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Resumo

BIOENERGETICA DO PROCESSO DE BIORREDUCAO DA CETONA PRO-
QUIRAL ACETOACETATO DE ETILA. UM ESTUDO CALORIMETRICO.

Investigou-se neste trabalho o processo de biorreducdo do acetoacetato de
etila promovido por Saccharomyces cerevisiae. Para este estudo utilizou-se a técnica
de calorimetria de fluxo aliada ao monitoramento de outras propriedades associadas
ao metabolismo celular. Observou-se que, através dos experimentos aerobicos e
anaerobicos na presenga de excesso de glicose, a biorredugao pode ocorrer tanto no
citoplasma quanto na matriz mitocondrial, dependendo das condi¢cdes de aeracao do
meio. Verificou-se que quando o processo é realizado em condigcdes anaerdbicas,
este ocorre no citossol associado aos cofatores NADPH, regenerados na via pentose
fosfato. J& em condi¢cdes aerdbicas, este processo se mostrou associado ao
consumo dos cofatores NADH na matriz mitocondrial. Observou-se, também, que a
biorredugdo ocorre associada ao catabolismo da glicose (fermentativo ou
respiratério). Estudou-se também o processo de biorredu¢do na presenca de lactato
como unica fonte de energia exdégena e também na auséncia de fonte de energia
exogena. Desses experimentos nao foi possivel chegar a muitas conclusées sobre
este processo de reducdo, visto que parte do acetoacetato parece ter sido
consumido pela S. cerevisiae como fonte de energia. Assim, na auséncia de glicose,
a qual é uma fonte de energia de facil assimilagdo pela s. cerevisiae ou na presenga
de uma fonte de energia de dificil assimilagdo (lactato), o microorganismo pode

utilizar parte do acetoacetato de etila como fonte de energia.
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Abstract

BIOENERGETIC OF BIOREDUCTION PROCESS OF THE PRO-CHIRAL KETONE
ETHYL ACETOACETATE. A CALORIMETRIC STUDY.

The main objective of this work was to investigate the ethyl acetoacetate
bioreduction process by Saccharomyces cerevisiae. Flow calorimetric technique
associated with other properties directly related to the cellular metabolism was used
to monitoring the bioreduction process energetics. Aerobic and anaerobic
experiments demonstrated that the bioreduction process can ocurr into both
citoplasm and mitochondrial matrix, depending on aeration conditions. Under
anaerobic conditions, the bioreduction process occurs in the cytossol associated with
the NADPH cofactors consume from the pentose phosphate pathway. Under aerobic
conditons whith in the presence of glucose this process appears to occur in the
mitochondrial matrix associated with NADH cofator consume. It was also observed
that the biorreduction process is directly associated either fermentative or respiratory
glucose catabolism. This biorreduction process was also studied in the presence of
lactate as the only exogenous energy source and also in the complete absence of
exogenous energy source. Under those conditions, it was not possible to conclude
about the bioreduction process, since part of ethyl acetoacetate seems to be
consumed by the microorganism as a energy source. Thus, in the absense of glicose,
an energy source easily assimilable by S. cerevisiae or in the presence of an energy
source of a more difficult assimilation (lactate), the microorganism can use part of

ethyl acetoacetate as energy source.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leveduras

Leveduras sao fungos predominantemente unicelulares. Os fungos constituem
uma espécie de microorganismos de extrema importdncia, pois atuam como
decompositores primarios, constituem a maioria dos patégenos de plantas (grande
impacto econOmico), oferecem sistemas geneticamente bem desenvolvidos para
estudos de transmissao de caracteres e sdo de extrema importancia para a industria de
fermentacgéao e biotecnologia (Kreger van Rij, 1980; Bruns e col.,1991).

As leveduras, na qualidade de organismos vivos, sdo taxonomicamente’
classificadas em reinos, grupos, familias, subfamilias, etc, segundo diversas
caracteristicas que vao de morfoldgicas a genéticas. Nesse trabalho focaremos atengao
na Saccharomyces cerevisiae, levedura utilizada no estudo realizado.

A levedura Saccharomyces cerevisiae (fermento de panificagdo) é
taxondmicamente definida como pertencente ao Reino Fungi, dominio Eucariota,
género Ascoporogenous, subfamilia Saccharomycodeae (juntamente com mais 22
géneros) e familia Saccharomycetaceae (Kreger-Van Rij, 1980; Miles e col,1987).

A morfologia celular varia entre os géneros existentes, podendo ser ovais,

circulares, cilindricas, etc. (Kreger-Van Rij, 1980).

1.1.1 Estrutura Celular da Saccharomyces cerevisiae

As leveduras constituem a classe dos organismos eucariotos mais simples
existentes na natureza. Devido a sua semelhanga em alguns aspectos metabdlicos com
as células de organismos superiores, como as dos seres humanos, foram e ainda séo
extensivamente utilizadas em estudos metabdlicos, dando uma enorme contribuicdo
para o conhecimento dos processos metabdlicos e de transporte, adquiridos ao longo

de décadas de pesquisa.

" Taxonomia é uma subdrea das Ciéncias Bioldgicas na qual é realizado o trabalho de classificagdo dos organismos
Vivos.



Sua estrutura basica nao difere muito das células constituintes dos organismos
eucariotos superiores. Sao constituidas basicamente por: parede celular, membrana
plasmatica, vacuolos, reticulo endoplasmatico, nucleo, carioteca e organelas
(mitocOndria, peroxissomos, lisossomos). A seguir sdo apresentadas as fungdes
basicas de cada um desses constituintes celulares (Barnett, 1976).

A parede celular é responsavel pela morfologia celular, garantindo rigidez
estrutural e a sobrevivéncia da S. cerevisiae em diferentes condigbes osmoticas, sem
que ocorra a ruptura das células. A parede celular também tem a funcao de filtro,
limitando a entrada de moléculas grandes. Sua espessura pode variar entre 70 e maior
que 200 nm e constituem, aproximadamente, 30% do peso seco da célula. Sao
basicamente constituidas por moléculas de B-D-glucana ou manana entrelagadas e
embebidas em polissacarideos ou em glicoproteinas (Barnett, 1976).

A membrana plasmatica encontra-se interior a parede celular (espago
periplasmatico de ~10nm) constituindo uma barreira protetora cujas principais fungdes
sdo o rigoroso controle da entrada e saida de nutrientes e metabdlitos e a manutengao
das condi¢gdes intracelulares. Sua espessura € de, aproximadamente, 8 nm, e é
composta por uma bicamada de lipideos associados a proteinas intrinsecas e
extrinsecas, responsaveis por reagdes na superficie da membrana e pelo transporte,
ativo e/ou passivo mediado, de metabdlitos e nutrientes (Barnett, 1976; Voet e Voet,
1995).

O vacuolo é um espacgo preenchido com um fluido delimitado por uma simples
membrana conhecida como tonoplasto. E a maior organela celular, a qual sdo
atribuidas fungdes de regulagdo osmotica, estoque de aminoacidos, purinas, agucares,
etc. (Barnett, 1976; Voet e Voet, 1995).

O reticulo endoplasmatico ¢ um sistema complexo de duplas membranas que
encontram-se, provavelmente, associadas a todas as organelas, possuindo conexdes
com a membrana celular, com a carioteca e mitocdndrias. A maior parte desta organela,
chamada de reticulo endoplamastico rugoso, € repleto de ribossomos para a sintese de
proteinas. Ja o restante deste sistema, conhecido como reticulo endoplasmatico liso,
encontra-se sem ribossomos e é responsavel pela sintese de lipideos (Barnett, 1976;
Voet e Voet, 1995).



O nucleo é composto, entre outras espécies, por fitas de acido
desoxiribonucléico (DNA) as quais sao responsaveis por transferir as células suas
caracteristicas hereditarias. No caso dos organismo eucariotos, como a S. cerevisiae, 0
nucleo encontra-se isolado do citoplasma por uma membrana conhecida como
carioteca (Voet e Voet, 1995).

Os lisossomos sdo organelas que possuem de 0,1 - 0,8 um. S&o bolsas
membranosas essenciais pois contém uma grande variedade de enzimas hidroliticas.
Sua fungdo é digerir materiais ingeridos por endocitose e reciclagens de componentes
celulares como proteinas, acido nucléicos, agucares, etc (Voet e Voet, 1995).

A mitocondria € uma organela com tamanho que pode variar de 0,3 a 1 um de
diametro, podendo atingir até 5 um de comprimento. Mitocondrias possuem DNA
préprio e podem se replicar de acordo com a demanda energética celular. Nessa
organela ocorre transferéncia da energia livre das reagdes oxidativas para moléculas de
ATP. Esse processo ocorre pelo acoplamento de um sistema de reacdes enzimaticas
de oxidacao (ciclo de Krebs) e um sistema de transferéncia de elétrons (cadeia
transportadora de elétrons) associado ao processo de fosforilagdo oxidativa (Voet e
Voet, 1995).

Os peroxissomos sdo organelas frageis que possuem cerca de 0,5 um de
diametro, reproduzem-se por fissdo e contém enzimas oxidativas. Seu nome é derivado
de algumas reacdes oxidativas peroxissomais que geram peréxido de hidrogénio (H205)

que permitem certas compartimentalizagées metabdlicas (Voet e Voet, 1995).

1.1.2 Crescimento Celular: Condicoes Gerais

O crescimento celular da S. cerevisiae ocorre em condigdes definidas de
parametros fisico-quimicos e composi¢cdo do meio (fontes de carbono e energia, fonte
de nitrogénio, pH, vitaminas, micronutrientes, temperatura e aeracgao).

As condic¢des otimas de crescimento desse microorganismo encontram-se em pH
acido (entre 3,5 e 6,5), o qual acredita-se ser a faixa de pH 6timo para uma atividade

adequada das proteinas de transporte e enzimas localizadas na membrana plasmatica



e também na geragao de uma forga motriz util responsavel pelo transporte mediado de
substratos através da membrana (Davenport, 1980).

Leveduras em geral sao capazes de utilizar ions aménio e aminoacidos como
fonte de nitrogénio, que serdo utilizados pelas vias anabdlicas, principalmente na
biossintese de proteinas e acidos nucléicos. Algumas espécies de leveduras, entre as
quais nao se encontra a S. cerevisiae, sado capazes de utilizar também ions nitrato e/ou
nitrito inorganicos como fonte de nitrogénio, entretanto ndo ha informacdes sobre
espécies de leveduras capazes de fixar nitrogénio gasoso (N2) (Davenport, 1980; Rose,
1987).

Os carboidratos utilizados como fontes primarias de energia e/ou carbono, séo
principalmente, glicose, frutose, manose, galactose, sacarose e maltose. Além destas
fontes de carbono em condigbes aerdbicas, as leveduras sdo geralmente capazes de
utilizar os acidos acético, latico, oxaloacético e a a — cetoglutarico (Miles e col., 1987).

As vitaminas essenciais ao crescimento das leveduras sdo as pertencentes ao
grupo B e os fatores de crescimento mais comuns sao biotina, acido pantoténico,
inositol, tiamina, acido nicotinico e pirodoxina (Davenport, 1980; Miles e col., 1987).

Deve ser dito que o crescimento de leveduras, geralmente, ocorre em condigdes
aerobicas mesmo nas espécies anaerodbicas facultativas, visto que o crescimento
depende da presenga de oxigénio molecular para biossintese de moléculas essenciais
ao crescimento (Rose, 1987).

No caso de algumas leveduras, entre elas a S. cerevisiae, em presenga de
glicose mesmo em condi¢des estritamente aerdbicas, o metabolismo € do tipo respiro-
fermentativo. Esse comportamento metabdlico é provocado por um efeito conhecido
como efeito Crabtree ou repressao catabolica. Esse efeito se pronuncia em condigdes
onde a concentragao de glicose ultrapassa um determinado valor limite. O mecanismo
responsavel pela repressao catabdlica pode ser bastante complexo, mas estudos
mostram que ocorre principalmente através de forte efeito repressivo da glicose sobre a
atividade de enzimas respiratorias e também, possivelmente, pela inibicao da
expressao genética de enzimas constituintes da via respiratoria, fazendo com que parte
do piruvato que n&o pode ser oxidada pelo ciclo de Krebs seja reduzida a etanol, pelo

processo fermentativo. (Fiechter e col., 1981; Bakker e col., 2001).



1.2 Sistema de Transporte de fontes de energia em Saccharomyces

cerevisiae

1.2.2 Transporte de Glicose

A membrana plasmatica constitui uma 6tima barreira contra a permeacédo de
agucares, o que torna a simples difusdo um processo cineticamente desfavoravel,
embora seja um processo espontaneo do ponto de vista termodinamico. Portanto, é
necessario a intermediacéo de algum tipo de transportador especifico e eficiente, que
possibilite a entrada de glicose a uma taxa favoravel ao metabolismo celular (Fiechter e
col., 1981).

O tipo de mecanismo de transporte envolvido no processo de permeacao de
monossacarideos para o citossol da célula provocou muitas discussdes entre
pesquisadores em meados do século XX, momento de maior atividade de pesquisa
nessa area, conforme descrito por Barnett (1976).

Conforme descrito por James (1976) e Eddy (1982) em suas revisdes, 0 grupo
de pesquisa de Steveninck defendia a idéia de que o transporte de glicose ocorria por
um mecanismo conhecido como translocagdo de grupo, onde a glicose deveria ser
fosforilada na membrana plasmatica e transportada para o citossol. O processo
ocorreria pela formagdo de um complexo entre a glicose, o carreador e um grupo
polifosfato, ocorrendo a transferéncia de um grupo fosfato para a glicose, e sua
liberacdo no citossol. Esse mecanismo foi postulado baseado na observagao de que a
2-desoxi-D-glicose, nos estudos realizados, foi encontrada na forma fosforilada no
interior celular e, por analogia, postulou-se que a D-glicose sofreria 0 mesmo processo
de transporte. No entanto, ndo foi encontrado na S. cerevisiae nenhuma evidéncia
concreta de que esse seja 0 mecanismo de transporte de glicose. Esse tipo de
transporte € muito comum em espécies bacterianas (Barnett, 1976; Fiechter e col.,1981;
Eddy, 1982).

Ja os grupos de Kotyk e de Cirillo, conforme descrito por James (1976) e Eddy
(1982), baseados em evidéncias mais concretas defendiam a idéia de que o transporte
de glicose ocorreria por um mecanismo conhecido como difusao facilitada, um tipo de
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transporte mediado por enzimas carreadoras intrinsecas as membranas celulares. Esse
tipo de transporte ocorre a favor do gradiente de concentragdo, sem a necessidade do
consumo de energia metabdlica, sendo um processo de difusdo passiva. Essa é a
teoria mais aceita atualmente.
Foram descritos trés carreadores para o processo de transporte passivo da
glicose:
e um carreador com baixa seletividade, que transporta uma ampla variedade de
monossacarideos;
e um carreador que transporta com alta seletividade, glicose e agucares
estruturalmente semelhantes a glicose;
e um carreador responsavel pelo transporte ativo dos agucares D-glicose, D-
arabinose, D-ribose, e D-xilose. O transporte ativo é utilizado pela S. cerevisiae
para o transporte de glicose quando as concentragdes externas sdo muito

baixas, geralmente abaixo de 2,0 mmol L™ (Fiechter e col., 1981).

A figura 1 representa esquematicamente os sistemas de transporte de difusdo
simples, difusao facilitada (transporte mediado) e transporte ativo, sendo os dois ultimos
0s mecanismos de transporte mais aceitos atualmente para a descri¢ao do processo de

transporte de glicose.
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Figura 1: Representacdo esquemdtica dos processos ativos e passivos de difusdo através da
membrana plasmdtica

O transporte de glicose para o citossol mostrou-se, em varios estudos, ser uma
etapa limitante do processo de metabolismo da glicose, visto terem sido observados
que nao ha acumulo de glicose no citossol da S. cerevisiae, fornecendo fortes indicios
de que a glicose &€ metabolizada pela via glicolitica tdo rapidamente quanto a
velocidade com que ela chega ao citossol. A taxa de influxo de glicose para o citossol
pode ser matematicamente descrita pela equacgéo 1 (Fiechter e col., 1981), que € uma
representacdo matematica para o processo de transporte de glicose por difuséo
facilitada.

ext

S Sint (1)

Vglabal = Vent - Vsaida :Vmaxl S K ~ Vmax2 S K
ext + cs) int + cSy

Nesta equagéo, vgonal representa o fluxo global para dentro da célula, vent € Vsaida
representam os fluxos de entrada e saida da célula, Vimaxt € Vmaxe representam a
velocidade maxima da enzima para a entrada (1) e para a saida (2) da célula e K1 €

Kcs2 sao as constantes de dissociagdo do complexo substrato carreador (Fiechter e col.,
1981).



