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RESUMO

Em um contexto de mudangas climaticas potencializadas pela agdo antropica, o
desenvolvimento de modelos alternativos de producdo ¢ cada vez mais necessario,
especialmente no que tange a reducdo do uso de combustiveis fosseis, responsaveis pela
liberacdo de grandes quantidades de gases estufa anualmente na atmosfera. Uma das
alternativas promissoras para substituir os combustiveis fosseis ¢ o etanol, que libera volumes
menores de didoxido de carbono ao ser queimado em motores a combustao, quando comparado
a gasolina. No Brasil, a maior parte do etanol ¢ de primeira geragdo, produzido,
majoritariamente, de cana-de-agucar, pratica que leva a degradagdo de ecossistemas para a
expansdo de terras agricultaveis, um problema ambiental grave. Nesse contexto, a crescente
demanda por fontes energéticas mais sustentdveis impulsiona a busca por microrganismos
capazes de converter biomassa lignoceluldsica em biocombustiveis. A levedura Candida
maltosa UFV-1, isolada de solo, apresenta potencial biotecnolégico, uma vez que ¢
caracterizada por sua tolerancia a inibidores encontrados em hidrolisados lignoceluldsicos e
capacidade de metabolizar pentoses para a producao de lipidios. Entretanto, ndo se conhece
sua capacidade de produzir etanol, o que a tornaria uma plataforma promissora para a
produgdo de etanol de segunda geracdo. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a
ocorréncia do Efeito Crabtree — fendmeno metabolico no qual a fermentagdo alcoolica ¢é
favorecida mesmo na presenga de oxigénio, geralmente induzida por altas concentragdes de
glicose — em C. maltosa UFV-1. Foram realizados cultivos em biorreatores com diferentes
concentragdes de glicose, acompanhados por andlises de crescimento celular, produgio de

etanol e consumo de substrato.

Palavras-chave: fermentacdo, respiragdo, biorreatores, metabolismo
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1. INTRODUCAO

Durante grande parte da historia, as sociedades estruturaram-se em torno de elementos
religiosos, culturais e politicos, majoritariamente. Eventos como o surgimento das religides
monoteistas abradmicas, o Renascimento europeu, o Florescimento Cultural Chinés durante a
Dinastia Ming, a Revolucao Francesa, entre outros marcos historicos, foram pivotantes para a
defini¢do das sociedades (DeLong, 2000). Entretanto, no século XX, com a revolugao
industrial e a rapidez das transformacdes comerciais, os modelos econdmicos passaram a
ocupar uma posi¢cdo de destaque em diferentes sociedades. Essa mudanga de perspectiva foi
acompanhada de uma intensificagdo da exploracdo de recursos naturais e da degradagdo de
ecossistemas para desenvolvimento de atividades econdmicas em um ritmo intenso. Nas
ultimas duas décadas, o consumo global aumentou cerca de 8 vezes (Lamba et al. 2024).
Prevé-se, ainda, que, até 2050, o uso de recursos naturais serd trés vezes maior (Upadhyay &

Arvind, 2021), o que aumenta a busca por plataformas mais sustentdveis de producao.

Neste contexto, surge o conceito de economia circular, um contraponto ao modelo
tradicional de economia linear que segue a sequéncia ‘“extrair-produzir-descartar” (Ness,
2008). Processos que seguem a economia circular procuram, por meio da valorizacdo de
subprodutos de outros processos industriais, manter o desenvolvimento econdmico
concomitante a reducdo dos possiveis impactos ambientais (Kok et al., 2017), reduzir a
exploragdo e aumentar o reuso, a reciclagem (Kirchherr, 2017), de forma a criar um sistema
que se sustenta sem grandes danos ambientais. A redu¢do do uso de combustiveis fosseis €
um fator essencial para a redugdo dos impactos gerados pelas atividades humanas, dada a sua
elevada emissdo de gases estufa, o que impulsiona a busca por fontes energéticas mais

sustentaveis (Soeder et al., 2020).

Bioetanol ¢ um dos principais tipos de combustiveis renovaveis que podem substituir,
mesmo que parcialmente, combustiveis fosseis, como a gasolina (Dos Santos et al., 2016).
Analisando-se o Indice de Intensidade de Carbono (CII), o etanol derivado de milho emite
75,97 g de CO,/MJ , enquanto o que deriva de cana-de-agucar libera 56,66 g de CO,/MJ.
Quando comparado a gasolina (95,86 g de CO,/MJ), o uso de bioetanol apresenta uma
emissdo reduzida de gases que intensificam o efeito estufa (Dos Santos et al., 2016). O etanol
pode ser classificado em trés categorias: de primeira geragdo, baseado em culturas
alimentares; de segunda geragdo, produzido a partir de biomassas lignoceluldsicas; terceira,

que se baseia em biomassas microbianas. A producao de etanol no Brasil tem inicio na década
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de 30, mas aumenta consideravelmente a partir de 1975, quando o Programa Nacional do
Alcool foi implementado como uma resposta as flutuagdes do petroleo (Stolf, 2020). Além do
aperfeigoamento tecnologico para a produgdo de etanol, o volume da producdo tem crescido
rapidamente: em 1981, eram cerca 5 milhdes de metros ctbicos; em 2000, aproximadamente
10,5 milhdes de m?’; em 2020, 32,7 milhdes de m’ e prevé-se que, em 2048, o mercado
brasileiro de etanol sera de 47,1 milhdes de m* (UNICA Historico de Produgdo e Moagem Por
Produto, Dados de Produgdo; De Oliveira Gongalves, 2023). Segundo a Agéncia Nacional de
Petroleo (ANP), em 2024, 90,85% da producdo de etanol se baseia em cana-de-acuUcar,
enquanto o bagago, um tipo de etanol de segunda geracdo, representa apenas 0,08% da
produgdo, uma vez que grande parte dos microrganismos ndo metaboliza pentoses, agucares
abundantes em tais materiais, de forma eficiente. Assim, a prospeccdo de microrganismos
capazes de produzir etanol a partir de subprodutos lignocelulésicos e consumir, de forma
eficaz, pentoses, ¢ uma alternativa promissora para que se aumente a producdo de etanol de

segunda geracdo, representando um modelo mais sustentavel de produ¢do de combustiveis.

