
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	311
	3,13
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	338
	3,25
	3-5
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	361
	3,32
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	409
	3,78
	0
	
	
	
	
	
	


Tabela 36: Concentração da glucose do meio (em %) e DO recolhidas durante a incubação das estirpes Δhog1, Δtps1, Δnth1, Δhsp12.

	Δhog1
	Δtps1
	Δnth1
	Δhsp12

	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)
	Tempo (h)
	DO
	Glucose (%)

	0
	0,05
	10
	0
	0,05
	10
	0
	0,05
	10
	0
	0,05
	10

	24
	0,221
	5-10
	24
	0,243
	5-10
	24
	0,126
	
	24
	0,197
	

	48
	2,06
	5-10
	48
	4,66
	5
	48
	2,64
	5-10
	40
	0,45
	

	72
	3,9
	3-5
	72
	4,71
	
	72
	3,28
	5-10
	47
	0,57
	5-10

	96
	4,82
	2-3
	96
	4,95
	2-3
	96
	3,92
	5
	65
	3,92
	5-10

	120
	4,75
	0
	120
	4,8
	1
	120
	3,91
	2
	70
	4,23
	5

	
	
	
	144
	4,82
	0
	144
	4,47
	0
	89
	4,3
	5

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	119
	4,17
	3-5

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	137
	4,08
	3-5

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	162
	3,62
	3-5

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	167
	3,55
	3-5

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	185
	3,76
	3-5

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	208
	3,77
	2

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	232
	3,67
	1-2

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	237
	4,05
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	286
	3,89
	0,5-1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	303
	3,88
	0,1-0,25

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	310
	4,05
	0,1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	327
	3,91
	0


Sod1p


Sod2p





Zwf1p





pH 5





pH





100 µl glucose 10%





t





Volume conhecido de NaOH
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