O chamado efeito Pasteur, o qual relata uma menor taxa de consumo de glicose
em condicbes aerdbicas em relacdo as anaerbbicas é, pelo menos em parte,
decorrente da regulagdo das enzimas carreadoras de forma que estas apresentem um
menor valor de Ky (constante de Michaelis-Menten) em condi¢gdes aerobicas,
enfatizando o papel de etapa limitante do transporte sobre o metabolismo da glicose
(Fiechter e col., 1981; Eddy, 1982).

1.2.3 Transporte de Lactato

A S. cerevisiae é um tipo de microorganismo bastante versatil no que diz respeito
a fonte de energia/carbono, podendo utilizar inclusive monocarboxilatos como fonte de
energia/carbono, na auséncia de dglicose ou outra fonte de energia de facil
metabolizacdo. Entre os monocarboxilatos mais comuns encontra-se o lactato que,
embora ndo seja um metabdlito desse microorganismo, este pode utiliza-lo como fonte
de energia/carbono em condigdes exclusivamente aerdbicas (Casal e col., 1995).

O lactato € a base conjugada de um acido fraco, o acido latico, portanto,
independente das condi¢cdes experimentais, o lactato sempre ira coexistir em equilibrio
com seu acido conjugado, o acido latico. No entanto, esperava-se que o acido latico,
enquanto molécula neutra, pudesse permear a membrana plasmatica através de um
processo de difusdo simples. Casal e col. (1999) demonstraram que na auséncia do
gene JEN1, que acredita-se ser o gene responsavel pela sintese da permease lactato
préton-simporte, ndo ocorre o transporte do acido latico.

Muitos estudos foram realizados até que se chegasse a conclusdo de que o
mecanismo responsavel pelo transporte do lactato através da membrana plasmatica é
um processo enzimaticamente mediado conhecido como préton-simporte. A enzima
carreadora é intrinseca a membrana plasmatica e pertence a classe das permeases.
Acredita-se que a permease responsavel pelo transporte de lactato também realize o
transporte de outros monocarboxilatos tais como acetato, piruvato e propionato. No

entanto, ha relatos de que essa enzima so6 exista em culturas crescidas na presencga de



lactato, ou seja, a permease parece ser geneticamente regulada por estes nutrientes
(Casal e col., 1995, 1998, 1999).

O mecanismo de préton-simporte, pelo qual o lactato é transportado para o
citossol, é classificado como transporte ativo secundario, pois o transporte acontece
mediante o consumo de energia, que nesse caso nao se trata de ATP (como no
transporte ativo primario), mas de energia referente ao gradiente proténico entre os
meios intra e extracelular, através da membrana celular (Voet e Voet, 1995; Bonato e
col.,1998). O mecanismo proton-simporte € representado esquematicamente na figura 2
(Bonato e col., 1998).

4

Uniporte | Simporte ﬂmtipurteI
|
Transporte duplo

Figura 2: Representa¢do esquemdtica dos transportes enzimaticamente mediados, simporte
(destacado em vermelho), antiporte e uniporte.

Conforme representado na figura 2, o transporte pelo mecanismo préton-
simporte (em destaque) € caracterizado pela passagem concomitante de dois ions, um
deles o lactato (nesse caso, representado por A’) e o outro necessariamente um préton
(H*) ambos na mesma diregdo. A atividade do mecanismo préton-simporte mostrou ser
fortemente reprimida por glicose (Cassio e col., 1987; Casal e col., 1995, 1999).

Em meio neutro ou basico, esse gradiente protbénico, responsavel por impulsionar

o lactato para o interior celular, pode ser gerado pelas ATPases de membrana (M-
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ATPases) acopladas ao catabolismo da glicose. As M-ATPases, também conhecidas
como bombas de préton, sdo enzimas intrinsecas da membrana celular, essenciais
para o crescimento, assim como para um funcionamento adequado das vias glicolitica e
gliconeogénica do microorganismo (Imai e Ohno, 1995; de la Fuente e col., 1997).

As ATPases de membrana além de serem responsaveis pela manutencédo do pH
intracelular e, consequentemente, pela regulagado das enzimas chave da via glicolitica e
gliconeogénese, o gradiente protbnico gerado por elas também é a forga motriz
responsavel pelo transporte de nutrientes como maltose, aminoacidos e acidos
monocarboxilicos, como o lactato. A figura 3 representa o funcionamento da M-ATPase
no bombeamento de prétons do meio intra para o extracelular (Imai e Ohno, 1995).

AP H ADB + P
L | k i

' Intracelular
.||' i

BB DD B

2wl N, ar el . o S v’

Extracelular

Figura 3: Representacdo esquemdtica do mecanismo de bombeamento de protons para o meio
extracelular por intermédio da ATPase de membrana

1.3 Metabolismo Celular

1.3.1 Metabolismo da Glicose

O metabolismo celular é constituido por uma grande quantidade de reagdes
quimicas enzimaticamente catalisadas, que ocorrem sequencialmente e de forma

coordenada cujo objetivo € a obtengdo de um ou mais produtos especificos
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(metabolitos e ATP), que serdo utilizados subsequentemente nas etapas de
biossintese. O processo metabdlico é tradicionalmente dividido em duas etapas
conhecidas como catabolismo e anabolismo.

O catabolismo ou metabolismo oxidativo é a via pela qual os nutrientes e
constituintes celulares (carboidratos, lipideos, fontes de nitrogénio, etc) s&o
oxidativamente degradados com o objetivo de produzir energia quimica (na forma de
ATP) e intermediarios metabdlicos para processos biossintéticos.

O anabolismo ou metabolismo redutivo, também conhecido como via
biossintética, € o processo pelo qual as biomoléculas sdo sintetizadas a partir de
moléculas mais simples e energia (ATP), que sdo em grande parte oriundos das vias
catabdlicas (Voet e Voet, 1995).

Na maioria das espécies de levedura o catabolismo ocorre por duas vias
principais, fermentacao e/ou respiragao. Em algumas espécies de leveduras esses dois
processos podem ocorrer concomitantemente, como no caso da S. cerevisiae. Esse
fendmeno depende das condi¢gdes do meio, principalmente da concentragao de glicose
e da limitagdo de oxigénio do meio (Hoorgerheide, 1975; Davenport, 1980; Rose, 1987).

Algumas espécies de leveduras, entre elas a S. cerevisiae, sdo anaerobicas
facultativas, ou seja, preferem utilizar oxigénio se este estiver disponivel no meio,
devido ao maior rendimento energético na forma de ATP produzido no processo
respiratorio. No caso de auséncia completa de oxigénio, o metabolismo oxidativo ocorre
exclusivamente através da fermentagdo. O rendimento energético pode ser medido em
termos do total de ATP’s produzidos ao final de cada uma destas vias oxidativas, sendo
um total de 38 moles de ATP’s/ mol de glicose pela respiragao (2 na via glicolitica e 36
no ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa) e na fermentagdo sdo obtidos apenas 2
ATP’s/ mol de glicose provenientes da via glicolitica. Consequientemente, o consumo de
glicose em condigbes anaerdbicas ocorre em uma taxa mais elevada em relagdo a
observada em condigbes aerdbicas. Essa menor taxa de consumo de glicose em
condi¢cdes aerdbias recebeu o nome de efeito Pasteur, pois foi primeiramente
observado e relatado por Louis Pasteur em 1867 (Barnett, 1976; Fiechter e col., 1981).
Embora a S. cerevisiae seja um microorganismo anaerdbico facultativo ela, geralmente,

nao é apta a crescer em anaerobiose, visto necessitar de pelo menos trés constituintes
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celulares (residuos de acidos graxos insaturados, esterdis e acido nicotinico)
biossintetizados pelas vias anabdlicas exclusivamente na presenga de oxigénio
molecular (Davenport, 1980; Rose, 1987; Miles e col.,1987).

O catabolismo da glicose inicia-se na via glicolitica gerando-se como produto
final desta via 2 moles de piruvato/ mol de glicose consumida. Neste estagio, havendo
disponibilidade de oxigénio no meio, este piruvato € transportado do citossol para o
espaco intermembranico mitocondrial através de poros e, do espago intermembranico
para a matriz mitocondrial por um processo de difuséo facilitada (Pronk e col., 1996). Na
matriz mitocondrial o piruvato & convertido em acetil-CoA pela piruvato desidrogenase
e, consumido oxidativamente pelo ciclo de Krebs ou ciclo do acido citrico, gerando-se
como produtos finais da via CO,, agua e NADH, além de intermediarios que poderéo
ser utilizados nas vias anabdlicas para processos biossintéticos. O cofator NADH é
reoxidado a NAD" pela cadeia transportadora de elétrons acoplada ao processo de
fosforilagdo oxidativa, gerando 38 moles de ATP/ mol de glicose. A cadeia
transportadora de elétrons é composta por complexos enzimaticos localizados na
superficie da membrana mitocondrial interna (Pronk e col., 1996).

Na completa auséncia de oxigénio molecular, o cofator NAD" utilizado como
aceptor de elétrons na oxidagdo de glicose a piruvato, pela via glicolitica, precisa ser
regenerado para que possa haver continuidade no fluxo da via glicolitica. Neste caso, a
regeneragdo do cofator NAD" ocorre pela via fermentativa, responsavel pela converséo
de piruvato em etanol e CO; e o ATP é produzido na via glicolitica (Lamprecht, 1980;
Voet e Voet,1995).

Uma terceira alternativa para o catabolismo da glicose € a via pentose fostato
(VPF) ou hexose monofosfato, que na realidade trata-se apenas de um desvio da via
glicolitica. Esta via utiliza-se apenas da primeira etapa da via glicolitica, onde a glicose
€ convertida a glicose-6-fostato. A partir deste ponto ha um desvio da via glicolitica pela
via pentose fostato, responsavel pela regeneracéo dos cofatores NADPH, geralmente
utilizados nos processos anabdlicos (metabolismo redutivo). Além da regeneragao
deste cofator, a via pentose fosfato também gera como intermediarios ribose-5-fosfato
(R5P), dliceraldeido-3-fosfato (GAP) e frutose-6-fosfato (F6P) entre outros. O R5P é
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utilizado na biossintese de nucleotideos, F6P e GAP retornam a via glicolitica como

seus intermediarios (Voet e Voet,1995).
As vias catabdlicas mencionadas acima sao esquematicamente apresentadas na

figura 4.
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Figura 4: Representacdo das vias catabolicas da glicose

1.3.2 Metabolismo de Lactato

A Saccharomyces cerevisiae € um microorganismo bastante versatil no que diz
respeito a substratos que podem ser consumidos como fonte de energia/carbono (Casal
e col., 1995, 1999)

Acidos monocarboxilicos, como o lactato, é um desses substratos, podendo ser
metabolizado em condigbes exclusivamente aerdbicas (Hoogerheide, 1975; Casal e
col., 1995, 1999; Lodi e col., 2002; Rigoulet e col., 2004).

Segundo Rigoulet e col. (2004), o lactato é convertido em piruvato, através da

sua oxidagdo por enzimas intrinsecas a membrana mitocondrial interna, D-lactato
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ferricitocromo c oxirredutase (EC 1.1.24) e L-lactato ferricitocromo c oxirredutase
(citocromo b2, EC 1.1.23), estando associado ao processo respiratorio, cada uma com
sua respectiva estereosseletividade. O piruvato, de maneira analoga ao obtido pela
glicolise, é consumido via ciclo de Krebs.

A representacido esquematica do processo de oxidagao do lactato é apresentada
na figura 5.

MADH + HY

NaDp®

+
NADH + H NADH

r]-]"'

* Dihidroxiacetona-P

succinato

fumarato ! Espago
Intermembranico

Interior da

Mitocdndria Lactato

Piruvato

Figura 5: Representacdo do processo de oxidacdo do lactato a piruvato na superficie da
membrana mitocondrial interna (Rigoulet e col.,2004).

Hoogerheide (1975) em seu trabalho sobre bioenergética apresentou uma
provavel equagado da oxidagao metabdlica do lactato pela S. cerevisiae (equacdo 2).

Neste trabalho, demonstrou que a energia liberada na forma de calor, em condigbes
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nutricionalmente pobres, é bastante semelhante ao valor termodinamicamente previsto

pela equacéo 2.

C3HgO3 + 30 + 184DP +18Pi —= 3C0; + 3H;O + 18ATP (2)

1.4 Fontes de Energia Enddgenas (Glicogénio e trealose)

A S. cerevisiae é capaz de armazenar e degradar os polissacarideos glicogénio e
trealose dependendo das condigdes do meio e do estagio do ciclo de vida do
microorganismo. A quantidade desses polissacarideos pode variar de menos de 1% a
mais de 23% do peso seco do microorganismo, constituindo as reservas endogenas de
energia/carbono. O acumulo de glicogénio ocorre em condi¢gdes de restricdo de
crescimento (Lillie e Pringle, 1980; Francois e col., 1988). Atualmente acredita-se que a
trealose ndo seja apenas uma fonte de energia/ carbono, mas também possua uma
funcao de protecao celular, quando esta se encontra em condicdes estressantes como
altas temperaturas, choque osmotico, etc., mantendo a integridade funcional das
membranas (Lilie e Pringle, 1980; Belluco, 2001). Diante desse comportamento
apresentado pela trealose, o glicogénio parece ser a principal fonte de energia/carbono
enddgena.

Verificou-se que a sintese desses polissacarideos é afetada pela disponibilidade
de fontes de nitrogénio e, a atividade da glicogénio sintase € controlada por glicose-6-
fostato e adenina nucleotideos, enquanto que a trealase parece ser inibida por D-
glicose e trealose-6-fosfato (Elbein, 1974; Lillie e Pringle, 1980; Francois e col., 1988).

A quantidade de glicogénio e trealose pode variar entre 10% e 80%,
respectivamente, da quantidade total de carboidratos existente na S. cerevisiae
(Belluco, 2001).
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1.5 Biorreducao

1.5.1 Leveduras como reatores biologicos em reacoes de reducao
quimica

As leveduras, entre elas a Saccharomyces cerevisiae, sao, ha muito tempo,
conhecidas como “biorreatores” capazes de promover transformag¢des quimicas em
substratos organicos adicionados ao meio de cultura (Harrison, 1970).

As biotransformagdes mais investigadas, e as que mais atraem o interesse dos
quimicos organicos sintéticos, sdo as reagdes de reducdo quimica de compostos
carbonilicos e sistemas insaturados, que foram e continuam sendo extensivamente
estudados. O grande interesse nesta area de pesquisa ndo esta simplesmente na
reducdo do substrato, mas principalmente na estereosseletividade da reducao destes
compostos pro-quirais e, consequentemente, em seu grande potencial de aplicagéo na
sintese de compostos farmacéuticos, que em sua maioria possui centros quirais cuja
configuragao, geralmente, precisa ser definida (Pereira e Duran, 1996).

Atualmente, farmacos somente podem ser comercializados na sua forma
racémica se comprovado que ambos enantibmeros possuem atividade farmacolégica
ou que o enantidmero farmacologicamente inativo seja indcuo a saude.

Além da estereosseletividade das reacdes de reducédo promovidas por leveduras,
outras caracteristicas secundarias atraem o interesse dos pesquisadores na tentativa
de aplica-los em escalas industriais. Essas caracteristicas sdo o baixo custo,
disponibilidade (fermento de pao) e, principalmente, o fato de ndo gerar residuos
téxicos, visto que as sinteses quirais utilizam catalisadores que possuem metais
pesados em seus sitios cataliticos (Temba e col., 2003).

O substrato estudado neste trabalho foi o acetoacetato de etila, uma substancia
com boa solubilidade em agua cujo processo de biorredugcdo é razoavelmente
conhecido, tornando-o, portanto, um 6timo substrato modelo no estudo energético do
metabolismo da S. cerevisiae durante a biorredugdo. A equagcdo 3 traz uma
representacao do processo de redugao do acetoacetato de etila utilizando os cofatores
NAD(P)H regenerados em associagao ao processo catabdlico da glicose. Com produto

desse processo € obtido um alcool quiral, o 3-hidroxibutirato de etila, que é utilizado na
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sintese de compostos naturais, como os apresentados na figura 6. A grahamimicina (1),
possui atividade antibidtica, a pirenoforina (2) possui atividade fungicida, o recifeiolideo
(3) € um composto naturalmente obtido de Cephalosporum recifei, o sulcatol (4)
precursor na sintese de produtos naturais, o lavandulol (5) é o principal constituinte do
Oleo de lavanda extraido naturalmente da Lavandula angustifélia bastante utilizado na
industria de perfumes e também possui atividade antifungica (D’Auria e col., 2005), a
carbomicina B (6) um composto que também possui atividade antibiotica e o coletodiol
(7) possui atividade imunodepressiva e € naturalmente isolado de um ascomicete,

Diplogelasinospora grovesii (Fujimoto e col., 1998).