A producdo de etanol por microrganismos, especialmente por leveduras como
Saccharomyces cerevisiae, ¢ um processo bioquimico amplamente explorado na industria de
biocombustiveis e na industria de alimentos ha muitas décadas. Uma das caracteristica de
leveduras eficientes na producdo de etanol, como S. cerevisiae, ¢ sua capacidade de, em
condi¢des de alta disponibilidade de glicose, apresentar o Efeito Crabtree que consiste na
repressao da respiracdo pela glicose, com a ocorréncia da fermentagdo mesmo na presenga de
oxigénio. Esse fenomeno estd relacionado a mecanismos de regulacdo metabdlica
relacionados a sobrecarga do sistema respiratorio e favorecimento da rapida geragdo de
energia, resultando em maior produtividade fermentativa. Assim, o entendimento do efeito

Crabtree ¢ essencial para otimizar processos industriais e selecionar microrganismos com

maior potencial biotecnolédgico para producao de etanol.

A levedura Candida maltosa UFV-1, isolada de amostra de solo pelo Laboratorio de
Fisiologia de Microrganismos, apresenta potencial de producdo de lipidios e capacidade de
crescer em hidrolisados lignocelulosicos. Essa linhagem tolera inibidores gerados durante o
pré-tratamento da biomassa, como &cido acético, furfural, hidroximetilfurfural e acido
formico, além de metabolizar xilose e glicose como fonte de carbono e energia. Tais
caracteristicas tornam-na uma plataforma promissora para a produgdo de lipidios a partir de
matérias-primas lignoceluldsicas. Além disso, ndo se sabe, a fundo, como a linhagem produz

etanol e como ela poderia ser empregada na produgdo de etanol de segunda geracdao. A
8



obtencdo de o6leo microbiano e etanol por meio dessa levedura se alinha aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentdvel da ONU, em especial ao ODS 12 e ODS 13, referentes ao
consumo ¢ producdo sustentdveis e a agdo contra a mudanca climatica global,
respectivamente. Este trabalho visa, portanto, a identificar os efeitos do aumento de glicose no

metabolismo de C. maltosa UFV-1, com foco na produgdo de etanol.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Candida maltosa

A levedura C. maltosa foi isolada pela primeira vez em 1964 pelo Laboratorio de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Ajinomoto, em Kawasaki, Japao, em um estudo
conduzido a fim de se obterem leveduras capazes de metabolizar hidrocarbonetos (Komagata
et al. 1964). Na década de 1960, houve um aumento no interesse do setor petrolifero pela
bioquimica de alcanos, principalmente associado ao uso de microrganismos para producao de
proteinas para consumo humano ou animal, o que impulsionou a prospec¢ao e caracterizagao
de organismos com tal potencial biotecnolégico, contexto no qual essa levedura foi isolada
(Mauersberger et al. 1996). Essa espécie faz parte do Reino Fungi, Subreino Dikarya, Filo
Ascomycota, Subfilo Saccharomycotina, Classe Pichiomycetes, Ordem Serinales e Familia
Debaryomycetaceae. E relevante citar que C. maltosa faz parte da Ordem Serinales,
previamente conhecida como grupo CTG, que engloba espécies nas quais o codon CUG
codifica uma serina no lugar de uma leucina (Krassowski et al. 2018).

A ordem Serinales, sobretudo o género Candida, possui representantes responsaveis
por uma série de patologias em humanos, como C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, €
C. auris (Bongomin et al. 2017), com destaque para C. tropicalis, espécie filogeneticamente
proxima a C. maltosa segundo sequenciamento de RNA ribossomal da subunidade pequena
(18s) (Ohkuma et al., 1993; Opulente, 2024). Entretanto, apesar de fazer parte desse grupo, C.
maltosa nao ¢ uma espécie clinicamente relevante para humanos (Kitamura et al. 1990; Silva
et al. 1990). Outras espécies do género, como C. utilis e C. sojae t€ém seu potencial
biotecnoldgico bem explorado e ndo sdo patogénicas (Mauersberger et al. 1996). Ainda nesse
contexto, a segurang¢a do uso industrial de C. maltosa é reforgada pelos estudos conduzidos na
antiga Unido das Republicas Socialistas Soviéticas como uma fonte alternativa de proteinas
(single cell protein) (Bauch et al. 1978; Mauersberger et al. 1996). Além disso, o fato de essa
levedura ser raramente isolada de humanos sugere que a espécie ndo faz parte do grupo de
organismos capazes de colonizar sistemas humanos (Mauersberger et al. 1996;

Chévez-Tinoco, Garcia-Ortega, ¢ Mancera, 2024).



Sendo uma espécie mesofila comumente isolada do solo, C. maltosa apresenta maior
crescimento entre 32-34 °C, mas ainda cresce a 37 °C e tolera temperaturas de até¢ 41 °C
(Nakase et al. 1972; Meyer et al. 1975). Entretanto, diferentemente do que se observa em
espécies termofilas do género, como C. albicans, C. rugosa e C. blankii, C. maltosa ndo é
capaz de crescer em temperaturas mais altas, como 47 °C. No que diz respeito ao pH, a
espécie tolera valores entre 2,5 e 6,5, sendo que a faixa ideal varia de 3,5 a 5,5 (Gradova e
Kovalsky 1978). Em condi¢des de cultivo ideais em batelada, observa-se que diferentes
linhagens de C. maltosa sao capazes de atingir velocidades especificas de crescimento
proximas a 0.55 h™' com glicose como tnica fonte de carbono e energia (Mauersberger, 1996)
sob aeracdo plena. Altos niveis de oxigenagdo sdo essenciais para o crescimento de C.
maltosa ¢ em tensdes de oxigénio gradativamente menores em cultivos, assim como em
reatores com pouca homogeneizacdo do meio de cultura, a producdo de biomassa cai
consideravelmente (Riege et al. 1989). Em situag¢des de cultivo sob limitacdes acentuadas de
oxigénio, ha uma redug¢do da incorporacdo de nitrogénio e de carbono a biomassa, assim
como um aumento da produgdo de CO,, enquanto mudangas ocasionais na pressao de
oxigénio ocasionam apenas reducdo da incorporacdo de carbono e aumento na liberacdo de
CO, (Riege et al. 1989).