MADEIH + 1" MADEY
T \_/’ n ,0H g OHO
Mo/‘“‘\ . - /Uj\o/“\ + Mo/x (3)
dehidrogenase

E(-) s ()
3-Hidrombutirate de etila

Arcetoacetato de etila
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Figura 6: Representacdo das estruturas sintetizadas a partir do precursor 3 hidroxibutirato de
etila, produto da reducdo do acetoacetato de etila: 1) (R,R)-(-)-grahamimicina, 2) (R,R)-
pirenoforina, 3) (R)-(+)-recifeiolideo, 4) (S)-(+)-sulcatol, 5) (R)-lavandulol, 6) carbomicina B e
7) coletodiol (Mori, 1989; Temba e col., 2003 ).

1.5.2 Fundamentos Bioquimicos da Reducao Promovida por
Leveduras

Embora se trate de um processo ha muito tempo estudado e utilizado em
sinteses quimicas em escalas laboratoriais, pouco ainda foi estudado no sentido de se
compreender melhor o processo do ponto de vista bioquimico, energético e,

principalmente, por observagdes in vivo.



E conhecido, através de experimentos realizados com enzimas isoladas de
leveduras, que a biorredugdo é uma reagao quimica enzimaticamente catalisada por
enzimas pertencentes a classe das oxirredutases ou desidrogenases, enzimas
dependentes do cofator NAD(P)H (Kometani e col., 1989, 1993; Pereira e Duran, 1996,
1998).

Estas enzimas sao responsaveis por dois fatores essenciais. O primeiro é o fator
cinético, ou seja, redugcado da energia de ativagdo da reagdo quimica (catalise). Ja o
segundo fator e, talvez, o mais importante, € a estereosseletividade da redugéo, ou
seja, a capacidade da enzima em fixar o substrato a ser reduzido em uma orientagao
preferencial, direcionando uma de suas faces pro-quirais (Re ou Si) para o recebimento
do hidreto, oriundo dos cofatores NAD(P)H (Moran e col., 1995).

A redugdo continua ocorre mediante a regeneragdo dos cofatores NAD(P)" a
NAD(P)H associada ao metabolismo do microorganismo. A informagcdo de que
cofatores NAD(P)H sédo as espécies redutoras utilizadas no processo de biorredugéo,
permite-nos sugerir que tal processo deva ocorrer intimamente associado ao
catabolismo da glicose em condigdes nutricionalmente pobres (desacoplamento
metabdlico) (figura 7).

Os cofatores NAD" s&o regenerados a NADH, geralmente, pela via glicolitica (no
citossol) e no processo de fosforilagdo oxidativa (na matriz mitocondrial), como
representado na figura 7. NADP®, geralmente é regenerado a NADPH pela via pentose
fosfato. E importante salientar que a S. cerevisiae ndo é capaz de promover a
conversdo entre as espécies NAD" e NADPH a NADP* e NADH, visto ser conhecido
que tal levedura ndo possui a enzima transidrogenase, responsavel pela catalise desta
conversdo. Seja qual for a via, o consumo de glicose deveria ser essencial para que
ocorra o processo de biorredugdo (Kometani e col., 1991; Kataoka e col.,1992; e
Kometani e col., 1997; Bakker e col., 2001).
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Figura 7: Representacdo esquemdtica simplificada do catabolismo da glicose acoplada a
regeneracdo do cofator NADH, que serdo utilizados no processo de biorreducdo, conforme
representado pela equagdo 3.

Kometani e col. (1993) apresentaram evidéncias empiricas do tipo de
oxirredutase, NADH ou NADPH dependentes, envolvidas nas biorredugdes,
observando-se que a estrutura do substrato esta diretamente associada ao tipo de
oxirredutase. Porém, ndo é possivel afirmar que estas observacbes refletem as
condigOes intracelulares da S. cerevisiae. No experimento descrito por Kometani e col.
(1998), dois substratos diferentes foram biorreduzidos utilizando-se extrato de células
de levedura. Nesses experimentos, cada substrato foi seletivamente reduzido
associado a um tipo de cofator, NADH ou NADPH. Verificou-se assim o tipo de cofator
associado a biorreducdo de cada substrato um dos dois substratos estudados. No
entanto, sabe-se que intracelularmente a razdo entre as formas oxidadas e reduzidas
dos cofatores € [NAD*/ NADH] = 1000 e [NADP*/ NADPH]= 0,01 (Voet e Voet, 1995),
assim sendo as espécies reduzidas, além de coexistirem, ndo se encontram nas
mesmas concentragées no interior da célula, como utilizado nos testes in vitro

apresentados por Kometani e col. (1993).
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O conhecimento do tipo de via metabdlica associado a regeneragao de cofatores
utilizados para a biorredugdo, assim como o aspecto energético da biorredugéo,
permitira o aprofundamento do conhecimento sobre o processo e a elaboragao de
estratégias que tenham efeito direto sobre o processo de regeneracédo dos cofatores
NADH e/ou NADPH diretamente associados ao processo de biorredugao, possibilitando

a elevacao da frequéncia de regeneracao destes cofatores.

1.6 Calorimetria

1.6.1 Técnicas Calorimétricas

Na realizacdo deste trabalho, utilizou-se a calorimetria isotérmica de fluxo como
ferramenta no estudo energético e metabdlico do processo de biorredugdo do
acetoacetato de etila pela S. cerevisiae.

A calorimetria € uma técnica fisico-quimica capaz de medir um efeito térmico, de
forma direta ou indireta, através de variacbes de energia ou entalpia associadas a
processos quimicos, bioquimicos ou fisicos que ocorram no sistema de interesse. O
calor ndo € uma entidade diretamente mensuravel, mas pode ser obtido relacionando-
se com propriedades facilmente mensuraveis, como por exemplo, a variagcdo de
temperatura do sistema ou trabalho exercido sobre o sistema ou arredores deste (Miles
e col., 1987).

A propriedade comumente medida nos calorimetros atuais € a temperatura.

Nos calorimetros do tipo adiabaticos e isoperibdlicos o calor esta relacionado
com a variagdo de temperatura dentro do sistema de interesse. Nos calorimetros
isotérmicos o registro € feito em termos de fluxo de calor (dQ/ dt), propriedade
relacionada a diferenca de temperatura entre a cela da reagao e os arredores desta em
funcdo do tempo, registro este denominado termograma ou curva Poténcia — tempo
(curva P-t). No primeiro caso, a temperatura final do sistema () é diferente da
temperatura inicial (tj), enquanto que no isotérmico, como o proprio nome diz, a
temperatura t; = t;, visto que o calor gerado na cela é rapidamente escoado para o

ambiente e monitorado em fun¢&o do tempo (Miles e col., 1987).

21



Os calorimetros adiabaticos e isoperibdlicos utilizam como sensor térmico um
termistor (NTC), uma resisténcia elétrica muito sensivel a pequenas variagdes de
temperatura. O NTC fica “mergulhado” no meio reacional, medindo as diferengas de
temperatura dentro deste.

Os calorimetros isotérmicos utilizam um sensor térmico conhecido como Peltier
ou termopilha. Estes componentes eletrénicos foram desenvolvidos inicialmente para a
corrida aeroespacial e para fins militares e sdo constituidos por pares de
semicondutores (telureto de bismuto dopado, tipo N e P) combinados em um maodulo ou
pastilha conectados eletricamente em série e termicamente em paralelo. Esse tipo de
sensor é sensivel a diferencas de temperatura da ordem de 10 °C, entre a cela de
reagdo e seu arredor, gerando uma diferenga de potencial entre os terminais do
dispositivo. Os dispositivos Peltier localizam-se na superficie externa da cela
calorimétrica, formando uma ponte para o escoamento de calor entre a cela de reagao
e o seu arredor (bloco metédlico de alta capacidade calorifica mantido a temperatura
constante), pois é o unico contato direto entre ambos (Volpe, 1993). A figura 8 mostra

uma representagcao esquematica dos dois tipos de calorimetros comentados.

@ (b)
entrada
salda . cela de fluxo

Sensor térmico

(termopar ou MTC) Isolante Térmico "heat sink™

vaso de reacao .

termopilhas
banho de agua a T-cte

Figura 8: Representacdo esquemdtica dos tipos de calorimetros apresentados. a) Calorimetro
isoperibolico (adiabdtico real), b) Calorimetro isotérmico.
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O termo microcalorimetria surgiu em fungdo da alta sensibilidade das
termopilhas, que permitiu que quantidades de fluxo de calor na escala de microWatts
fossem medidas. Desta forma, o prefixo micro refere-se a alta sensibilidade dos
equipamentos que utilizam esse tipo de sensor.

A idéia de se acoplar em linha um reator biologico externo diretamente a uma
cela calorimétrica de fluxo nasceu da necessidade de se controlar parametros
essenciais para o estudo e monitoramento em tempo real do processo de crescimento,
morte e manutengdo do metabolismo celular (temperatura, condigdes de aeragao, pH,
etc) e também de se monitorar outras propriedades em tempo real como, por exemplo,
consumo de substratos e produgado de metabdlitos, consumo de O, pH, etc (Brettel e
col., 1980).

1.6.2 Descricao Termodinamica de Uma Célula

A termodinamica é a area de conhecimento que estuda a tendéncia de
acontecimento de processos fisicos ou quimicos, baseando-se nas diferencas de
energia e entropia entre os estados termodindmicos inicial e final do sistema de

interesse.

Um sistema termodinamico ideal é definido basicamente por:
e Sistema: compartimento onde o processo de interesse acontece;
e Ambiente: Compreende todo o entorno do sistema;
e Universo: Sistema + ambiente (Crabtree e Nicholson., 1988, MacQuarrie
e Simon, 1997).

O estado metabdlico, assim como um estado termodinamico € determinado por

propriedades como temperatura, pressao, que podem ser considerados constantes ao

longo do processo metabdlico, e concentragdes dos intermediarios metabdlicos.
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O metabolismo celular desde a permeacao do substrato a ser metabolizado até
sua completa oxidagdo € acompanhado por variagdes na entalpia e entropia (Crabtree
e Nicholson, 1988; Lenhinger e col., 2000).

Em sistemas fechados, as reac¢des tendem a atingir o equilibrio, situagdo na qual
nao ha fluxo liquido de espécies quimicas, ou seja, as velocidades das reagdes diretas
e inversas se igualam. Sistemas fechados sao sistemas separados de seus ambientes
por “paredes” que nao permitem fluxo de matéria. Esse tipo de sistema nao representa
uma boa descricdo de sistema celular (Crabtree e Nicholson, 1988; MacQuarrie e
Simon, 1997, Lenhinger e col., 2000).

Portanto, a melhor descricdo termodindmica de uma célula encontra-se em
sistemas abertos, visto que as membranas celulares sao “paredes” ou fronteiras que
permitem tanto troca de calor quanto de matéria com o meio. Esses sistemas sao
conhecidos como “sistemas distantes do equilibrio”, visto que a entrada de substratos e
a saida de produtos metabolizados impedem que o estado de equilibrio quimico seja

atingido, conforme representacgao na figura 9 (Crabtree e Nicholson, 1988).

Figura 9: Representacdo esquemdtica simplificada de um sistema termodindamico aberto

Embora as células representem um estado termodinamico distante do equilibrio,
elas a exemplo do sistema fechado, atingem um estado estavel, que nao se trata de um
estado de equilibrio, mas de um estado estacionario. Nesta condicdo o equilibrio
quimico propriamente dito ndo é atingido, mas de forma analoga ao equilibrio quimico
as concentragcdes das espécies X e Y mantém-se inalteradas no estado estacionario.
Este estado “estavel”’ pode ser assumido quando o influxo do substrato X € constante e
a taxa de remocao de Y é proporcional a concentragao de Y, atingindo-se um valor em

que a taxa de remocdo de Y é igual a taxa de sua formacgdo. Neste sistema, a
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concentracao das espécies X e Y encontra-se constante enquanto a taxa de transporte
do substrato X para o interior da célula for mantida constante (Crabtree e Nicholson,
1988).

O sistema descrito acima representa uma boa aproximagédo para a descricao
termodinémica de sistemas metabdlicos.

Em primeiro lugar, para que esse estado estacionario seja atingido a taxa de
transporte de X deve ser constante, ndo podendo ser significativamente afetada por
alteracbes na concentragdo de X externa. Quando o transporte é mediado por
carreadores de membrana (transporte mediado por enzimas) essa condigdo pode ser
facilmente atingida saturando-se o meio externo com o substrato a ser metabolizado,
mantendo-se saturado os sitios enzimaticos. Para que a condicdo de estado
estacionario seja atingida, também deve-se assumir que o transporte de substrato é
cineticamente irreversivel, condicdo faciimente encontrada em situagcbes de saturagao
do meio externo com o substrato X, de forma que o transporte no sentido contrario seja
desprezivel (Crabtree e Nicholson, 1988).

Em segundo lugar, para que haja uma remocédo constante dos produtos
metabdlicos, representado por Y, a ultima reagdo do processo metabdlico (transporte
dos metabdlitos para o meio externo) também deve ser irreversivel, caso contrario o
acumulo de Y influenciaria o processo terminal e a obten¢cdo de um estado estacionario
de X e Y seria impossivel (Crabtree e Nicholson, 1988).

Esse sistema termodindmico descrito € a melhor aproximacédo termodinamica
que se pode ter de um sistema metabdlico.

Os sistemas bioquimicos, assim como os sistemas quimicos e fisicos, seguem
rigorosamente a 1° e 2° leis da termodinédmica, embora nem sempre isso pareca claro
(Crabtree e Nicholson, 1988; Lenhinger e col., 2000).

Da 1° lei da termodinamica (equacéao 4) deve-se observar que:

AU=Q+w (4)

Nesta equacao, também conhecida como lei da conservagao da energia, Q

representa o calor liberado ou absorvido pelo sistema e w o trabalho realizado sobre o
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sistema ou ambiente. Embora o sistema metabdlico seja constituido por uma sequéncia
de reagdes enzimaticas, essas enzimas sao apenas catalisadores e em nada interferem
no conteudo de energia dos produtos ou reagentes do processo. Por esse motivo, AU
assim como as fungdes termodinamicas (AG, AS e AH) sdo conhecidas como fungdes
de estado e como tais independem do caminho realizado para atingir o estado
termodinémico final (Crabtree e Nicholson, 1988; MacQuarrie e Simon, 1997).

As células bioldgicas séo sistemas com caracteristicas termodinamicas bastante
particulares. As células sdo compostas por um conjunto de moléculas com alto grau de
organizagao. Essa organizagado, embora parega se opor a 2° lei da termodinamica,
indicando uma entropia negativa, ela esta em plena concordancia com a mesma
(Lenhinger e col., 2000).

A 2° lei da termodindmica define que a entropia total para uma transformacéao
deve ser positiva, ou seja, ASgistema + ASambiente > 0. Pela defini¢do fica bem claro que
esse aumento de entropia n&o precisa ocorrer necessariamente no sistema em
questdo, mas ela pode ocorrer também no ambiente. A energética de processos vivos é
extraordinaria. Num universo onde variagcdes espontdneas sdo o resultado de um
aumento de entropia e desordem, sistemas vivos sdo capazes de produzir diminuigdes
localizadas de entropia. Portanto, embora geralmente ocorra uma redugé&o na entropia
do sistema celular a entropia do ambiente aumenta de forma a compensar esse
elevado nivel de organizagcado celular (Crabtree e Nicholson, 1988; Lenhinger e col.,
2000).

O aumento de entropia no ambiente ocorre basicamente de duas formas:

a) liberacdo de uma quantidade de espécies metabdlicas muito superior a
quantidade de espécies reagentes e pela geracao de produtos gasosos
(alta entropia).

b) liberacdo de calor pelo sistema resultando em um aumento da

desordem no ambiente.

26



A entropia (2° lei) descreve a espontaneidade de um processo ocorrer. Para que
um processo seja espontaneo ele deve atender a seguinte condigdo termodinamica,

equacio 5 (Crabtree e Nicholson, 1988; MacQuarrie e Simon, 1997).

ASambien’te + ASsistema > O (9)

No entanto, a definigdo de entropia € dada pela equacéo 6:

AS = Qe T (6)

O valor Qe € 0 calor produzido por um processo extremamente lento, de forma
que o equilibrio entre o sistema e o ambiente ndo seja perturbado. Esse processo
termodinémico é conhecido como termodinamicamente reversivel. De acordo com essa
definicdo, somente processos em equilibrio seriam considerados termodinamicamente
reversiveis (Crabtree e Nicholson, 1988; MacQuarrie e Simon, 1997).

Para um processo termodinamicamente reversivel o valor de Q. € igual ao AH
para o processo. Em sistemas fora do equilibrio termodinamico, os valores de Q.. €
TAS apenas representam o calor que teria sido absorvido se a reagao fosse reversivel
nas dadas concentracdes de X e Y. Portanto, os valores de Q., s&o valores puramente
idealizados, ndo podendo portanto, ser igualados ao calor real absorvido ou liberado
pelo sistema (AH) (Crabtree e Nicholson, 1988).