Os trabalhos que discutem o metabolismo respiro-fermentativo de C. maltosa sdo
majoritariamente datados das décadas de 70 e 80 (Rober & Reuter, 1979,1984; Rober, 1985;
Schauer, 1988). Experimentos com carbono marcado mostram que a maior parte do
metabolismo de hexoses se dé pela Via das Pentoses Fosfato, que gera gliceraldeido-3-fosfato,
um intermediario comum com a via glicolitica, que culmina em piruvato, usado na sintese de
acetil-CoA ou convertido em etanol pela fermentagao alcodlica. Observa-se uma redugao de
atividade do Ciclo do Acido Tricarboxilico (CAT) que varia com a oxigenagdo e com a
hexose usada como fonte de carbono e energia, o que indica uma possivel repressao dessa via.
Além disso, a presenga de glicose no meio pode causar repressdo catabolica do ciclo do
glioxilato, gliconeogénese, e do uso de fontes alternativas de carbono (hidrocarbonetos,
acetato e etanol). Entretanto, os trabalhos trazem dificuldades na identificacdo da espécie e
ndo abordam andlises de fluxo de carbono devido as limitagdes de técnicas, o que impede o
estudo mais aprofundado do balango metabdlico em C. maltosa. Além disso, ndo foram
realizadas andlises de expressdo génica, como transcriptomica e qPCR, que permitam
identificar quais sdo as enzimas reprimidas no CAT e as maiores concentragdes de glicose

utilizadas nesses trabalhos se aproximam de 20 g/L, o que ¢ baixo segundo metodologias
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atuais de andlise do Efeito Crabtree. Portanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados a
fim de se compreender o metabolismo respiro-fermentativo de C. maltosa.

A linhagem C. maltosa UFV-1 foi isolada em 2024 pelo Laboratorio de Fisiologia de
Microrganismos de amostras de solo coletadas em Vigosa-MG. Capaz de acumular lipidios a
partir de pentoses em hidrolisados lignocelulosicos e de tolerar inibidores de crescimento
produzidos no tratamento dessa biomassa (furfural, hidroximetilfurfural, acido acético e acido
férmico), essa linhagem € uma promissora plataforma para a producdo de lipidios a partir de
subprodutos agroindustriais. Em experimentos conduzidos em laboratério durante o

isolamento, testes preliminares indicam a produgdo de etanol em hidrolisado lignocelulosico.

2.2. Metabolismo fermentativo

Em comparagdo a bactérias, que apresentam uma maior diversidade metabolica,
leveduras sao mais homogéneas no que diz respeito ao metabolismo de agucares (Van Dijken
et al., 1986; Opulente, 2024). Para gerar energia, leveduras podem usar a via respiratoria,
dependente de oxigénio, oxidativa e altamente energética; ou a via fermentativa, que produz
cerca de um décimo da energia produzida pela respiragdo aerobica (Nilsson & Nielsen, 2016).
A concentracdao de oxigénio no meio ¢é, portanto, um fator central da producdo de energia em
microrganismos e diversas estratégias surgiram ao longo da evolugado a escassez desse recurso
(Dashko et al., 2014). Leveduras podem ser classificadas em diferentes categorias de acordo
com o uso de oxigénio em seu metabolismo: aerobias obrigatorias, que dependem
exclusivamente da respiragdo aerobia; fermentativas facultativas, que podem usar ambas as
vias de metabolismo de actcar; ou fermentativas obrigatérias (Merico et al., 2007). A
capacidade de crescer em auséncia de oxigénio estd intimamente ligada a fermentag¢do, uma
vez que essa via ¢ a principal alternativa a fosforilacdo oxidativa para a oxidacdo de NADH
produzido na Via de Embden-Meyerhof-Parnas, principal fonte de ATP na fermentacao, o que
mantém o balanco redox celular (NADH/NAD+) (Pronk et al., 1996). Por outro lado, sob
condi¢des anaerodbicas, as leveduras sdo incapazes de sintetizar, por via de novo, alguns
componentes celulares, como &acidos graxos insaturados e esterois, pois algumas reacdes
dependem de oxigénio e de intermediarios produzidos em etapas da respiracdo aerdbica
sobretudo do CAT (Dashko et al., 2014). Por outro lado, uma das espécies mais exploradas
como respiro-fermentativa € Kluyveromyces lactis, levedura capaz de crescer manter o
metabolismo respiratorio e fermentativo simultaneamente, capazes de produzir etanol a 0,83

g/L em experimentos de pulso de glicose em aerobiose (Kiers, 1988).
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Dentre as caracteristicas que consolidam Saccharomyces cerevisiae como o
microrganismo mais utilizado em processos fermentativos, estdo a sua capacidade de produzir
grandes quantidades de etanol sob condigdes aerdbias e sua elevada tolerancia a esse alcool e
a concentragdes elevadas de agucares no meio, que representam condigdes de estresse
osmotico (Parapouli, 2020). Em contraste, algumas leveduras ndo apresentam a mesma
robustez frente aos estresses gerados em processos fermentativos industriais. Em C. albicans,
por exemplo, uma das respostas ao estresse osmotico envolve o aumento da expressao de
genes relacionados a sintese de glicerol e trealose (Alvarez-Peral, 2002; Rodaki, 2009). Esses
compostos atuam como solutos compativeis, equilibrando o gradiente osmético entre o citosol
e o0 meio externo (Brown, 1978), além de exercer fungdes adicionais, como a regeneracao de
cofatores reduzidos na glicélise (Nordstrom, 1966). O metabolismo de glicerol em leveduras
se inicia com a fosforilagdo da glicose a glicose-6-fosfato pela hexocinase, onde segue, pela
via glicolitica, até dihidroxicetona-fosfato (Scanes et al., 1998). Existe uma interconversao
entre esse composto ¢ o gliceraldeido-3-fosfato pela triose fosfato isomerase, enzima com
maior afinidade pela fosfato de dihidroxicetona, o que leva a uma maior presenca de
gliceraldeido-3-fosfato que segue na via glicolitica, e posteriormente na via fermentativa
(Scanes et al., 1998). As moléculas de dihidroxicetona-fosfato restantes sdo convertidas a
glicerol-3-fosfato em uma reacdo reversivel catalisada pela glicerol-3-fosfato desidrogenase e,
por fim, glicerol ¢ formado através da glicerol cinase (Albertyn, Van Tonder & Prior, 1992).
Segundo Rodaki (2009), em meios de cultura suplementados com 1% de glicose foi
observado aumento da expressdo de genes envolvidos na sintese de trealose, em comparacao
ao controle, o que evidencia a sensibilidade de C. albicans a concentragdes mais elevadas de
glicose. Essa resposta estd associada a uma maior resisténcia a outros tipos de estresse, como
o oxidativo, e a antifingicos. Em Nakaseomyces glabrata (previamente C. glabrata) e C.
parapsilosis, altas concentragdes desse aglicar resultam, respectivamente, em menor € maior
formagdo de biofilme, o que evidencia a diversidade de respostas de espécies do género frente
ao estresse osmotico (Pereira, 2015; Ng, 2016). No que diz respeito a tolerancia ao etanol, C.
albicans, uma levedura capaz de fermentar glicose a etanol (Casey & Ingledew, 1986;
Juroszek et al., 1987), ¢ inibida em concentragdes proximas a 5% (Zeuthen, 1988), enquanto