A entropia € uma fungcdo de estado que depende das concentragdes iniciais e
finais das espécies X e Y, diferente de AU e AH, que sdo fungdes de estado
termodinémico cuja influéncia da concentragédo das espécies é desprezivel.

A espontaneidade de uma reagao pode ser descrita apenas pela entropia do
sistema, conforme proposto pela equagao de Gibbs (equacdo 7) (Crabtree e Nicholson,
1988; MacQuarrie e Simon, 1997).
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AG = AH - TAS (7)
quando: AG <0 processo espontaneo

AG >0 processo hdao espontaneo

1.6.3 Calorimetria Aplicada a Sistemas Bioldgicos

Desde os primordios da fisico-quimica, a calorimetria e a termodinamica sempre
foram relacionadas a sistemas vivos. Por muito tempo, e talvez ainda hoje, se tenha o
fogo como simbolo da vida e o fim da sua queima como simbolo da morte. E provavel
que essa idéia tenha sido derivada de uma série de experimentos realizados por
Leonardo da Vinci, Priestley e por ultimo, Lavoisier. Em seus experimentos, esses
notaveis cientistas promoviam uma queima dentro de um recipiente fechado juntamente
com um pequeno animal (cachorro, passaros) e observavam que a chama e a vida se
extinguiam concomitantemente (Lamprecht, 2003).

Muitos pesquisadores atribuem o inicio da termodindmica aos estudos de
Lavosier sobre oxidagao e a teoria do flogistico (Lamprecht, 1978).

A descoberta e formulagao da primeira lei da termodinamica tiveram uma grande
contribuicdo do jovem médico Julius Robert Mayer e do fisico Helmoltz. No entanto,
somente cerca de meio século depois, Rubner demonstrou a aplicabilidade da primeira
lei em sistemas bioldgicos, com seus experimentos sobre metabolismo celular
(Lamprecht, 1978).

O metabolismo, seja dos mais simples microorganismos ou dos mais complexos
seres vivos, € sempre acompanhado pela elevagcdo da temperatura do ambiente em
que se encontram. Esse fenbmeno é facilmente observado no dia-a-dia em processos
de fermentacéao (fabricacéo de pao), decomposi¢cao de matéria organica (decomposigcao
de folhas mortas em um jardim), etc. (Miles e col., 1987).

Estudos calorimétricos sobre sistemas celulares vivos tem sido bastante

explorados em pesquisa basica e em diversas aplicacbes, como por exemplo, o estudo
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do efeito da toxicidade de drogas, crescimento celular e estudos metabdlicos (Wadso,
1997).

A origem deste calor € tdo complexa que nao é possivel, utilizando-se apenas a
calorimetria, atribui-la a um determinado processo especifico. Pela sua inespecificidade,
a calorimetria é tida como uma técnica que permite a medida de atividade metabdlica,
ou seja, o somatério da energia envolvida em todos os eventos e processos catabdlicos
e anabdlicos que ocorrem no metabolismo celular. Por se tratar de uma técnica néo
especifica outros parametros associados ao processo (biomassa, pH, consumo de Oy,
produgao de CO,, etc.) devem ser também monitorados com o objetivo de se aumentar
a especificidade e o entendimento de reagdes biolégicas complexas (James, 1987).

O metabolismo € o resultado de uma imensa quantidade de reagdes quimicas ou
bioquimicas que ocorrem tanto no citoplasma quanto em organelas especificas da
célula. Trata-se de reagdes enzimaticas em cadeia, rigorosamente controladas, cujo
objetivo principal € a produgdo de ATP (energia quimica) e metabdlitos, suprindo as
necessidades das vias anabdlicas (Lamprecht, 1980; Voet e Voet, 1995).

O efeito térmico ou fluxo de calor (curva P-t), registrado pelo calorimetro
isotérmico, no acompanhamento de processos de natureza bioldgica, muito
provavelmente decorre da energia liberada ou absorvida do somatério dos processos
metabdlicos e também da hidrolise do excedente de moléculas de ATP (Monk, 1978;
Miles e col.,, 1987). A espécie quimica ATP existe nas células em concentragdes
extremamente baixas (~4 pmol g de peso seco de células), cujo principal papel é o de
‘carregar” energia livre entre reagbes exergbOnicas (catabolismo) e endergbnicas
(anabolismo), promovendo o que € conhecido como acoplamento metabdlico
(Lamprecht, 1980). A hidrolise do excedente de ATP é necessaria devido a quantidade
limitada dessa espécie quimica no interior das células, uma vez que ADP é necessario
para que o processo de fermentacao e respiragdo tenham continuidade (Hoogerheide,
1975).

A porcentagem de energia disponivel na célula armazenada na forma de ATP é de
40% para a fermentagcédo (processo anaerdbico) e 69% para a respiracao (processo
aerobico), sendo o restante da energia livre liberada na forma de calor. No entanto, em

condigdes metabolicamente desacopladas a quantidade de energia livre liberada na
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forma de calor pode chegar préximo de 100%, visto ndo haver a possibilidade de utilizar
a energia armazenada para processos anabdlicos, devido a deficiéncia nutricional do
meio de cultura. Nestes casos, o ATP gerado no processo catabdlico acaba sendo
rapidamente hidrolisado para que o metabolismo tenha continuidade, sendo a energia
desta hidrdlise liberada na forma de calor (Hoogerheide, 1975; Lamprecht, 1980).

Sao muitas as vantagens da aplicagdo da calorimetria ao estudo de sistemas
biolégicos em relagdo aos métodos tradicionais. Entre as principais vantagens destaca-
se as altas sensibilidade e reprodutibilidade da técnica (James, 1987; Wadso, 1997).

O registro do efeito térmico é feito por uma curva de Poténcia térmica vs. Tempo
(curva P-t). Destas curvas, o valor de AH deste processo € obtido através da integracao

da curva P-t, conforme exemplificado esquematicamente na figura 10.

7/
// — Q:;[Pdt

tempo

P/ LW

Figura 10: Representacdo grdfica do registro térmico de um processo biologico
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo produzir um conhecimento mais aprofundado de
um processo bastante utilizado em sinteses de alcoois quirais em escalas laboratoriais,
ou seja, do processo de redugado de cetonas pro-quirais utilizando como reator quimico
a célula de Saccharomyces cerevisiae. Com este estudo, procurou-se compreender um
pouco sobre o metabolismo in vivo desse microorganismo no processo de biorredugao,
como por exemplo o acoplamento entre o catabolismo de uma fonte de energia e o
processo de biorredugdo e também, uma possivel compartimentalizagdo, ou seja, o
local onde o processo de biorredugao ocorre preferencialmente, seja no citoplasma ou
na matriz mitocondrial.

Embora o processo de biorredugéo seja bastante utilizado por quimicos, pouco
se conhece sobre a energética e o processo bioquimico no qual se baseia a
biorredugao. A literatura traz algumas sugestdes sobre onde estes processos ocorrem
preferencialmente, quais vias metabdlicas estariam envolvidas na biorreducao, porém
sdo dados pouco conclusivos, visto que sédo estudos realizados in vitro.

Propusemos, neste trabalho, uma investigacdo in vivo e em tempo real da
energética do processo de biorreducao da cetona pré-quiral acetoacetato de etila,
utilizando a técnica de microcalorimetria isotérmica de fluxo aliada a outras técnicas de
monitoramento do processo. Acreditamos que somente o conhecimento mais
aprofundado do processo in vivo permitirda o desenvolvimento de estratégias racionais

para otimizacao do processo de biorredugao.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Construcao de Curva de Calibracao em Cromatografo Gasoso
para o Acompanhamento Cinético do Consumo do Substrato

Acetoacetato de Etila

Preparou-se uma solucéo estoque 0,1000 mol L™ de acetoacetato de etila (Carlo
Erba) em agua destilada, a partir do acetoacetato de etila previamente destilado.

A partir da solugao estoque, foram feitas diluicbes de forma que a concentracao
final de cada padrao fosse (mol L™): 0,100; 0,090; 0,080; 0,060; 0,030; 0,010; 0,005.
Transferiu-se 0,800 ml de cada padrao para um vial com tampa, o qual foram saturados
com NaCl (Vetec). Extraiu-se a fase aquosa com 0,500 ml de tolueno sob agitacéo
manual. Injetou-se 1 yl de amostra no cromatdégrafo gasoso CG-500 (CG Master 500),

equipado com uma coluna empacotada CG - Carbowax 20M, nas seguintes condigdes:

o ) . Atenuacao de
T/ injetor | T/ coluna | T/ detector | i / detector | Vazao de H. inal
sina

150°C 135°C 160°C 200mA 25 ml h’’ 32x

A partir dos dados obtidos, construiu-se uma curva de calibracdo. Essa curva
apresentou alta linearidade na faixa analisada (0,005-0,100 mol L"), com coeficiente de
correlacao, R=0,99869.
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3.2 Construcao de Curva de Calibracao em Cromatografo Gasoso
para o Acompanhamento Cinético da Producdo do 3-
Hidroxibutirato de Etila (Produto da Biorreducao do
Acetoacetato de Etila)

Preparou-se uma solugdo estoque 0,1000 mol L™ de 3-hidroxibutirato de etila p.a.
(Across) em agua.

A partir da solucédo estoque, foram feitas diluicbes de forma que a concentragao
final de cada padrao fosse (mol L™): 0,080; 0,065; 0,050; 0,020; 0,005. Transferiu-se
0,800 ml de cada padrao para um vial com tampa, os quais foram saturados com NaCl
(Vetec). Extraiu-se a fase aquosa com 0,500 ml de tolueno sob agitagdo manual.
Injetou-se 1 pl de amostra no cromatografo gasoso CG-500 (CG Master 500), equipado
com uma coluna empacotada CG - Carbowax 20M, nas mesmas condigdes
apresentadas no item 3.1.

A partir dos dados obtidos, construiu-se uma curva de calibragdo. Essa curva
apresentou alta linearidade na faixa analisada (0,005-0,080 mol L"), com coeficiente de
correlagao, R=0,99969.

3.3 Experimentos Microcalorimétricos

Os experimentos microcalorimétricos foram realizados em um microcalorimetro
isotérmico equipado com cela de fluxo continuo confeccionada em ouro, com volume
nominal de 0,600 ml. O fluxo continuo foi mantido através de uma bomba peristaltica
(LKB — Pharmacia), conforme esquema apresentado na figura 11.

O canal de fluxo do microcalorimetro foi eletricamente calibrado num fundo de
escala de 1000 uW antes de todos os experimentos. A calibragéo foi feita com o canal

totalmente preenchido com agua, sem fluxo.
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Figura 11: Representacdo esquemdtica do sistema em “loop” reator-calorimetro reator, com
fluxo mantido por uma bomba peristdltica.

3.3.1 Calibracao Quimica do Canal de Fluxo do Microcalorimetro

Para calibragdo quimica do canal de fluxo utilizou-se uma reagado padrao, que
libera uma taxa de calor aproximadamente constante em curtos intervalos de tempo.
Trata-se da reacdo de hidrélise da triacetina em tampao imidazol/acido acético,
conforme procedimento apresentado por Briggner e Wadso (1991). segundo equacgéo 8.

Preparou-se o tampéao acido acético/ imidazol dissolvendo 27,23 g (0,4 mol) de
imidazol em 100,00 g de agua destilada. A esta solugao foram adicionados 16,00 g de
acido aceético glacial. Esta solugao foi estocada a 4 °C em frasco ambar.

Calibrou-se eletricamente o microcalorimetro num fundo de escala de 100 uW.

Pesou-se 1,0000 g de triacetina em uma balanga analitica e transferiru-se essa
massa para um microrreator. Adicionou-se em seguida 20,00 g de solugdo tampao
imidazol/acido acético, mantendo-se o microrreator a 25 °C com auxilio de um banho
termostatizado. Introduziu-se o tubo de entrada e de saida do canal do microcalorimetro
dentro do microrreator, fazendo um “loop”. Encheu-se o canal de fluxo com a solugéo
de triacetina e desligou-se o fluxo. Registrou-se o fluxo de calor por intervalos de ~1

hora.
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3.3.2 Monitoramento Microcalorimétrico - Estabelecimento da
Condicao Controle

Os experimentos microcalorimétricos foram realizados em um microcalorimetro
isotérmico de fluxo Thermometric 2277 - TAM (Thermal Activity Monitor), equipado com
duas celas de fluxo continuo com volume nominal de 0,600 ml, conectadas em paralelo
(sistema “Twin” ou amostra - referéncia). As condi¢gbes do processo biolégico foram
mantidas utilizando-se um reator microbioldgico Biostat B2 (BBraun Biotech- Sartorius)
equipados com um eletrodo de pH (Mettler-Toledo), um eletrodo de oxigénio (Mettler-
Toledo), termopar Pt-100, e uma unidade de controle DFC3. O reator foi conectado “on
line” com a cela do sistema de fluxo do calorimetro através de uma bomba peristaltica,
a uma vazao constante de 83,3 ml h™".

Para os experimentos calorimétricos controle utilizando S. cerevisiae, preparou-
se uma solugao de 72,00 g de glicose (400 mmol) ou 36,03 g (400 mmol) de acido latico
(neutralizado com solugdo 0,1 mol L™ de NaOH) em 1 litro de 4gua destilada. Essa
solucéo (meio de cultura) foi adicionada ao reator, termostatizada a 25°C e mantida sob
agitacdo de 400 rpm. Calibrou-se os eletrodos de pH e de oxigénio. O eletrodo de
oxigénio foi calibrado utilizando-se dois pontos: saturagao do meio com Ny para pO, =0
e com ar comprimido (2,5 L min™) para pO; = 100%.

Apds a termostatizagdo do meio de cultura no reator, adicionou-se 10,00 g de S.
cerevisiae liofilizada (Fermix) sob intensa agitacao (600 rpm), por 5 minutos, para a
rapida dispersao das células no meio. Apos a dispersao, a agitagao foi reduzida para
400 rpm e o tubo capilar que conduz a suspensao celular para o interior do
microcalorimetro foi mergulhado na suspenséao celular. Criou-se entdo um “/oop” no
sistema de fluxo “on line”, introduzindo o tubo de saida da cela de fluxo dentro do
reator. O sistema foi mantido em fluxo continuo durante todo o processo, cuja duragéao
foi de 20 horas para todos os experimentos.

Em todos os experimentos utilizou-se 0,05 g de agente antiespumante FB-50

(Dow Corning), composto por polioxido de etileno e etilenoglicol.
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3.3.3 Monitoramento Microcalorimétrico do Processo de
Biorreducao do Acetoacetato de Etila

O procedimento para o experimento microcalorimétrico de biorreducdo do
acetoacetato de etila é idéntico ao descrito no item 3.3.2. Porém, neste caso, o meio &
constituido de 72,00 g de glicose ou 36,03 g (400 mmol) de lactato, 0,05 g de
antiespumante e 10,00 g de acetoacetato de etila (0,077 mol) previamente destilado,
dissolvidos em 1,00 litro de agua destilada. Para confirmagéo o produto da biorredugao
do acetoacetato de etila, o 3-hidroxibutirato de etila, foi isolado e caracterizado por RMN
'H e RMN "3C (Varian, Gemini 300).

RMN'H (300MHz, CDCI5): 1,25 ppm (t, CH3); 1,29 ppm (d, CH3); 2,07 ppm (d,
CHy>); 3,75 ppm (g, CHy); 3,40 ppm (s, OH); 4,16 ppm (m,CH).

RMN"3C (300MHz, CDCl3): 15,00 ppm (CHs3); 22,50 ppm (CHj3); 42,70 ppm (CHy);
60,60 ppm (CHy); 64,20 ppm (COH); 173,11 ppm (COOR)

3.4 Monitoramento do Consumo de Glicose por Método
Enzimatico

Para o monitoramento do consumo de glicose utilizou-se um kit enzimatico
(Laborlab, CAT N°: 02200), comumente utilizado em dosagens de agucar em plasma
sanguineo (glicemia), em laboratérios de analises clinicas. Trata-se de uma técnica
colorimétrica baseada na oxidagdo enzimatica da glicose para formagao de acido
gluconico e peroxido de hidrogénio (H202). O H,O, é reduzido por acdo da enzima
peroxidase na presenca dos reativos de cor 4-aminofenazona e fenol produzindo o
composto colorido 4-(benzoquina monoimino) fenazona, sendo a intensidade da cor
proporcional a concentragéo de glicose no meio.

Para o monitoramento do consumo de glicose nos processos, foram coletadas,
periodicamente, aliquotas ao longo de todos os experimentos. As aliquotas coletadas

foram centrifugadas a 9000 rpm por 10 minutos para remogao das células. O
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sobrenadante foi transferido para outro vial e acondicionado a —10 °C até a realizacao
das medidas. Utilizou-se sempre um padrdao como referéncia.

As amostras com concentragdo superior a 4,5 g L™ ou 25,0 mmol L, limite
maximo da faixa linear, foram devidamente diluidas. Apds a realizagao do procedimento
descrito acima, as amostras foram analisadas seguindo o procedimento fornecido no
manual de instrugdes do kit (manual LABORLAB) em um espectrofotdmetro UV-Vis (HP
8453), em A=505 nm.

3.5 Quantificacao de Etanol por Método Enzimatico

Para a quantificacdo do etanol produzido nos processos estudados utilizou-se um
kit enzimatico (Boehringer Mannhein, Biopharm). O método baseia-se na oxidagao
enzimatica do etanol a acido acético. Quando completada a reagéo as espécies NADH,
regeneradas na oxidagdo do etanol, sdo quantificadas por absor¢do na regido do UV
(A=340 nm).

O kit & composto por: tampéao difosfato pH=9; comprimidos contendo aldeido
desidrogenase e NAD®; suspensdo de alcool desidrogenase e solugdo padrdo de
etanol.

Para a analise foram colhidas, periodicamente, aliquotas ao longo do
experimento, e estas foram centrifugadas a 9000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi transferido para outro vial e acondicionado a —10 °C até a realizagdo das medidas.
Antes da analise, o sobrenadante foi aquecido a 80°C em banho-maria por 15 minutos.

As amostras contendo quantidades de etanol superiores a 1,3 mmol L™ (0,06 g L°
1), foram devidamente diluidas. Depois de realizado o procedimento de preparacao das
amostras descrito acima, as amostras foram analisadas, seguindo as instrugdes do
fabricante (Manual Boehringer Mannhein), utilizando-se um espectrofotdmetro UV-Vis
(HP-8453), em A=340 nm.
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3.6 Quantificacao Espectrofotométrica de Lactato por Método

Enzimatico (Visivel)

Para a quantificagao de lactato consumido nos processos estudados utilizou-se um
kit enzimatico (KATAL). O método baseia-se na oxidagdo enzimatica do lactato a
alantoina em presenca de oxigénio, gerando peroxido de hidrogénio (H2O,), que, em
presenca de um reagente fendlico e 4-aminoantipirina sofre acdo da peroxidase
produzindo um composto colorido com maximo de absor¢do em 555 nm.

O kit € composto por frascos de tampao pH=7,20 e um frasco com uma solugao
aquosa de lactato oxidase, peroxidase, 4-aminoantipirina e azida sodica.

Para a analise foram colhidas, periodicamente, aliquotas ao longo do
experimento, as quais foram centrifugadas a 9000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi transferido para outro vial e acondicionado a —10 °C até a realizagdo das medidas.

As amostras com concentracdo superior a 13,3 mmol L™, limite superior da faixa
linear foram devidamente diluidas. Depois de realizada a diluicdo, as amostras foram
analisadas em um espectrofotéometro UV-Vis (HP - 8453), em A=555 nm, de acordo com

o manual de instru¢des fornecido pelo fabricante (Manual KATAL).

3.7 Monitoramento do Processo de Biorreducao do Acetoacetato de
Etila por Cromatografia Gasosa

Foram coletadas, no biorreator, aliquotas durante o periodo do experimento,
centrifugadas por 10 minutos a 9000 rpm. Apos a centrifugacédo 0,800 ml de
sobrenadante foram transferidos para outro vial com tampa vedada por o-ring de
borracha e mantidas a —10°C até o momento em que foram realizadas as medidas.

As amostras foram descongeladas e saturadas com NaCl. Adicionou-se 0,500 ml
de tolueno e extraiu-se os compostos organicos sob agitacdo manual.

O extrato organico (1 uL) foi injetado no cromatografo gasoso (CG Master-500),

conforme as condigdes citadas no item 3.2.
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4. RESULTADOS

Neste trabalho, o processo de biorredugdo do acetoacetato de etila foi

monitorado em tempo real, em quatro diferentes condigdes experimentais:

a) aerobiamente (2,5 L min™' de ar) e na presenca de excesso de glicose (400
mmol L") — AG;

b) anaerobicamente (0,5 L min™ de N, gasoso) e na presenca de excesso de
glicose (400 mmol L") — AnG;

c) aerobicamente (2,5 L min.”" de ar) em presenca de lactato (400 mmol L") —
AL;

d) aerobicamente (2,5 L min™' de ar) na auséncia de fonte de energia exégena —
ASG.

A apresentacdo dos Resultados e a Discussao seguirdo a ordem apresentada
acima (a — d). As curvas calorimétricas (curva P —t), pH e consumo de O, foram obtidas
em duplicata e sdo apresentadas na forma de curva média.

Os experimentos controle terdo sua respectiva sigla iniciadas com a letra C,
enquanto que nos experimentos de biorreducéao a sigla iniciara com a letra B.

Para que fosse possivel o estudo do processo de biorredugao do acetoacetato de
etila, os experimentos de biorredugdo foram sempre analisados em relagdo ao

respectivo experimento controle.

4.1 Evidéncia Calorimétrica da Repressao Catabdlica

A tabela 1 apresenta uma comparagao entre os valores de calor liberado/ mol de
glicose, tedricos e experimentais, para os processos aerobicos e anaerobicos na

presenca de glicose (400 mmol L") e na auséncia de nutrientes no meio.
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Tabela 1: Valores de Q liberado para o processos controle anaerobico
(Fermentacdo) e aerébico (Respiracdo)

AH,egpiragio / kJ MOl de| AH tomentacao / K mol ' de
glicose (aerobico) glicose (anaerobico)
Tedrico* - 2814 -100
Experimentos -182 -98

* Dados apresentados por Gustafsson, 1991
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4.2 Experimentos Aerobicos com Glicose (C-AG e B-AG)

A figura 12 apresenta as curvas médias obtidas para os processos de controle

(C-AG) e biorredugao (B-AG) em condigbes aerdbicas presenga de glicose.
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Figura 12: Grdficos obtidos a partir dos experimentos aerobicos na presenca de excesso de
glicose (400 mmol L") a) Curva Poténcia-tempo b) Curva de consumo de O»; ¢) Produgdo de
etanol; d) Curva de monitoramento de pH; e) Curva de monitoramento de consumo de glicose; f)
Curva de monitoramento de acetoacetato de etila e do 3-hidroxibutirato de etila.

4.3 Experimentos Anaerobicos com Glicose (C-AnG e B-AnG)

A figura 13 apresenta as curvas médias obtidas para os processos de controle (C-

AnG) e de biorreducao (B-AnG) em condi¢cdes anaerdbicas na presenca de glicose.
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Figura 13: Grdficos obtidos a partir dos experimentos anaerobicos na presenca de excesso de
glicose (400 mmol L']); a) Curva Poténcia-tempo b) Producdo de etanol; ¢) Curva de
monitoramento de pH; d) Curva de monitoramento de consumo de glicose; e) Curva de
monitoramento de acetoacetato de etila e do 3-hidroxibutirato de etila.

4.4 Experimentos Aerobicos com Lactato (C-AL e B-AL)

A figura 14 apresenta as curvas médias obtidas para os processos de controle

(C-AL) e de biorreducao (B-AL) em condi¢des aerdbicas na presenga de lactato como
fonte de energia.
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Figura 14: a) Grdficos obtidos a partir dos experimentos aerébicos com lactato como fonte de

energia (400 mmol L’ ); @) Curva Poténcia-tempo b) Curva de consumo de O,,; ¢) Curva de

monitoramento de pH; d) Curva de monitoramento de acetoacetato de etila e do 3-
hidroxibutirato de etila.

4.5 Experimentos Aerobicos na Auséncia de Fonte de Energia
Exogena (C-ASG e B-ASG)

A figura 15 apresenta as curvas médias obtidas para os processos de controle (C-

ASG) e de biorreducéo (B-ASG) em condi¢des aerdbicas na auséncia de glicose
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Figura 15: Grdficos obtidos a partir dos experimentos aerébicos na auséncia de fonte de energia
exogena: a) Curva Poténcia-tempo b) Curva de consumo de O3; ¢) Curva de monitoramento de
pH; d) Curva de monitoramento de acetoacetato de etila e do 3-hidroxibutirato de etila.

4.6 Dados Numeéricos Relativos aos Experimentos

A tabela 2 traz os dados numéricos do calor liberado referentes aos graficos P-t
apresentados anteriormente, além dos valores de consumo de glicose, lactato e etanol
produzido.

Os valores de calor liberado ao longo dos processos, registrados como curvas P

— t (uW vs. horas), foram obtidos por integracado da respectiva curva ao longo das 20
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horas de experimento Q = IPdt, onde P (J s™') é a poténcia térmica liberada ao longo

do experimento.

Tabela 2: Dados experimentais dos processo controle e biorredugdo nas diferentes condicoes
experimentais estudadas no periodo de 20 horas de experimento

12

t1

Glicose Etanol
) “Q/kJg' |0y mol| pH; pH; |consumida/| produzido/
Experimento mol mol
Controle Aerébico ¢/
Glicose (C -AG) 3,86 0,205 6,3 3,3 0,254 0,206
Biorredugao
Aerdébico c/ Glicose 3,06 0,162 5,8 3,5 0,168 0,202
(B-AG)
Controle Anaerdbico
¢/ Glicose (C-AnG) 3,88 0 5,7 4,2 0,396 0,591
Biorreducéo
Anaerobico ¢/ 4,09 0 5,6 34 0,390 0,545
Glicose (B-AnG)
Controle Aerébico ¢/
Lactato (C-AL) 1,53 0,059 7.1 8,4 -- 0
Biorredugao
Aerdbico ¢/ Lactato 2,38 0,118 7,1 8.4 -- *
(B-AL)
Controle Aerdbico s/
Glicose (C-ASG) 0,98 0,048 6,3 5,9 -- 0
Biorredugao
Aerdbico s/ Glicose 1,12 0,054 5,8 4,3 -- *
(B-ASG)

*Ndo foi possivel determinar, C — controle, B — biorredugdo, A — aerobico, An — anaerdbico, G — glicose 400mmol
L' SG - sem glicose; L — lactato 400 mmol L
*Q = quantidade de calor liberado pelo sistema, obtida da integragéo da curvas P-t (Q/ massa de células

liofilizadas)
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A tabela 3 traz os valores numeéricos relativos (Q/O,, Q/Gluc., O2/Gluc)) baseado

nos valores apresentados na tabela 2.

Tabela 3: Valores numéricos relativos dos controle e biorredugdo para cada processo estudado,

obtidos a partir dos valores absolutos da tabela 1

Experimento 0/ 0, (kJ mol* g')* 0/ Gluc® 0/ Gluc (kJ mol’ g

Iye

C-AG 18,80 0,807 15,17

B-AG 18,85 0,964 18,19

C-AnG -- -- 9,80

B-AnG -- -- 10,49
C-ASG 21,37 - -
B-ASG 20,72 - -
C-AL 25,68 -- -
B-AL 20,17 -- -

2Q(Jg" de células secas)/ mol de O, consumido

® 0, consumido (mol)/ glicose consumida (mol)

e J g" de células secas)/ mol de glicose consumida
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A tabela 4 traz os valores de rendimento e conversdo do substrato acetoacetato

de etila em 3-hidréxibutirato de etila, ao final de 20 horas de experimento.

Tabela 4: Valores de conversdo dos processos de biorreducdo

Experimento Acetoacetato de | 3-Hidroxibutirato
de biorreducio | etila Consumido/ |de etila Produzido/ | Conversao/ %
mol L’ mol L™
B-AG 0,077 0,077 100,0
B-AnG 0,077 0,072 93,5
B-ASG 0,023 0,020 87,0
B-AL 0,049 0,031 63,2

Tabela 5: Eficiéncia do processo de biorredugdo para os processos B-AG e BAnG

Experimento de Razao
. . nz.ug/ mol NG/ mol
biorreducéao Nske/ NG
B-AG 0,077 0,168 0,458
B-AnG 0,072 0,390 0,184
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5. DISCUSSAO

5.1 Aspectos Gerais

No inicio desta tese, muito trabalho e tempo foi despendido no sentido de definir
as condigdes experimentais tais como concentracdo de glicose, de células, de
substrato, taxa de bombeamento do reator para o microcalorimetro e aeragdo da
suspensao de células no reator.

Inicialmente definiu-se a concentragdo de glicose em 400 mmol L' com base em
algumas referéncias onde os autores variavam esse valor entre 25 e 600 mmol L™
(Kometani e col, 1991, Albers e col., 1996). Em todos os experimentos esse valor de
concentragao de glicose foi fixado com o objetivo de que a fonte de carbono/energia
nao se extinguisse durante o tempo estabelecido para os experimentos, visto que tal
fato provocaria alteracbes metabdlicas durante o andamento do processo, o que
dificultaria ou mesmo impossibilitaria a interpretacéo dos resultados. Neste trabalho, a
glicose sera referida como apenas fonte de energia, visto ndo haver, no meio,
condig¢des nutricionais para a assimilagéo de carbono pelas vias anabdlicas.

A concentracdo de Saccharomyces cerevisiae foi fixada em 10,00 g de células
liofilizadas/ litro. Essa concentragao foi a mais alta que pudemos utilizar, com seguranga
no sistema de fluxo continuo reator — calorimetro — reator, sem que houvesse riscos de
entupimento na cela de fluxo do microcalorimetro, que poderia ocorrer em decorréncia
da aglutinagéo celular. Para o estabelecimento deste parametro foram feitos testes de
bancada utilizando-se uma espira de teflon de 0,8 mm de didmetro, simulando uma cela
de fluxo.

A concentragdo de acetoacetato de etila foi fixada em 10,00 g L™ (76,8 mmol L™),
numa razao de 1:1 (massa de células secas : massa de substrato).

O fluxo de ar utilizado na aeracédo do reator, proveniente de um cilindro de ar
sintético comercial, foi também definido em experimentos preliminares de forma a
sempre haver oxigénio disponivel no meio, mas evitando-se a completa saturagao.

Esse valor foi empiricamente definido em 2,50 L de ar min.”".
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Foram realizados experimentos para avaliar a variagdo da concentragdo do
substrato (acetoacetato de etila) em fungédo da evaporagdo devido a alta taxa de
aeracdo (2,5 L min."). Nao observou-se variacdo significativa na concentragdo de
acetoacetato de etila decorrente da evaporagao tanto do proprio acetoacetato de etila
quanto da agua, indicando que o reator apresenta alta eficiéncia na manutengdo das
condigdes volumétricas do meio.

A taxa de bombeamento da suspensao de células de S. cerevisiae do reator para
dentro do microcalorimetro foi uma das variaveis mais dificeis de se definir. A vazao
normalmente utilizada em experimentos de calorimetria bioldgica ¢ de 30 ml h™', onde
sua influéncia sobre o volume térmico da cela é desprezivel (O’'Neill e col., 2004).
Devido a alta densidade celular no meio, a quantidade de oxigénio dissolvido n&o era
suficiente para manter as condi¢des aerdbicas ao longo de todo o percurso da linha de
fluxo. Por este motivo, as primeiras curvas calorimétricas P — t obtidas possuiam
oscilagbes muito intensas e periodicas durante todo o tempo ao longo das 20 horas de
experimento. Esta periodicidade de oscilagbes muito provavelmente era consequéncia
de uma transicdo metabdlica aerdbia < anaerdbia dentro da cela do calorimetro. Esta
justificativa encontrou apoio quando se elevou a vazdo de forma que as células
atingissem a cela de fluxo em condigbes ainda aerdbias, mais préxima possivel da
condicao de aeragdo do reator. Para encontrar a vazao ideal (auséncia de tais
oscilagbes periddicas) foi realizado um experimento, nas condigdes ja definidas acima,
partindo-se de 30 ml h™' e elevando-a até 83,3 ml h™. Nesta taxa de bombeamento as
oscilacbes desapareceram e o termograma passou a representar os fendmenos
metabdlicos ocorridos no reator, como podem ser observados na semelhanga entre as
curvas Poténcia-tempo e as curvas de consumo de oxigénio.

No entanto, como foi utilizada uma vazao superior a comumente utilizada neste tipo
de experimento, foi necessario verificar qual a consequéncia que essa vazao teria sobre
o efeito térmico do processo estudado. Uma consequéncia direta da elevacao da taxa
de fluxo é a redugao do volume térmico da cela, efeito esse que cresce com o valor da
vazao (O’'Neill e col., 2004).

O volume térmico é o paradmetro pelo qual podemos avaliar uma redugcdo no

valor fluxo de calor na cela do calorimetro decorrente do aumento da vazao. Este efeito
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€ uma consequéncia direta da redugcado do tempo de residéncia de um segmento de
volume dentro da cela calorimétrica.

Para a obtencdo do volume térmico na velocidade de bombeamento de 83,3 ml
h™', utilizou-se uma reacdo bastante conhecida como reagdo padrido de calibracédo
quimica em experimentos calorimétricos em fluxo, ou seja, a hidrolise da triacetina em
tampao acido acético/ imidazol, equacdo 8 (Briggner e Wadso, 1991; Willson e col.,
1999).