S. cerevisiae pode suportar valores proximos a 21% (Casey & Ingledew, 1986).

A familia das oxidorredutases, um grupo de enzimas responsaveis por mediar reagdes
redox, € encontrada em praticamente todos os dominios da vida e participa de processos

bioldgicos e ecologicos complexos (Ekeoma, 2023). Dentre essas proteinas, as alcool
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desidrogenases (E.C. 1.1.1.1) se destacam como enzimas frequentemente presentes em
procariotos e eucariotos, responsaveis por reduzir NADH ou NADPH ao catalisar a
interconversao entre alcoois, aldeidos e cetonas (Escobosa et al., 2011). Além de ocuparem
papel importante na manutengdo do equilibrio redox e na recuperagao de transportadores de
elétrons reduzidos, os compostos produzidos nessas reagdes possuem fungdo ecoldgica

relevante nos nichos ocupados pelas espécies (Piskur, 2006).

As alcool desidrogenases podem ser divididas em trés grupos principais: as de cadeia
média, as de cadeia curta e as dependentes de ferro (Reid et al., 1994). Grande parte dos
organismos apresenta diversas ADHs com funcdes bioldgicas que dificilmente podem ser
distinguidas (Ismaiel et al., 1993). Dentre elas, as de cadeia média sdo as mais estudadas
(Brindén et al., 1975; Yokoyma et al., 1990; Sun & Plapp, 1992). Essas enzimas apresentam
ions de zinco em seu sitio ativo, essenciais para estabilidade estrutural e catalise, e podem
assumir duas conformagdes principais: diméricas, comuns em plantas superiores € mamiferos,

ou tetraméricas, mais abundantes em bactérias e leveduras (Korkhin et al., 1998).

Um exemplo classico da importancia fisioldgica dessas enzimas pode ser observado
em Saccharomyces cerevisiae, onde diferentes copias de ADHs estdo diretamente
relacionadas ao metabolismo fermentativo e, consequentemente, ao fenotipo
Crabtree-positivo, o que as configura como bons alvos de estudo para o fendtipo. Em S.
cerevisiae foram identificados trés genes de ADHs com fungdes bem caracterizadas: ADH 1,
expressa na presenga de glicose e responsavel pela reducao de acetaldeido a etanol (Denis et
al., 1983); a ADH II, expressa apds o consumo de glicose no meio, agindo na oxidagao de
etanol como fonte de carbono e energia (Ciriacy, 1975); e, por fim, a ADH III, que atua na
mitocondria, catalisando a conversdo de acetaldeido a etanol e contribuindo para o balango
redox mitocondrial em condi¢des anaerobias (Bakker, 2000). De forma semelhante, em C.
maltosa foram descritos trés genes que codificam alcool desidrogenases: Cmadhl e Cmadh2a,
com funcdes andlogas as ADHs I e II de S. cerevisiae, respectivamente, € Cmadh2b, cuja
funcdo ¢ pouco estudada (Yuping et al., 2010). Em algumas leveduras Crabtree-negativas,
como Yarrowia lipolytica, as éalcool desidrogenases s3o utilizadas exclusivamente para o
consumo oxidativo de etanol, uma vez que nao catalisam a produgdo de etanol, mesmo em

anaerobiose (Gatter, 2016).

J4

Outra enzima imprescindivel para o metabolismo fermentativo € a piruvato

descarboxilase (EC 4.1.1.1). Essa enzima ¢ responsavel pela descarboxilagdo nao oxidativa do
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piruvato a acetaldeido e CO,, etapa que precede a redugdo do acetaldeido a etanol ou a acido
acético pela alcool desidrogenase ou pela acetaldeido desidrogenase, respectivamente. A
piruvato descarboxilase ¢ dependente de tiamina pirofosfato (TPP) como cofator, o que leva a
formagdo de um intermediario denominado acetaldeido ativo (Flickweert, 1996). Em S.
cerevisiae, foram identificados trés genes estruturais que codificam piruvato descarboxilases:
ScPDC1, ScPDCS5 e ScPDC6. Enquanto PDC1 e PDCS5 s3o essenciais para o consumo de
glicose, PDC6 parece estar relacionado ao metabolismo de agucares ndo fermentaveis
(Hohmann, 1991). Em um contexto industrial, o aumento de expressdo dos genes
relacionados a piruvato descarboxilase estd relacionado a produgdo de R-fenilacetilcarbinol
(R-PAC), precursor quiral da sintese quimica de epinefrina e pseudoefedrina (Chen, 2005).
No género Candida, a quantidade de genes estruturais que codificam piruvato descarboxilases
varia de acordo com a espécie. N. glabrata apresenta duas copias CgPDCI e CgPDC5 de
genes para a PDC (Iosue, 2023) e, em C. albicans foi identificado, por homologia, apenas um
gene para a PDC, CaPDCI (Braun, 2005). Além disso, em trabalhos ndo publicados, as
sequéncias de aminoacidos de genes relativos a dalcool desidrogenase e piruvato
descarboxilase, provenientes de diversas espécies do Reino Fungi, foram obtidas do UniProt
(UniProt, 2025) e usadas na constru¢ao de perfis de¢ HMM (Hidden Markov Model) pelo
hmmer (Finn et al., 2011). Esses modelos foram usados para varrer o proteoma previsto de C.
maltosa UFV-1 a fim de se identificarem quais sdo os genes, bem como suas copias,
relacionados a essas enzimas. Foram identificados 4 possiveis genes correspondentes a PDC e

10 genes correspondentes a ADH.

2.3.  Efeito Crabtree

Descrito em 1929, o Efeito Crabtree foi, primeiramente, observado ao se estudar o
metabolismo de células tumorais, que produzem lactato na presenca de oxigénio (Crabtree,
1929), sendo que ficou posteriormente conhecido como efeito Warburg. Apenas em 1948 foi
constatado que o metabolismo de glicose em S. cerevisiae, mesmo em aerobiose, se dava por
fermentagdo alcoolica (Swanson & Clifton, 1948) e, a partir desse momento, esse conceito
passou a ser utilizado na microbiologia. Por muitos anos, o Efeito Pasteur, inibicdo da via
fermentativa pela respiragdo aerdbia, foi central nos estudos fisiolégicos de microrganismos
(Slonimsky, 1956). Assim, com os estudos em S. cerevisiae, o Efeito Crabtree também passou

a ser conhecido como “contra-efeito Pasteur”, uma vez que podem ser vistos como contrarios.
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Nesse contexto, as leveduras sdo classificadas como Crabtree-positivas, caso sejam capazes
de fermentar na presenca de oxigénio; respiro-fermentativas, caso usem ambas as vias
fermentativas e oxidativa em aerobiose, a depender da concentragdao de substrato; ou
Crabtree-negativas, que s6 usam a via oxidativa na presenga de oxigénio (Pffeifer & Morley,
2014; Hanegraaf et al., 2000). Outro metabolito associado ao metabolismo fermentativo € o
acetato, formado a partir do acetaldeido na reagdo catalisada pela acetaldeido desidrogenase,
na qual ocorre a sua conversao em acido acético (Papapedritis, 2016), o que pode ser usado

como indicador de aumento do fluxo pelas vias fermentativas.

O Efeito Crabtree pode ser simplificado como a “inibi¢do da respiracao por glicose”
(Sussman & Erecinska, 1980). Em leveduras que apresentam esse fenotipo, sob certas
concentragdes de glicose, que variam de acordo com a espécie, observa-se um intenso fluxo
glicolitico, o que resulta em altas concentracdes de piruvato, superiores a capacidade de acao
da piruvato desidrogenase (Otterstedt, 2004). Assim, ha o redirecionamento do piruvato para
a via fermentativa, na qual ¢ descarboxilado pela PDC a acetaldeido e subsequentemente
reduzido a etanol pela ADH (Malina et al., 2021). Esse uso preferencial de vias metabdlicas
menos eficientes em termos de rendimento energético, mas que permitem altas taxas de
crescimento, ¢ denominado metabolismo overflow (Molenaar et al., 2009). Segundo Pfeiffer
et al. (2001), o aumento do fluxo por essas vias, apesar do saldo energético reduzido, ¢
mantido devido a um balango entre a energia obtida e o custo de manuten¢do da maquinaria
enzimatica necessaria. Enquanto a fermentagdo depende de poucas enzimas citosdlicas (como
PDC e ADH), a respirag@o aerdbia exige a sintese de um conjunto muito maior de proteinas,
incluindo as do CAT e da cadeia transportadora de elétrons. Como o pool proteico celular ¢
limitado, em condicdes de crescimento rapido, a fermentacao representa uma estratégia mais
economica em termos de alocacdo de recursos celulares (Malina et al., 2021; Nilsson &
Nielsen, 2016). Diversos estudos de modelagem metabolica confirmam que, em ambientes
ricos em glicose, o metabolismo overflow pode ser mais vantajoso que o oxidativo, pois
maximiza a taxa de produgdo de ATP por proteina investida (Chen & Nielsen, 2019;

Molenaar et al., 2009; Sanchez et al., 2017).

O efeito Crabtree em leveduras pode ser classificado em duas modalidades: short-term
e long-term, que resultam em um mesmo fendtipo, porém mediados por mecanismos distintos
(Hagman et al., 2014). O Efeito Crabtree short-term consiste na rapida mudanca do
metabolismo oxidativo para o fermentativo, em condi¢des aerdbias, apos a adicao de grandes

quantidades de glicose a leveduras cultivadas em limitacdo nutricional (Pronk et al., 1996).
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Estudos com Saccharomyces uvarum mostraram que esse ¢ um efeito agudo, decorrente da
regulagdo enzimatica e do metabolismo overflow frente a limitada capacidade respiratoria
celular, e ndo de reducdes da fungdo mitocondrial (Petrik et al., 1983). Além disso, o acumulo
de intermediarios da via glicolitica, como hexoses-fosfato, exerce papel central na resposta
rapida a alta disponibilidade de glicose (Rosas Lemus et al., 2018). Por outro lado, o Efeito
Crabtree long-term ¢ observado em cultivos continuos sob quimiostato, quando taxas
crescentes de dilui¢do levam a uma transi¢ao progressiva do metabolismo oxidativo para o
fermentativo. Esse processo reflete adaptagdes mais lentas, evidenciadas pela diminui¢ao da
quantidade de citocromos mitocondriais e pela consequente reducdo da atividade respiratoria
(Petrik et al., 1983). Os mecanismos moleculares que sustentam o Efeito Crabtree ainda nao
sdo totalmente compreendidos (Martinez-Ortiz, 2019), mas ha evidéncias de que a regulagao
da captagdo e do fluxo de glicose desempenha papel central. Essa regulagdo ocorre, em parte,
por meio do controle transcricional dos transportadores de hexose, modulados por proteinas
sinalizadoras como a quinase Snfl (Martinez-Ortiz, 2019), sendo apontada como um dos
principais mecanismos envolvidos no fendtipo (Huberts, Niebel & Heinemann, 2012). Em S.
cerevisiae, conforme a Figura 1, a repressdo das vias oxidativas depende de trés elementos
centrais: a hexocinase Hxk2, a cinase Snfl e a proteina repressora Migl. Hxk2 ¢ uma enzima
com duas agdes cataliticas, uma vez que age como enzima da via glicolitica ao fosforilar
glicose a glicose-6-fosfato e como fator de transcri¢do no nucleo, ao formar o complexo
Hxk2-Migl (Klein et al., 1998). Em presenca de glicose, tal complexo age como repressor
dos genes da respiragdo e, portanto, tem um papel central no Efeito Crabtree. Em baixas
concentragdes de agucar, o residuo 210 de treonina no sitio catalitico da proteina Snfl ¢
fosforilado por uma cinase (Sakl, Tos3 ou Elm) e a proteina se torna uma cinase ativa, que
altera o estado de fosforilacdo de Migl e reduz sua afinidade pelo DNA, o que alivia a

repressao dos genes e reativa a via oxidativa (Vega et al., 2016).

Sob um viés evolutivo, espécies Crabtree-positivas provavelmente surgiram em
consondncia com as angiospermas, plantas que apresentam flores e frutos, microambientes
ricos em agucares (Piskur, 2006). Essa hipdtese ¢ reforcada pelo fato de que o evento de
Duplicagdo Completa do Genoma (Whole Genome Duplication — WGD), que aumentou a
capacidade de captagdo de glicose em leveduras pela duplicacdo de transportadores (Liti &
Louis, 2005; Merico et al., 2007), coincide com o periodo de diversificacdo das angiospermas
(Wing & Boucher, 1998). Além disso, a duplicagdo da ADH em duas enzimas, Adhl e Adh2,

também € vista como um marco importante na evolucao do Efeito Crabtree.
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Nesse contexto, a hipdtese do comportamento “make-accumulate-consume” (MAC)
propde que esse fendtipo foi essencial para o aumento da competitividade de espécies
Crabtree-positivas: em ambientes ricos em agucar, o metabolismo fermentativo permite um
consumo mais rapido de glicose do que a via oxidativa, uma vez que nao ¢ limitado pelo
elevado custo de sintese da maquinaria proteica; além disso, essas espécies usam sua
resisténcia ao etanol produzido e sua capacidade de oxida-lo posteriormente para se manterem

no ambiente (Piskur, 2006).