Trata-se de uma reagdo de segunda ordem, cujo tempo de meia-vida € de 18
dias. Essa reacéao libera uma taxa de calor praticamente constante em curtos periodos
de tempo (Willson e col., 1999). Utilizando-se esta reagdao de calibragdo quimica,
verificou-se que o volume térmico € 12,1% inferior ao volume nominal da cela tendo
sido, portanto, a intensidade do fluxo de calor registrado nas curvas P-t sempre

corrigidas com base nesse fator.

9]
[l
o CHy-O—C—CHs CH,-OH o
I | imidazol | “
H;C—C2—0—CH + H,O0 —/—f——F—= HO—CH + HzC—C (8)
| acido acético | \OH
CHQ_O_(F[-_CH3 CH,-OH
9]

Antes de iniciarmos a discussao dos dados apresentados no item 4, discussao
esta que sera feita na mesma ordem na qual os dados foram apresentados, é
necessario enfatizar as caracteristicas das condi¢cées experimentais utilizadas e suas
implicagdes sobre o metabolismo do microorganismo.

Considerando-se as condicdes do meio em que os experimentos foram
realizados, ou seja, em completa auséncia de nutrientes, podemos assumir que
prevalece a condicdo de desacoplamento metabdlico como consequéncia direta do
impedimento do crescimento celular.

Do ponto de vista da calorimetria bioldgica, existe uma grande vantagem em se
trabalhar em condigdes desfavoraveis ao crescimento celular, pois nestas condigdes o
processo metabdlico ocorre sem o envolvimento de fatores complicantes associados ao

crescimento celular. Tal condigdo torna mais simples a associagdo entre vias
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metabdlicas e a taxa de producédo de calor (dQ/dt), relacionados ao estudo proposto
(Fujita e Nunomura, 1977).

Nestas condi¢gdes nutricionalmente pobres, podemos considerar que a condicao
de desacoplamento metabdlico, ou seja, a producdo de energia quimica (ATP) é
bastante superior as necessidades energéticas do processo anabdlico, visto ndo haver
condigdes nutricionais para o crescimento celular, mas apenas para a sua manutengao
(Larsson e col., 1995).

Desta forma, as uUnicas maneiras de “escoamento” deste excesso de energia
s&o: a) sobrevivéncia celular, b) hidrélise do excedente de ATP nao utilizado.

Por sobrevivéncia celular entende-se: manutencdo das funcbes metabdlicas,
transporte de substratos e metabdlitos, etc., e manutengdo da homeostase (pH e
osmolalidade) (Lamprecht, 1980).

De acordo com a Primeira Lei da Termodinamica (equacéo 4), toda a energia
liberada pelo processo catabdlico esta apta a ser utilizada no trabalho de sintese de
ATP, forma de energia quimica util para a assimilagado pelo microorganismo, em nosso
caso, para a manutengdo das necessidades celulares ja mencionadas. A parcela de
energia nao utilizada é liberada na forma de calor e aumento de entropia do ambiente
(conforme equagdo.5), forma de energia ndo disponivel para a assimilacédo pelo
microorganismo. O fato de o ATP ser uma espécie quimica existente em quantidades
diminutas intracelularmente, este ndo pode ser acumulado, devendo 0 excesso ser
hidrolisado para que o processo metabdlico, seja ele fermentativo ou respiratorio, nao
seja interrompido (Hoogerheide, 1975).

Para que fosse possivel o estudo e acompanhamento em tempo real dos
parametros fisicos e quimicos do processo de biorredugao, nas condigdes mencionadas
na parte experimental, os experimentos foram sempre feitos por comparagdo com o
respectivo experimento controle, que se encontra nas mesmas condicbes da
biorredugdo, exceto pela presengca de acetoacetato de etila. Isto nos garante que
qualquer diferengca entre as taxas de produgao de calor (dQ/dt) ou qualquer outra
propriedade monitorada seja, unica e exclusivamente, decorrente da agdo do substrato

a ser reduzido sobre os eventos metabdlicos da S. cerevisiae.
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Em condig¢des propicias ao desacoplamento metabdlico, como a que é utilizada
neste trabalho, podemos assumir que todo o ATP e NAD(P)H sdo regenerados nos
processos catabolicos. Neste trabalho, a discussao sera feita com base no rendimento
energético das vias catabdlicas das fontes de energia (calor total liberado ao longo do
processo, Q), que é proporcional a quantidade de ATP regenerado e hidrolisado nas
condigdes de desacoplamento metabdlico, garantida pela restricdo nutricional. Como a
calorimetria € uma técnica nao especifica, a discussdo também sera baseada em outras
propriedades monitoradas concomitantemente ao monitoramento calorimétrico e,
diretamente associadas as vias metabdlicas como pH, consumo de O,, consumo de
glicose, consumo de lactato e produgdo de etanol, em cada condicdo experimental
estudada.

A microcalorimetria de fluxo, técnica utilizada como ferramenta no
desenvolvimento do presente trabalho, nos permite determinar a quantidade de calor
liberado ao longo de todo processo de natureza bioldgica, possibilitando a associagao
entre a taxa de calor liberado e fendmenos metabdlicos, sendo esta a motivagao central
deste trabalho (Hoogerheide, 1975).

Nos experimentos procurou-se reproduzir o mais fielmente possivel as condi¢des
de biorredugdo normalmente utilizadas nas sinteses quirais promovidas por S.
cerevisiae, conforme apresentado na literatura (Kometani e col., 1993, 1994), ou seja, o
meio reacional contendo apenas agua e o substrato a ser reduzido, tanto na presenca

quanto na auséncia de uma fonte de energia.

5.2 Evidéncia Calorimétrica do Efeito de Repressao Catabdlica

Os experimentos AG e AnG diferem entre si apenas pela oxigenagao do meio. O
primeiro foi realizado em condigbes aerdbicas, mantendo-se o meio saturado com
oxigénio ao longo de todo o experimento. J& o segundo, foi realizado em condigbes
extremamente anaerobicas, mantendo-se o meio saturado com nitrogénio.

O fato de diferirem apenas nas condigdes de aeragdo, nos permite fazer uma

analise comparativa entre os valores das propriedades fisicas e quimicas monitoradas
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para os experimentos nestas condigdes e assim interpretar as diferengas entre os
dados obtidos com base nas vias catabdlicas da glicose conhecidas para ambas as
condicdes.

Observa-se, na tabela 2, que embora a quantidade de calor produzido nos
experimentos anaerobicos (C-AnG e B-AnG) na presenga de excesso de glicose, tenha
sido ligeiramente maior que nas condi¢cdes aerdbicas, a quantidade de calor produzido
por mol de glicose consumida (Q/Gluc) (tabela 3), foi cerca de 35% e 43% inferiores,
comparando entre si os experimentos controle (C-AG e C-AnG) e biorredugéo (B-AG e
B-AnG), respectivamente.

Esse menor rendimento energético por mol de glicose em condigdes anaerdbicas
encontra-se, pelo menos do ponto de vista qualitativo, coerente com a diferenca entre
os rendimentos energéticos conhecidos para os processos de respiragdo e
fermentacao.

No entanto, essa diferenca encontra-se muito abaixo das expectativas
bioquimicas, visto que o rendimento energético em termos de ATP para um
metabolismo anaerobico deveria ser ~95% inferior ao do metabolismo exclusivamente
aerobico, conforme representado pelas equacées 9 e 10 (Hoogerheide, 1975;
Lamprecht, 1980; Gustafsson, 1991).

Fermentacao CeHiz0s — = 2CO0,+2C,HsOH AH’°=-100kJmol ™" (9)
Respiracdo CeHi206 ——= 6CO,+6H,0 AHC = -2814 kJ mol ™" (10)

Este resultado evidencia um tipo de metabolismo caracteristico da S. cerevisiae,
conhecido como metabolismo respiro-fermentativo. Esse tipo de metabolismo é
caracterizado pela ocorréncia concomitante dos processos de respiragao e
fermentacdo, em proporgdes variaveis em fungdo da concentragdo da glicose e
oxigénio no meio. Esse fendmeno é também conhecido como fermentagao aerdbica. O
fato de os experimentos aerdbicos terem sido realizados ao longo das 20 horas sob
saturagdo de O, e alta concentragdo de fonte de energia, permite-nos atribuir esse
efeito apenas ao excesso de glicose no meio. As quantidades de etanol produzido
também conduzem a essa conclusdo, cujos altos valores indicam que o metabolismo

fermentativo ocorre, paralelamente a respiragdo, em uma proporc¢éo relativamente alta.
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O fendbmeno metabdlico observado € conhecido como represséo catabdlica ou
efeito Crabtree, e foi inicialmente explicado como resultado da alta taxa de metabolismo
e consequente saturacdo do ciclo de Krebs em decorréncia da alta taxa glicolitica,
induzida pelo excesso de glicose em solugdo, com consequente desvio do excedente
do fluxo metabdlico para as vias fermentativas. Hoje, sabe-se que a glicose inibe a
expressao génica de enzimas pertencentes ao processo respiratorio, que €, pelo menos
em parte, responsavel pelo fendbmeno de repressao catabdlica (Bakker e col., 2001).

Segundo Hoogerheide (1975), o metabolismo completamente respiratorio é
conseguido apenas em concentragdes de glicose abaixo de ~0,05% (~3 mmol L"), sem
limitacdo de O, (Hoogerheide, 1975).

5.3 Experimentos Aerobicos na Presenca de Glicose (AG)

A discussao dos dados apresentados nas tabelas 1 e 2 sera realizada com base
nos conhecimentos existentes na literatura sobre o metabolismo da S. cerevisiae e
rendimentos energéticos das vias metabdlicas.

Durante a discussdo dos resultados obtidos foi constatado que existe uma
grande escassez de informacdes a respeito da interpretacado das curvas P-t obtidas nas
condi¢bes de restricao nutricional e excesso de glicose. No entanto Lamprecht (1980),
em um excelente trabalho de revisdo sobre a termodinamica de crescimento e
metabolismo de leveduras, apresentou algumas curvas P — t em condi¢gbes bastante
parecidas com as utilizadas em nosso trabalho.

Devido a notavel semelhancga entre as curvas apresentadas nas figuras 12a e
13a com as curvas apresentadas e discutidas no trabalho de revisdo de Lamprecht
(1980), a discussédo das curvas P — t serdo realizadas com base nas informagdes
apresentadas neste trabalho de revisao.

As curvas P-t, apresentadas nas figuras 12a e 13a, atribui-se um comportamento
multifasico, composto por trés fases distintas. Segundo Lamprecht (1980), o curto pico

exotérmico, presente em todas as curvas P-t nos minutos iniciais (primeira fase), seria
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decorrente do que denominou “catabolismo fasico” da glicose, devido a regulagdo da
glicdlise pela enzima fosfofrutoquinase.

Esse pico encontra-se presente em todos o0s experimentos realizados,
independente das condigdes experimentais (ver figuras 12a, 13a, 14a e 15a). Na
condicdo de auséncia de glicose, como as apresentadas nos experimentos aerobicos
ASG e AL (discutidos mais adiante), esse ‘uptake” pode ser decorrente do consumo
das fontes de energia enddgenas (poli ou dissacarideos), que pode ocorrer de forma
praticamente instantanea.

A segunda fase, um pico exotérmico de maior duragao, seria decorrente da
construcao de “pools” de reserva, ou seja, sintese de reservas enddgenas a partir da
glicose. Como pode-se observar na figura 12a, existe uma diferenga notavel entre as
curvas P-t do controle e biorreducdo onde nota-se, praticamente, a auséncia desse
maximo na curva P — t que representa o processo de biorredugado. Isso nos permite
concluir que o acetoacetato de etila influencia, de alguma forma, esse processo
metabdlico, reduzindo a capacidade do microorganismo em estocar energia na forma
de glicogénio ou trealose. Esse fato também pode ser demonstrado pela maior taxa de
consumo de glicose no processo controle (C-AG) (tabela), que pode ser devido a esse
mesmo efeito, uma vez que a célula além de manter as suas necessidades minimas de
manutencdo, também esta, nestas condigdes, assimilando glicose como reserva
endogena

A terceira fase do termograma é a fase estacionaria considerada como o
metabolismo real de manutengao celular, mantendo as necessidades basicas para a
sobrevivéncia do microorganismo no meio onde se encontra. A quantidade de calor
liberado durante o metabolismo estacionario, assim como nas outras etapas
metabdlicas, depende basicamente das condi¢gdes do meio de cultura, em condi¢gdes de
nao crescimento.

A interpretacdo dada as curvas P-t foi feita como apresentado anteriormente, ou
seja, com base na revisdo de Lamprecht (1980), visto que as propriedades monitoradas
neste estudo ndo nos permitem chegar a essa conclusao, pois o trabalho em questéo
nao possuia tal pretenséo.
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Um dos objetivos deste trabalho foi obter e interpretar o rendimento energético
total dos processos ao longo de 20 horas de experimento, tempo este definido
aleatoriamente.

Utilizando-se o método de integracdo da curva P-t, conforme representado na
figura 10, observou-se que a quantidade de energia liberada pelo processo aerdbico de
biorredugdo (B-AG) € cerca de 20% inferior ao controle (C-AG), como pode ser
conferido pelos valores de Q apresentados na tabela 2. Observa-se, também na tabela
2, que a quantidade de oxigénio consumido pelo processo B-AG também foi 20%
inferior em relagdo ao controle (C-AG). Essa informagdo nos fornece uma forte
indicacao de que o processo de biorreducdo provavelmente esta ocorrendo em nivel
mitocondrial, visto que o acetoacetato de etila influencia, exatamente na mesma
proporcao, duas importantes propriedades diretamente associadas ao processo de
respiragao, ou seja, a quantidade de calor produzido (Q) e o consumo de oxigénio (O2).

Para reforgar a idéia de que o processo de biorredugao em condigbes aerdbicas
e em excesso de glicose (B-AG) ocorre em nivel mitocondrial, monitorou-se a produgao
de etanol para ambos os processos (C-AG e B-AG), observando-se que para ambos a
producdo de etanol ocorre numa taxa bastante semelhante (figura 12c). Este resultado
reforca a hipétese de que biorreducdo do acetoacetato de etila ndo interfere na via
fermentativa do metabolismo aerdbico respiro-fermentativo, o que reforca a idéia da
participagdo mitocondrial no processo de biorreducédo, associado, provavelmente, aos
cofatores NADH continuamente regenerados pelo processo respiratorio.

Com base nestas informagdes e na teoria aceita para o fenbmeno de
biorredugao, que diz que o processo de biorredugdo ocorre associado a oxidagao dos
cofatores NADH (figura 7 e equagéo 3), é possivel concluir que o consumo de cofatores
NADH pelo processo de biorreducdo ocorrendo na matriz mitocondrial, realmente
provocaria uma reducao na taxa de regeneragao de ATP pela cadeia transportadora de
elétrons, no processo de respiracdo. Sendo o consumo de oxigénio diretamente
associado a taxa de regeneragdo de ATP na matriz mitocondrial, espera-se que o seu
consumo pelo processo respiratorio decaia exatamente na mesma proporg¢ao, conforme
foi observado experimentalmente (fabela 2). No entanto, deve-se esclarecer que a

associagao entre consumo de NADH e a regeneragcdao ATP s6 € valida para a via
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respiratéria, a qual ocorre no interior da mitocéndria, conforme representado
esquematicamente na figura 7.

Contudo, o consumo de glicose no processo B-AG foi 34% inferior ao controle
(C-AG), um valor razoavelmente superior aos observados para consumo de O, e
produgdo de energia, que foi cerca de 20% (tabela 2). Neste caso, uma possivel
explicagao, seria o “desvio” de parte da glicose consumida para a construcéo das fontes
endogenas no processo C-AG, representado pela segunda fase da curva P-t (figura
12a), segundo interpretacao de Lamprecht (1980).

Por este motivo, os valores das razées Q/Gluc e O,/Gluc, apresentados na tabela
3, podem acarretar em conclusdes errdbneas a respeito das contribuicbes dos
componentes respiratorio e fermentativo, do metabolismo respiro-fermentativo, uma vez
que somente parte da glicose consumida €, provavelmente, convertida em energia ao
longo do experimento, sendo outra parte acumulada como reserva enddgena, fato que
€ mais evidente no processo controle (C-AG), segundo interpretagdo da curva P-t
apresentada por Lamprecht (1980).

O fato da biorreducao ocorrer preferencialmente na matriz mitocondrial pode
ser resultado da possivel presengca de uma enzima homodloga a p-hidroxibutirato
desidrogenase, responsavel pela redugdo do ion acetoacetato oriundo da
decomposi¢cdo de lipidios e aminoacidos (corpos cetbnicos). Essa enzima também
encontra-se presente em células hepaticas e cardiacas em mamiferos (Voet e Voet,
1995; Genomenet).