Outra teoria sobre o surgimento de leveduras Crabtree-positivas se baseia no trade-off
entre rendimento e taxa de producdo de ATP (rate-yield trade-off) (RYT) (Pfeiffer et al.,
2001). Segundo essa hipotese, a produgdo de ATP pode ser lenta, mas eficiente, como na
respiracdo aerobia, ou rapida, mas menos eficiente, como na fermentacao. Nesse contexto, em
ambientes sujeitos a variacdes, taxas mais rapidas de producdo de ATP, ainda que menos
rentaveis, tenderiam a ser selecionadas. Essas teorias destacam aspectos distintos do Efeito
Crabtree, a toxicidade do etanol e a velocidade de producao de ATP, e, embora nio haja
consenso, ¢ possivel que ambas tenham contribuido de forma complementar para a evolucao

desse fenotipo.

Figura 1 - Efeito Crabtree em S. cerevisiae. A figura representa o mecanismo molecular de

repressdo catabolica envolvido na inibigdo da via respiratoria por glicose em S. cerevisiae.
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OBJETIVOS
3.1.  Objetivo geral

Avaliar o metabolismo fermentativo em C. maltosa UFV-1.

3.2.  Objetivos especificos

e Observar o crescimento de C. maltosa UFV-1 em meio minimo com glicose;

e Analisar o consumo de glicose e a producado de etanol por C. maltosa UFV-1 em
biorreator;

e Avaliar se pulsos de glicose promovem o efeito Crabtree short-term em C. maltosa
UFV-1;

e (Calcular parametros fermentativos para C. maltosa UFV-1 antes e apds o pulso de

glicose.

MATERIAL E METODOS

4.1. Manutengao ¢ ativagao das culturas

A levedura Candida maltosa UFV-1 foi mantida em ultrafreezer a -80 °C em meio
composto por extrato de levedura 0,5% (m/v), peptona 0,5% (m/v), e glicerol 50% (v/v).
A cultura também foi mantida em meio YPD agar, composto por extrato de levedura 1%
(m/v), peptona 2% (m/v), D-glicose 2% (m/v) e agar 2% (m/v).

4.2.  Meios e condigdes de cultivo

Os meios de cultura usados nos experimentos foram: YPD — extrato de levedura 0,5%
(m/v), peptona 2% (m/v) e D-glicose 2% (m/v) e Yeast Nitrogen Base (YNB) [0,67%
(m/v)] adicionado a D-glicose 2% (m/v). Para os cultivos de C. maltosa UFV-1, a cultura
foi ativada em 100 mL do meio usado para os cultivos em frascos Erlenmeyer de 250 mL

e mantidos em shaker a 30 °C e 200 rpm.
4.3.  Cultivo em biorreator

Os cultivos foram realizados em biorreatores de bancada de 1.3 L (BioFlo/CelliGen
115, Eppendorf, Alemanha) em meio YNB suplementado com cloranfenicol (200 mg/L).
Como condig¢des de cultivo, foram mantidas as condigdes operacionais de 31 °C, 400 rpm

e antiespumante em concentracao final de 400 puL/L, sob aeracdo a fim de se manter um
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nivel de oxigénio dissolvido acima de 30%. O indculo foi ajustado para densidade Optica a
600 nm (DOgypnm) de 0,2. Nas primeiras dez horas de cultivo, foram coletadas amostras
para analise de DOgy,, € quantificacdo de agucares, etanol, glicerol e citrato por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Além disso, também foram coletadas
amostras apos 24, 48, 72 e 96 h de cultivo. Para avaliar o metabolismo fermentativo, os
cultivos foram realizados em biorreatores de bancada sob as mesmas condi¢des descritas
com alteracdo do volume de trabalho para 600 mL. Apds 12 h de cultivo, foi adicionada
de solucdo de D-glicose a 720 g/L, de forma que a concentragdo de aglicar no reator fosse
ajustada para, aproximadamente, 120 g/L. Foram coletadas amostras para andlise de
DOgonm © quantificagdo de agucares, etanol, glicerol e citrato em HPLC no momento do
in6culo e apds 12; 12,5; 13; 14; 15; 16; 17, 18, 19, 20, e 36 h de cultivo. Todos os cultivos

foram realizados em duplicata.
4.4.  Quantificacdo de biomassa por gravimetria

A equacdo que correlaciona DOy, € massa seca de C. maltosa UFV-1 nas condicdes
de cultivo em biorreator descritas foi construida por gravimetria. Primeiramente, tubos do tipo
Falcon foram secos em estufa até que obteve massa constante e pesados em balanca de
precisao. Em seguida, apds atingir-se a fase de crescimento exponencial, 100 mL do cultivo
em meio YNB-Glicose [2% (m/v)] foram centrifugados a 4.000 g por 15 min; a biomassa
umida foi congelada e liofilizada até se obter peso constante. A biomassa seca foi pesada em
balanca de precisdo e ressuspendida em solugdo salina [0,85% (m/v)] estéril e usada em dez
dilui¢des seriadas. O valor de DOy para cada diluicdo foi obtido e os valores foram

correlacionados.
4.5. Quantificacdo de metabdlitos extracelulares e substrato por CLAE

As concentragdes de glicose, etanol e citrato foram determinadas por CLAE —
LC-20AT (Shimadzu, Japao) — acoplada ao detector de indice de refragdo RID-20A
(Shimadzu, Japao), bem como a uma coluna de troca i6nica Aminex HPX-87H (Coluna 300 x
7.8 mm, 9 um, Bio-Rad, Munique, Alemanha). A fase mdvel utilizada foi acido sulftrico 5
mM, em vazdo de 0,7 mL/min a 45 °C. As concentra¢des foram calculadas com base em

padrdes externos.

4.6. Parametros de crescimento
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A velocidade especifica de crescimento (u) serd determinada pelo coeficiente angular
da regressdao exponencial do grafico In(X) versus tempo (h). O rendimento etanol/glicose
maximo tedrico (0) foi calculado com base em estequiometria, considerando-se que um mol
de glicose (180 g) ¢ totalmente convertido em dois mols de etanol (92,14 g)Baseando-se nas
concentragdes de substrato e metabdlitos, foram calculados os seguintes parametros

fermentativos:
Yex= (E-ED)/(XX;) (Equacdo 1)
Y= (Ee-ED)/(G-Gr) (Equagao 2)
Y= (Xe-X)/(G-Gr) (Equacgao 3)
Eficiéncia: Yy,/0 (Equagao 4)

Sendo que X; = concentragdo inicial da biomassa (mg/mL); X = concentracao final da
biomassa (mg/mL); E; = concentra¢do inicial de etanol (g/L); Ex = concentragdo final de
etanol (g/L); G; = concentracao inicial de glicose (g/L); Gy = concentragdo final de glicose
(g/L); n = velocidade especifica de crescimento; 8 = rendimento etanol/glicose méaximo
teorico. As equagdes representam, respectivamente, o rendimento etanol/biomassa (Equagao
1); rendimento etanol/glicose (Equag¢do 2); rendimento biomassa/glicose (Equagdao 3);

eficiéncia de conversao (equagao 4).

5. RESULTADOS

5.1.  Cultivos em biorreator

Os cultivos foram realizados em duplicata e os resultados de densidade 6ptica 600 nm
foram representados em uma curva de crescimento. No cultivo inicial, foi observada uma fase
lag curta, de aproximadamente duas horas, e uma taxa de crescimento especifico média (p) de
0,5445 h'. A DOgnm final, medida apds 96 h de cultivo, foi de 12,8850, que corresponde a
uma biomassa de 4.703 g/L. Ap6s o pulso, observou-se um crescimento lento apos ajuste da
concentragdo de glicose para, aproximadamente, 120 g/L, com taxa de crescimento especifico
média de (p) de 0,0282 e uma DOgjpny, de 10,8945 apo6s 36 h de cultivo, com biomassa de
3,833 g/L (Figura 2-B).

5.2.  Analise de metabdlitos

As concentracdes de glicose, etanol, citrato e glicerol relativas a cada um dos pontos
coletados no experimento para avaliagdo do metabolismo fermentativo foram determinadas
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Glicose (g/L)

por CLAE. Apoés o ajuste da concentragdo de glicose no meio para 120 g/L, houve aumento
nas concentracdes dos metabolitos analisados, com valores finais de etanol (3,55 g/L) (Figura
2-A), citrato (0,70 g/L) e glicerol (0,73 g/L) (Figura 3) superiores aos analisados no momento
que precede o pulso de actcar (0,93 g/L de etanol; 0,07 g/L de citrato e 0,11 g/L de glicerol).

Os parametros fermentativos analisados foram representados na Tabela 1.

Figura 2 - Concentracio de glicose, biomassa e etanol nos cultivos em biorreator. 2-A) As
concentracdes de glicose estdo representadas no eixo Y a esquerda e de etanol no eixo Y a direita,
enquanto o eixo X representa o tempo do cultivo em horas. O momento do pulso de glicose ¢
representado por uma linha tracejada e seta as 12 horas de cultivo. 2-B) As concentragdes de glicose
estdo representadas no eixo Y a esquerda e de biomassa no eixo Y a direita, enquanto o eixo X
representa o tempo do cultivo em horas. O momento do pulso de glicose ¢ representado por uma linha

tracejada e seta as 12 horas de cultivo. Os desvios-padrdo de cada leitura sdo representados por barras

Pulso de glicose Pulso de glicose
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[ 1 20 ¢
0 0
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
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—eo—Glicose —=— Etanol —— Glicose —&— Biomassa

de erro.

Figura 3 - Valores de etanol, citrato e glicerol apés o pulso. A concentracdo de etanol, citrato e
glicerol sdo representados por simbolos diferentes no grafico. O eixo Y corresponde aos valores de
concentracdo (g/L), enquanto o eixo X corresponde ao tempo (h). O grafico representa apenas a

variacdo dos metabolitos apos o pulso de glicose, enquanto o valor do ponto de 12 h corresponde a
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concentracdo imediatamente antes do aumento de glicose. Os desvios-padrdo de cada leitura sdo

representados por barras de erro.

3.5

2.5

1.5

Metabolitos (g/L)

' N B
.- | & ————
0,5 ‘A —l——;-__‘f/* -

12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Tempo (h)

—&—Etanol —#— Glicerol —&— Citrato

Tabela 1 - Valores médios de paridmetros de crescimento analisados. Os valores médios de cada
pardmetro foram analisados em amostras colhidas antes e ap6s o pulso de glicose no reator. Os valores

de desvio-padrio sdo representados entre parénteses.

Antes do pulso (0 a 12 h) Apé6s o pulso (12,5 a 36 h)
n(h™)
0,54 (£0,019021) 0,03 (£0,0045)
Titulo de etanol (g/L)

0,93 (+0,5374) 3,55 (+0,6028)

Yex(E - g'X) 0,459 (£0,2583) 1,19 (x0,34)
Yes(E-g'S) 0,087 (£0,0643) 0,10 (+0,0341)
Eficiéncia (%) 17 (£0,013) 19,6 (£0,0669)
Yys(gX-g'S) 0,24 (+0,038) 0,0914 (+0,016)

6. DISCUSSAO
A velocidade especifica de crescimento (n = 0,54 h™') apresentada por C. maltosa ¢é

similar aos valores de p descritos em outros trabalhos nos quais diferentes linhagens de C.
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maltosa foram cultivadas sob elevada disponibilidade de oxigénio. Segundo Mauersberger
(1980), linhagens de C. maltosa atingiram velocidades especificas de crescimento variando de
0,55 a 0,60 h™! sob aerobiose e com glicose como unica fonte de carbono e energia. De forma
semelhante, N. glabrata apresenta | de aproximadamente 0,6 h™' em glicose, quando cultivada
a 37 °C (Ng, 2015). Por outro lado, a p apresentada por C. albicans (0,44 h™") a 30 °C foi

inferior aos valores supracitados para outras espécies do género (Rozpedowska et al., 2011).