Pela alta similaridade estrutural entre o ion acetoacetato e o acetoacetato de
etila, faz sentido supor que esta enzima promoveria a redu¢cao com alta eficiéncia. A
suposta existéncia desta enzima poderia ser a base da constatacdo experimental que
indica a preferéncia do processo de biorreducdo em nivel mitocondrial. Em condigcbes
anaerodbicas a biorredugado também ocorre, porém as custas de um maior consumo de
fonte de energia (tabela 5) e com taxa relativamente inferior a observada em condi¢des
aerdbicas. Essa menor taxa de redugdo pode estar associada a menor taxa de
regeneracdo de NADH pela via glicolitica em relacdo ao obtido em nivel mitocondrial
e/ou também a presengca de desidrogenases com menor especificidade por esse

substrato.
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A conversido do acetoacetato de etila em 3-hidroxibutirato de etila, nessas
condigdes, foi de 100% (ver tabela 4).

5.4 Experimentos Anaerobicos na Presenca de Glicose (AnG)

Com o objetivo de excluir a contribuicdo da respiragdo sobre o processo de
biorredugdo e avaliar o comportamento do referido processo sem a participacdo da
mitocéndria na regeneragao dos cofatores NADH, foram realizados experimentos em
anaerobiose, condigao que foi mantida por fluxo continuo de nitrogénio gasoso (Nz) no
meio reacional.

A exemplo dos experimentos de biorredugdo em condigbes aerdbicas (AG), os
experimentos anaerébicos (ANG) também apresentaram um comportamento
multifasico, inclusive com a auséncia, no processo de biorredugao (B-AG, figura 13a),
do largo pico exotérmico referente a segunda fase da curva P—t, que foi atribuido a
sintese de reservas enddgenas (trealose e/ou glicogénio) (Lamprecht, 1980). Porém,
nesse caso, o estudo metabdlico torna-se mais simples, uma vez que temos agora o
catabolismo ocorrendo por apenas uma via principal, a via fermentativa. Nessas
condigbes o catabolismo da glicose ocorre quase que exclusivamente no citossol da S.
cerevisiae.

Apos o periodo de 20 horas de experimento observou-se que a produgao de
calor (Q) para o processo de biorredugédo (B-AnG) (tabela 2) foi muito semelhante ao
valor observado para o processo controle, sendo o efeito térmico do controle, apenas
5% inferior ao da biorredugéo.

Do ponto de vista bioquimico das vias metabdlicas, sabe-se que a regeneragao
de cofatores NADH em condicbes anaerdbicas ocorre exclusivamente associado a via
glicolitica, conforme pode ser observado na figura 4. Assumindo-se que o processo de
biorreducdo do acetoacetato de etila deve ocorrer associado a oxidacao de cofatores
NADH, esse processo nao deveria influenciar o rendimento energético da fermentagao,
visto que a biossintese ou regeneracdo de ATP nesta via ndo esta diretamente

associada aos cofatores NADH, como acontece no processo respiratorio (figura 4).
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No entanto, embora o consumo de NADH pela biorredugdo nao deva influenciar
a producao de ATP (rendimento energético), existe um metabdlito cuja concentragao
age como um “sensor” da concentragao relativa de NADH no citossol, esse metabdlito é
o etanol. Como pode ser observado na figura 4, o processo fermentativo ocorre pela
descarboxilacdo do piruvato a acetaldeido e posterior redugédo do acetaldeido a etanol,
com utilizagdo dos cofatores NADH citossolicos, regenerados pela via glicolitica.
Portanto, o processo de biorredugao associado ao processo fermentativo, deve ocorrer
com competicdo (figura 16) entre acetaldeido (metabdlito) e o acetoacetato de etila
(substrato) pelos cofatores NADH, o que inevitavelmente levaria a uma diminui¢do na

producao de etanol.

glucose piruvato

Via Glicolitica

acetoacetato acetaldeido
de etila /
NADH
3-hidréxibutirato / \ etanol
de etila

Figura 16: Representacdo esquemdtica da competicdo entre acetoacetato de etila e acetaldeido
pelo cofator NADH

No entanto, como foi observado na figura 13b, os processos controle e
biorredugdo apresentaram taxas de produgdo de etanol bastante semelhantes. Tal
observacao é uma forte indicacdo de que o processo de biorredugdo em condigdes de
inatividade mitocondrial (anaerobiose), ndo ocorre associado a oxidagao dos cofatores
NADH, regenerados na via glicolitica (figura 4).

Também, uma outra possibilidade do catabolismo da glicose em nivel citossélico
€ a via pentose fosfato (VPF) (figura 4 e 17), via esta diretamente associada ao

anabolismo na qual sédo produzidos intermediarios que sao utilizados pelas células para
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a sintese de DNA e RNA, além da regeneragdo dos cofatores NADPH a partir da
reducdo do NADP".

A VPF (figura 4 e 17) trata-se de um desvio da via glicolitica, o qual ocorre a
partir do 2° intermediario da via glicolitica (glicose - 6 - fosfato). Apds sofrer as reagdes
enzimaticas na via pentose fosfato, os produtos desta retornam a via glicolitica como
intermediarios (Frutose-6-fosfato (F6P) ou Gliceraldeido - 3 - fosfato (GAP)). A F6P
retorna a via glicolitica como 3° intermediario desta, logo apdés o ponto de desvio,
seguindo o curso normal da via glicolitica até o produto final, piruvato. O retorno nesse
ponto da via ndo deveria acarretar em alteragcdes na concentracido de ATP no citossol,
visto que todas as etapas de consumo e producdo ATP sdo mantidas, e o rendimento
energético esperado seria igual ou quase igual ao que se esperaria na via glicolitica, ou
seja, sem a existéncia desse “desvio”.

No entanto, o outro intermediario, o GAP, retorna a via glicolitica como 5°
intermediario desta. Como é possivel observar na figura 17, o retorno nesse ponto da
via elimina uma etapa de consumo de ATP (destacado pelo contorno azul) o que pode
influenciar positivamente o rendimento energético do processo de biorredugcdo em
relacdo ao controle. Essa é a base tedrica que encontramos para justificar a nao
alteracao na taxa de producao de etanol e a elevagao na quantidade de calor produzido
pelo processo de biorreducdo em relagdo ao processo controle, valores que podem ser

conferidos na tabela 2.
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Figura 17: Representacdo parcial da via glicolitica e a entrada dos intermedidrios da VPF na
via glicolitica

O consumo de glicose pode ser considerado igual para ambos 0s processos
anaerobicos (C-AnG e B-AnG, fabela 2), fornecendo indicios de que a glicose que
possivelmente foi armazenada como fonte enddégena nas primeiras horas de
experimento, também tenha sido total ou quase totalmente consumida, considerando-se
as informacgdes apresentadas por Lamprecht (1980).

Com base nas informacbes obtidas nos experimentos AG e AnG foi possivel
concluir que o processo de biorreducdo do acetoacetato de etila pode acontecer em

ambos os compartimentos celulares, citoplasma ou matriz mitocondrial, associados a
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VPF e a mitocdndria (respiragcéo), respectivamente. No entanto, os resultados mostram
que parece haver uma preferéncia pela via respiratoria quando esta é permitida
pelas condicoes experimentais. Esta conclusao pode ser constatada pelo elevado
rendimento do processo de biorreducdo em condigdes aerdbicas as custas de muito
menos fonte de energia (glicose) em relagdo ao processo anaerdbico. Esta informacao
fica mais clara quando se faz a raz&o entre a quantidade de acetoacetato biorreduzido
e a quantidade de glicose consumida no processo, valores apresentados na tabela 5.

Essa razdo representa a quantidade de 3-hidréxibutirato de etila produzido por
mol de glicose consumida pelo microorganismo. Esses valores mostram que o processo
de biorreducédo aerdbico é cerca de 2,5 vezes mais eficiente do que o processo de
biorreducdo anaerébico, quando se utiliza como critério de eficiéncia um menor
consumo de fonte de energia. Essa constatacao reforga, juntamente com a discusséo
apresentada, os indicios de que a biorreducdo, provavelmente, ocorre mais
eficientemente pela via respiratéria, onde a taxa de regeneracéo dos cofatores NADH é
maior em relagéo as vias glicolitica e VPF.

A conversdo do acetoacetato de etila em 3-hidroxibutirato de etila, nessas

condigdes, foi de 93,5% (ver tabela 4).

5.5 Experimentos Aerobicos na Presenca de Lactato (AL)

Ao estudar o processo de biorredugdo em condigcbes aerdbicas, porém,
utilizando-se lactato como fonte de energia, teve-se como objetivo principal isolar o
processo catabodlico em nivel mitocondrial, visto que, segundo a literatura (Rigoulet e
col., 2004) o processo catabodlico do lactato ocorre diretamente na mitocondria,
suprimindo-se assim os efeitos da via glicolitica e da VPF, no que diz respeito a
regeneracao dos cofatores de redugdo (NADPH e NADH).

Inicialmente é necessario dizer que o lactato (equacdo 6) € a base conjugada de
um acido organico fraco, o acido latico, cujo pka = 3,86. Isso significa que em pH~7,0
[lactato] > [acido latico] e que somente em condigbes de pH < 3,86, teriamos o acido

conjugado prevalecendo sobre a base conjugada (lactato). Isso nos garante que
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durante todo o experimento houve a prevalecéncia da base conjugada em relagao ao
acido conjugado, visto que os valores minimos de pH foram 6,3 e 5,9, controle e
biorreducao, respectivamente. No entanto, deve-se ter em mente que, embora a forma
basica prevalega sobre a forma acida, durante todo o tempo ambas as espécies (acida

e basica) irdo coexistir em solugao.

oH OH

;o ° g 0 + B
HgC—C—C\ + Hal H3C—C—C\ + HO rEa=336 (6]
OH o)
D, L - acido latico D, L - Lactato

Como sabemos, o metabolismo de qualquer substrato comega no seu transporte
para o citoplasma celular. Como vimos na introdugao (item 1.2.3), na S. cerevisiae esse
transporte pode ser realizado por um mecanismo conhecido como préton-simporte, um
processo de difusdo mediada por uma enzima de membrana conhecida como
permease (ver figura 2).

No entanto, esperava-se que a parte referente ao acido conjugado pudesse
permear a membrana plasmatica por um processo conhecido como simples difusédo (ver
figura 1), porém Casal e col. (1999), em seus experimentos, verificaram que o
transporte de lactato ndo acontece na auséncia do gene JEN1, responsavel pela
expressao da enzima permease, responsavel pelo processo préoton-simporte.

Nas curvas P-t (figura 14a), observa-se um estreito pico exotérmico com duragao
de, aproximadamente 30 minutos, para ambos os processos (C-AL e B-AL). Esse pico
€ semelhante ao que foi atribuido, nos experimentos AG e AnG, ao catabolismo fasico
da glicose, segundo Lamprecht (1980). Essa semelhanga nos permite concluir que esse
pico esta diretamente relacionado ao consumo de glicose, no entanto, como nesse caso
nao foi adicionado glicose ao meio reacional, podemos concluir com base nessa
interpretagdo, que tal pico inicial e todo o processo até o inicio do segundo pico
exotérmico largo, é decorrente do consumo de glicose proveniente das fontes
endogenas da S. cerevisiae. Uma informagao que reforga essa concluséo € o fato de
que o pH do meio é reduzido até, praticamente, o inicio do segundo pico exotérmico

largo (figura 14c).
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A reducao de pH é uma consequéncia do metabolismo da glicose. Durante o
processo catabolico da glicose, enzimas conhecidas como ATPases de membrana (ver
figura 3), trabalham bombeando prétons do citossol para o meio externo, reduzindo o
pH externo (Imai e Ohno, 1995; de la Fuente e col., 1997). Essa informacgéao reforca a
conclusdo de que até o inicio do segundo pico exotérmico, o microorganismo esta
consumindo suas fontes enddgenas, que sao provavelmente, fontes de energia mais
facilmente acessiveis nas condi¢cbes experimentais. Essa redu¢do do pH externo gera
um gradiente protonico através da membrana celular, favorecendo mecanismos de
transporte do tipo proton-simporte, bastante comum no transporte de acidos
monocarboxilicos como o lactato.

No entanto, o inicio do segundo pico exotérmico acontece de forma quase
concomitante com a elevagdo de pH, para ambos os processos C-AL e B-AL (ver
figuras 14a e 14c). A curva de pH, novamente, teve papel elucidativo no processo
observado calorimetricamente. A elevacdo de pH é coerente com o processo de
transporte proton-simporte (ver figura 2), apresentado como sendo o provavel
mecanismo para o transporte de lactato. Nesse processo, o lactato € transportado para
citossol mediante o bombeamento de prétons no mesmo sentido (ver figura 2). Por este
motivo, a elevacdo de pH é uma forte evidéncia do transporte de lactato, visto que
prétons no meio extracelular sdo bombeados paro o citossol no mesmo sentido do
lactato, pelo processo proton-simporte.

Como apresentado na literatura (Casal e col., 1999), a expresséo da permease
responsavel para transporte de lactato é induzida pela presenga de lactato no meio de
cultura, como unica fonte de carbono/ energia. Como n&do se conhece o0 processo de
crescimento do microorganismo utilizado nos experimentos, visto se tratar de fermento
de panificdo comercial, é bastante provavel que o microorganismo tenha sido crescido
em meio complexo na presenga de glicose como fonte de carbono/ energia. Com base
nesta suposigado e nas informagdes contidas na literatura (Casal e col., 1995, 1999) os
microorganismos, provavelmente, ndo possuiam as permeases para o transporte de
lactato. Portanto, o intervalo de tempo necessario para o inicio do transporte de lactato
talvez seja decorrente do tempo que as células necessitam para expressar a permease

responsavel pelo processo simporte, sendo esta apenas uma suposi¢ao.
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Observou-se também um atraso de ~6 horas no surgimento do segundo pico
exotérmico para o processo B-AL em relagdo ao processo C-AL (figura 14a). Esse
atraso pode ser decorrente de uma influéncia do acetoacetato de etila sobre o processo
de expressao da permease, pois como foi apresentado por Casal (1999), a expresséo
da enzima responsavel pelo transporte de lactato € induzida pela presengca do
monocarboxilato no meio de cultura.

Outra informagao interessante obtida pelos resultados experimentais foi que o
valor do calor liberado (Q) para o processo B-AL foi superior ao obtido para o processo
C-AL (ver tabela 2). Observa-se também uma relacédo semelhante entre esse excesso
de calor (Q) liberado no processo B-AL, em relagdo ao processo C-AL, e a quantidade
de acetoacetato de etila consumido pelo microorganismo (ver tabelas 2 e 4) para
finalidades que ndo a da biorreducdo. Possivelmente esse excesso de calor do
processo B-AL é decorréncia do consumo do acetoacetato de etila como fonte de
energia, conforme foi enfatizado pela semelhanga entre os valores de excesso de calor
liberado pelo processo de biorredugdo (B-AL) em relagdo ao controle (C-AL) e a
quantidade de acetoacetato de etila consumido (56% e 36,8%, respectivamente).

E conhecido que, em mamiferos, os anions acetoacetato e o 3-hidroxibutirato
podem ser utilizados como fonte de energia secundaria nos tecidos periféricos. Esses
compostos sao conhecidos como corpos cetbnicos e sdo gerados a partir da
decomposi¢cado de aminoacidos e lipidios através de uma série de reacdes enzimaticas
(Voet e Voet, 1995), em condicbes de auséncia ou baixa disponibilidade de
carboidratos.

Ha relatos (Shimizu e col., 1974) da existéncia de enzimas que possibilitam, nas
leveduras, um metabolismo analogo ao observado em mamiferos. A semelhanca
estrutural que esses ions (acetoacetato e 3-hidroxibutirato) possuem com o substrato
acetoacetato de etila e o produto 3-hidroxibutirato de etila pode tornar possivel a
utilizagdo aerdbica destas espécies como fonte de energia de forma andloga a
observada em organismos superiores, 0 que explicaria esse grande consumo de
acetoacetato de etila como fonte de energia nesse caso (Voet e Voet, 1995).

Duas informagdes que poderiam contribuir bastante para o entendimento e para

as conclusoes, nessa condi¢cdo experimental, seriam o monitoramento da produgéo de
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etanol e também do consumo de lactato ao longo das 20 horas de experimento. Em
ambos os casos tentou-se realizar a quantificagdo utilizando-se kits enzimaticos
especificos para cada composto. Porém, infelizmente, tanto o kit para etanol quanto o
kit para lactato ndo apresentaram resultados satisfatérios na quantificacdo dos
respectivos compostos para o processo de biorreducao.