Como o pulso de glicose foi aplicado ap6s 12 h de cultivo, quando a cultura se
encontrava em fase de desaceleracdo, ¢ possivel que os nutrientes essenciais ao crescimento
microbiano, como nitrogénio, fosforo e elementos tragos, estivessem em concentragdes muito
baixas para manter uma alta velocidade especifica de crescimento. Isto indica que o estresse
nutricional também pode ter contribuido para o crescimento mais baixo nessa condi¢do. A
mudanga no crescimento foi acompanhada por uma alteragdo na produg¢do de metabolitos,
como etanol, acido citrico e glicerol. A produgdo de etanol aumentou ap6s o pulso de glicose,
atingindo 3,55 g/L, superior a concentragcdo de 0,93 g/L obtida antes do pulso. Essa resposta a
alta disponibilidade de glicose pode ter sido em fun¢do do aumento do fluxo fermentativo,
mesmo em cultivo mantido em nivel de oxigénio dissolvido acima de 30%, o que caracteriza
um processo aerdbio, se aproximando do comportamento esperado para o efeito Crabtree
short-term. No entanto, o baixo rendimento etanol/glicose (YE/S = 0,10 g-g"),
correspondendo a uma eficiéncia de conversao de 19,6%, indica que ocorreu o metabolismo
respiro-fermentativo, mais propriamente do que o metabolismo fermentativo, tipico de
leveduras Crabtree-positivas. Em S. cerevisiae, espécie modelo para estudo de organismos
Crabtree-positivos, observa-se um rendimento etanol/glicose de, em média 0,46 g-g™!, o que
representa 90% do rendimento tedrico de conversdo, ou seja, da quantidade de etanol
produzida caso toda a glicose consumida fosse direcionada a via fermentativa (Liu, 2016).
Nesse contexto, sugere-se que C. maltosa UFV-1 seja classificada como uma linhagem
respiro-fermentativa, uma vez que a produgdo de etanol ¢ menor do que a apresentada por
leveduras Crabtree-positivas. Comparando-se esses resultados com dados da literatura, C.
maltosa UFV-1 apresenta um metabolismo respiro-fermentativo mais proximo ao de C.
albicans, que pode produzir etanol em aerobiose, mas o faz de forma menos eficiente que
leveduras Crabtree-positivas. Segundo Rozpedowska (2011), C. albicans produz cerca de 0,09
g de etanol por grama de glicose sob aerobiose. Os resultados obtidos para C. maltosa UFV-1
parecem seguir padrdo semelhante, j4 que a presenca de etanol confirma a ativagdo da

fermentagdo, mas os rendimentos reduzidos indicam que a via respiratoria foi predominante.
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Nesse sentido, C. maltosa UFV-1 ndo apresenta um fenotipo Crabtree-positivo classico, mas
se aproxima do comportamento descrito para leveduras respiro-fermentativas, nas quais a
fermentagdo ¢ fracamente ativada apenas em situacdes de excesso de glicose. Entretanto, vale
ressaltar que ndo ha consenso nem valores de parametros fermentativos que delimitam a

separacgdo entre espécies Crabtree-positivas, negativas ou respiro-fermentativas.

Um fator que pode ser limitante para a ativagdo da via fermentativa ¢ a capacidade de
transporte de glicose do meio extracelular para o citosol, primeira grande etapa do
metabolismo. Em S. cerevisiae, levedura Crabtree-positiva, ocorreu o evento de Duplicacio
Completa do Genoma (WGD) e apresenta 20 genes de transportadores de hexose (HXT), o
que propicia uma alta taxa de transporte de glicose e alto fluxo fermentativo (Rozpedowska,
2011). Em contrapartida, leveduras que se divergiram antes do WGD, como C. albicans e
Kluyveromyces lactis, apresentam uma diversidade metabolica alta e sdo mais dependentes de
oxigénio, apesar de apresentarem comportamento respiro-fermentativo. Todavia, existem
algumas espécies pré-WGD com caracteristicas semelhantes as pos-WGD, como Torulaspora
delbrueckii e T. globosa (Merico, 2007). Como ndo se conhecem os transportadores de hexose
de C. maltosa UFV-1, tampouco sua regulacdo, ¢ possivel que a taxa de transporte de glicose

seja mais baixa, o que limitaria o fluxo fermentativo.

Apos o pulso de glicose observou-se também o aumento da producao de glicerol, com
valor inicial de 0,14 g/L e final 0,70 g/L. Além de agir como osmoprotetor em contexto
intracelular, a sintese de glicerol consome poder redutor, haja vista que a enzima
glicerol-3-fosfato desidrogenase catalisa a interconversdo entre glicerol-3-fosfato e
diidroxiacetona-fosfato com gasto de elétrons, o que gera coenzimas oxidadas como um dos
produtos (Scanes, 1998) (Figura 4). O aumento na concentracdo de glicerol no meio de
cultura, mesmo que moderado, indica, portanto, outra via de regenera¢do de NAD", em

excesso de acucar.

Além da produgdo de etanol, também foi detectado aumento na concentragdo de
citrato apos o pulso de glicose (valores iniciais de 0,07 g/L e finais de 0,73 g/L). Tal aumento
pode estar associado a uma perturbacdo no balango entre a glicdlise e o ciclo do acido
tricarboxilico (CAT) em excesso de glicose. A producdo simultanea de etanol e citrato apds o
pulso de glicose, indica uma alteracdo do fluxo no CAT. No entanto, os baixos valores de
citrato excretado refletem, possivelmente, um desbalanceamento no ciclo. Em leveduras

oleaginosas, como C. maltosa, elevadas razdes C/N favorecem o actimulo de citrato no
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citosol, que posteriormente pode ser convertido em acetil-CoA para sintese de lipidios. Sob
limitacdo de nitrogénio, a enzima AMP desaminase aumenta sua atividade e catalisa a
conversao de AMP em IMP e NH3, o que causa uma reducao nos niveis de AMP. Entretanto,
resultados recentes do nosso grupo de pesquisa ainda ndo-publicados, indicam que essa
levedura, assim como outras espécies do subfilo Saccharomycotina, ndo apresenta a enzima
ATP citrato-liase (ACL), que catalisa a quebra de citrato citosolico a acetil-CoA e
oxaloacetato. Assim, o citrato acumulado ndo ¢ usado na sintese lipidica e pode, portanto, ser

excretado a fim de evitar o seu acumulo intracelular.

Figura 4 - Simplificacdo das vias metabdlicas centrais. A imagem representa pontos

metabolicos essenciais a discussdo, como a producdo de etanol e de glicerol.
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7.  CONCLUSAO

O aumento da concentragao de glicose proporcionou possivelmente um aumento do
fluxo pela via glicolitica e, consequentemente, aumento da produgao de etanol. O aumento da
producdo de glicerol, corrobora o aumento do fluxo fermentativo. Como perspectivas futuras,
espera-se identificar os genes que codificam as enzimas alcool desidrogenase e piruvato
descarboxilase em C. maltosa UFV-1 e avaliar sua expressdo em condigdes similares as
conduzidas neste trabalho. Outro desdobramento do projeto ¢ a avaliagao do Efeito Crabtree
long-term, pavimentando o caminho para estudos futuros com C. maltosa visando sua

aplica¢do mais assertiva em biorrefinarias lignoceluldsicas.
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