Constatou-se que o método enzimatico para andlise de etanol € sensivel a
presenca do acetoacetato de etila, substrato para o processo de biorredugdo. Embora
este tenha se apresentado como um interferente relativamente fraco, devido sua alta
concentragcdo e a baixa concentracdo de etanol, ndo foi possivel obter qualquer
informacao a respeito da produgédo de etanol para o experimento B-AL. Vale justificar
aqui que nas condi¢cdes estudadas anteriormente (B-AG e B-AnG), a produgdo de
etanol foi muito superior, de modo que as aliquotas tiveram que ser diluidas por um
fator de ~100 vezes, o que suprimiu o efeito do acetoacetato de etila como interferente
e permitiu a quantificacao deste metabdlito.

Embora nao tenha sido possivel a quantificacédo de etanol no experimento B-AL,
esta foi possivel no respectivo experimento controle (C-AL). No experimento controle
(C-AL) observou-se que ndo ha producao significativa de etanol, ou seja, ndo ha etanol
em concentracdes superiores ao limite de deteccdo do método (0,6 mg L"), isto é, o
processo catabdlico seja das reservas endogenas ou do lactato, deve ocorrer
exclusivamente pela via respiratéria.

No caso do lactato, observou-se uma grande oscilagdo dos valores de
concentracao de lactato no meio reacional. Acreditamos que esse efeito seja decorrente
de interferéncias de metabdlitos gerados no metabolismo do microorganismo ou mesmo
problemas relativos a reprodutibilidade, inerentes ao método. Também nesse caso, nao
foi possivel a obtencao de resultados satisfatérios relativos ao consumo de lactato.

A conversdo do acetoacetato de etila em 3-hidroxibutirato de etila, nessas

condigdes, foi de 63,2% (ver tabela 4).
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5.6 Experimentos Aerobicos na Auséncia de Fonte de Energia
Exogena

A ultima condicdo estudada para o processo de biorreducédo do acetato de etila
foi em condigbes aerdbicas na auséncia de fonte de energia exdégena (ASG). Nos
experimentos realizados nessas condigdes, teve-se como objetivo obter informagdes
que viessem a complementar as observagdes e conclusdes feitas nos experimentos
discutidos anteriormente e também observar como esse processo ocorre na auséncia
de fontes de energia exdgenas, situagdo que forga o microorganismo a utilizar suas
fontes enddgenas de energia.

Como sabemos, a manutencgéo da vida celular na completa auséncia de glicose
ou outra fonte de energia exdgena € realizada pelo consumo das fontes enddgenas,
que no caso da S. cerevisiae, sao glicogénio e/ou trealose (Lillie e Pringle, 1980). Na
caréncia de fontes exdgenas de energia, as fontes enddgenas sao rapidamente
‘quebradas” em moléculas de glicose e disponibilizadas para consumo otimizado pelas
células.

Embora essas reservas endogenas também sejam constituidas de glicose, elas
provavelmente sdo consumidas pelo microorganismo de forma mais controlada e
‘racional” do ponto de vista termodinamico, de forma a manter as células vivas pelo
maior periodo de tempo, uma vez que nestas condigdes deve ser minimo o desperdicio
de energia durante o metabolismo.

Acreditamos que o consumo otimizado dessas reservas endogenas, em
condigdes aerobicas, ocorra pela completa oxidagdo da glicose no processo
respiratério, processo catabolico que garante o maior rendimento energético na forma
de ATP. Com isso, acreditamos também que as vias catabdlicas cujos rendimentos
energéticos sao inferiores ndo ocorram em taxas significativas. Este fato levaria a néo
producgao de etanol ou a uma produgdo insignificante, visto que o rendimento energético
da via fermentativa, na forma de ATP, é consideravelmente inferior ao da respiracéo.
Como vimos, o metabolismo respiro-fermentativo sé ocorre quando a concentragéo de
glicose excede um valor limite (0,03 mmol L ™). Logo, a n3o producdo de etanol nessa
condicao experimental (C-ASG, tabela 2), nos indica que o metabolismo ocorre
exclusivamente pela via respiratoria.
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A nao ocorréncia de um metabolismo misto respiro-fermentativo pode ser
decorrente da taxa de quebra de glicogénio em glicose, que deve ocorrer numa taxa
muito préxima daquela em que a glicose é consumida pela via glicolitica, de forma que
a concentracdo de glicose no citossol ndo atinge a concentragdo limite para a
ocorréncia da repressdo catabodlica, sendo o catabolismo respiratério ocorrendo
exclusivamente.

Segundo Eaton (1960), alguns pesquisadores obtiveram dados de que as
reservas endogenas podem ser consumidas tanto aerobicamente quanto
anaerobicamente, onde a producdo de etanol é observada somente em condi¢des
anaerobicas, conforme discutido anteriormente.

Infelizmente, a exemplo do que ocorreu no caso do experimento B-AL, nao foi
possivel a quantificagdo de etanol no experimento de biorredugdo (B-ASG). Tal
impossibilidade deve-se a interferéncia do substrato acetoacetato de etila no método
enzimatico de quantificagao de etanol, conforme foi discutido nos caso do experimento
B-AL (ver item 5.5).

Entretanto, no experimento C-ASG, onde obviamente nao havia acetoacetato de
etila, foi possivel observar que ao longo das 20 horas nao foi detectado quantidades
significativas de etanol no meio reacional, ou seja, quantidades superiores ao limite de
detecgdo do método (0,6 mg L' em 1=340 nm) (Manual Boehringer Mannhein). Esta
constatagcado reforca a suposicdo de que o consumo das reservas endogenas deve
ocorrer pelo processo respiratorio, processo, como ja foi dito, no qual o rendimento
energético em forma de ATP € bastante superior ao obtido pela fermentagao.

Nas curvas P-t (figura 15a), observa-se um estreito pico exotérmico com duragéo
de, aproximadamente 30 minutos, para ambos os processos (C-ASG e B-ASG). Esse
pico & semelhante ao que foi atribuido, aos experimentos AG e AnG, ao catabolismo
fasico da glicose, segundo Lamprecht (1980). A exemplo dos experimentos AL, aqui
também n&o foi adicionado glicose ao meio, o que nos permite concluir que,
provavelmente, esse efeito térmico esta diretamente relacionado ao consumo de
glicose endogena, a exemplo dos experimentos AL.

A semelhanca entre as curvas calorimétricas e de pH entre os experimentos AL

e ASG é notavel (ver figuras 14a, 14c, 15a, 15c).
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Estas curvas calorimétricas apresentam um estreito pico inicial, seguido por um
sinal calorimétrico baixo (~70uW) e aproximadamente constante. O segundo pico
exotérmico ocorre diretamente relacionado ao aumento do pH. O que reforca a
suposicdo de que as reservas endogenas estdo sendo consumidas até o inicio do
segundo pico exotérmico é a diminuigdo continua do pH do meio até pouco antes do
inicio do segundo pico exotérmico, fendbmeno que ocorre nos dois experimentos C-ASG
e B-ASG. Como ja foi discutido no item 5.5, essa redugédo de pH é caracteristica do
catabolismo da glicose e ocorre pelo bombeamento de prétons do citossol para o meio
externo pelas ATPases de membrana, como representado na figura 3 (Imai e Ohno,
1995; de la Fuente e col., 1997). Essa reducédo de pH possui, entre outras fungdes,
gerar um gradiente protonico que pode ser utilizado pelo microorganismo para
promover transporte de metabdlitos, como no caso do processo de transporte proton-
simporte.

A elevagao do pH pouco antes do aparecimento do segundo pico exotérmico,
assim como o proprio efeito térmico associado a este fato, pode ser decorrente do
consumo de uma segunda fonte de energia, que pelos resultados apresentados, supde-
se que se trate do consumo de algum metabdlito gerado no catabolismo da glicose. A
semelhanca com os resultados apresentados nos experimentos AL (figura 14a-c)
sugere que a segunda fonte de energia seja algum metabdlito semelhante ao lactato,
como. por exemplo, o anion acetato, que € um metabdlito comum da S. cerevisiae e
também sofre transporte pelo mesmo mecanismo préton-simporte, descrito
anteriormente para o lactato, podendo ter sido gerado na etapa de consumo das fontes
endogenas de energia.

A exemplo do que foi observado nos experimentos AL, observou-se também um
atraso no surgimento do segundo pico exotérmico para o processo B-ASG em relagéo
ao processo C-ASG (figura 15a), porém nesse caso o atraso de ~2,5 horas, pode ser
decorrente de uma influéncia do acetoacetato de etila sobre o processo de expressao
da permease, pois como foi apresentado por Casal (1999), a enzima responsavel pelo
transporte de lactato é descrita também como sendo responsavel pelo transporte de
acetato, e esta expressdo da permease € induzida pela presengca do monocarboxilato

no meio de cultura. Como ja foi dito anteriormente, ndo se conhece o processo de
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crescimento do microorganismo utilizado nos experimentos, visto se tratar de fermento
de panificdo comercial. Porém, acredita-se que o microorganismo tenha sido crescido
em meio complexo na presenga de glicose como fonte de carbono/ energia. Com base
nesta suposi¢cado e nas informagdes contidas na literatura (Casal e col., 1995; Casal e
col., 1999) os microorganismos, provavelmente, ndo possuiam as permeases
necessarias para o transporte de tais monocarboxilatos, o que sugere que ha
necessidade de expressa-las para tornar possivel o transporte do lactato para o
citossol.

Outra informagédo semelhante aos experimentos AL foi que o calor liberado (Q)
para o processo B-ASG foi superior ao obtido para o processo C-ASG. Observa-se uma
semelhanga entre o excesso de calor (Q) liberado no processo de biorredugéo (B-
ASG), em relagao ao processo controle (C-ASG), e a quantidade de acetoacetato de
etila consumido pelo microorganismo para finalidades que nao a da biorredugéo (14% e
13%, respectivamente), possivelmente, como fonte de energia. Portanto, esse excesso
de calor do processo B-AL pode ser decorrente do consumo do acetoacetato de etila
como fonte de energia, conforme foi enfatizado pela semelhanca entre os valores de Q
e consumo de acetoacetato de etila.

Também como ja foi dito, os anions acetoacetato e o 3-hidréxibutirato podem ser
utilizados como fonte de energia secundaria nos tecidos periféricos. Esses compostos
sdo conhecidos como corpos cetbnicos e sdo gerados a partir da decomposigdo de
aminodacidos e lipidios através de uma série de reagbes enzimaticas (Voet e Voet,
1995), em condigbes de auséncia ou baixa disponibilidade de carboidratos.

Ha relatos (Shimizu e col., 1974) da existéncia das enzimas que possibilitam, nas
leveduras, um metabolismo analogo ao observado em mamiferos. Acreditamos que
devido a semelhanca estrutural que esses ions (acetoacetato e 3-hidroxibutirato)
possuem com o substrato acetoacetato de etila e o produto 3-hidréxibutirato de etila a
utilizagdo aerdbica destas espécies como fonte de energia de forma andloga a
observada em organismos superiores seja possivel, o que explicaria esse grande
consumo de acetoacetato de etila como fonte de energia nesse caso (Voet e Voet,
1995).
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Uma informagao que contribuiria bastante para as conclusdes nessa condi¢c&o
estudada, seria o monitoramento da producdo de etanol e também da possivel
producéo de acetato ao longo dos experimentos.

A conversdo do acetoacetato de etila em 3-hidroxibutirato de etila, nessas

condigdes, foi de 87% (ver tabela 4).
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6. CONCLUSAO

Este trabalho, conforme proposto no projeto de pesquisa, teve a finalidade de
investigar de forma sistematica e em tempo real o processo de biorredugao do substrato
acetoacetato de etila promovido por S. cerevisiae, utilizando para tal estudo a técnica
de calorimetria de fluxo aliada ao monitoramento de propriedades diretamente
relacionadas ao metabolismo celular.

Como foi discutido, os primeiros experimentos, aerdbicos e anaerdbicos na
presenca de glicose (400 mmol L") permitiu-nos concluir que o processo de
biorredugdo pode ocorrer em ambos o0s compartimentos, citoplasma e matriz
mitocondrial. A biorredugdo também mostrou-se diretamente associada ao catabolismo
da glicose, seja fermentativo ou respiratério.

Com base nos valores de calor liberado (Q) e O, consumido, constatou-se que o
processo de biorreducdo do acetoacetato de etila interfere diretamente no processo
respiratorio (mitocondrial), mas né&o interfere na via fermentativa, do metabolismo
respiro-fermentativo da S. cerevisiae.

Constatou-se que o processo de biorredu¢cdo do acetoacetato de etila parece
ocorrer preferencialmente na matriz mitocondrial. Isso também foi constatado pelo alto
rendimento e conversido a 3-hidroxibutirato de etila obtidos para o processo aerdbico,
além da taxa de producdo de etanol muito semelhante. Este fato € uma indicagao de
que a biorredugédo nédo consome cofatores NADH oriundos da via glicolitica quando ha
condicoes de aeracao que possibilite a respiracao.

O fato da biorreducdo ocorrer preferencialmente na mitocondria pode ser
resultado da presenca de uma enzima mitocondrial na S. cerevisiae, homodloga a B-
hidroxibutirato desidrogenase. Essa enzima é responsavel pela redugcdo do ion
acetoacetato, oriundo da decomposicdo de lipidios e aminoacidos. Pela alta
similaridade estrutural entre o ion acetoacetato e o acetoacetato de etila, faz sentido
supor que esta enzima promoveria a biorredu¢do com alta eficiéncia. A suposta
existéncia desta enzima poderia ser a base da constatacdo experimental que indica a
preferéncia do processo de biorreducdo em nivel mitocondrial. Em condigbes

anaerdbicas a biorredugcado também ocorre, porém as custas de um maior consumo de
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fonte de energia e com taxa relativamente inferior a observada em condigdes aerdbicas.
Essa menor taxa de redugao pode estar associada a menor taxa de regeneragao de
NADH pela via glicolitica em relagdo ao obtido em nivel mitocondrial e/ou também a
presenca de desidrogenases com menor especificidade por esse substrato.

Nas outras duas condigdes estudadas, com lactato (AL) e (ASG), ha
observagdes bastante interessantes, porém pouco conclusivas com relacdo aos
aspectos bioquimicos do processo de biorredugao.

Primeiro observa-se que os experimentos de biorreducao, tanto para AL quanto
para ASG, liberam mais calor e consomem mais oxigénio em relagdo aos seus
respectivos controles. Isso nos fornece um indicio bastante forte de que o acetoacetato
de etila pode estar sendo consumido como fonte de energia nesses processos. Fato
semelhante, porém de menor intensidade também foi observado para o experimento
em condi¢des anaerbbicas (B-AnG). No entanto, sem um estudo metabdlico detalhado
nao € possivel indicar para qual finalidade o acetoacetato de etila estd sendo
consumido, sendo possivel apenas fazer suposicdes com base nos dados que foram
obtidos.

Nos experimentos AL e ASG constatou-se também um deslocamento no tempo
de aparecimento do segundo pico calorimétrico de liberagao de calor para o processo
de biorreducao (B-AL e B-ASG), em comparagao com os respectivos controles (C-AL e
C- ASG).

Com esse trabalho tivemos como objetivo principal mostrar a importancia que o
conhecimento do processo bioquimico possui sobre a compreensao e racionalizagao do
processo de biorredugdo. Com as conclusdes apresentadas aqui, acreditamos que seja
possivel se ter uma visdo mais racional sobre aquelas observagdes comuns, como por
exemplo, o porqué de valores de rendimento, estereosseletividade e excesso
enantioméricos serem diferentes entre processos aerdbicos e anaerobicos. Afinal, como
vimos, em cada condigado o processo ocorre em regides diferentes no interior da célula,
utilizando enzimas e cofatores diferentes.

Por se tratar de um trabalho inédito, foi gasto muito tempo na otimizagdo de
parametros experimentais. Com isso, acreditamos que o curto espag¢o de tempo para o

desenvolvimento do presente trabalho (~1,5 ano) aliado a sua complexidade, tenha se
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tornado um obstaculo na obtencdo de mais informagbes que reforgassem tais
conclusdes ou mesmo elucidassem algumas duvidas. No entanto, ndo tinhamos a
pretensdo de realizar um estudo completo sobre o assunto, visto se tratar de um
sistema bastante complexo. Para isso seria necessario muito mais tempo de estudo do
que possuiamos, além da necessidade de cooperacido entre pesquisadores de outras
areas, como por exemplo, de algumas especialidades das ciéncias bioldgicas.

Acreditamos que, contudo, com esse trabalho abrimos uma porta para
pesquisadores que visem a elucidacdo de tais mecanismos bioquimicos responsaveis
pelo processo de biorredugdo, com objetivo de tirar do empirismo os processos de
biossintese e quem sabe um dia termos controle sobre esses complexos processos
bioquimicos, assim como temos sobre grande parte dos processos quimicos.

Nesse trabalho, utilizando um microcalorimetro de fluxo, mostramos ser possivel
um estudo metabdlico detalhado do processo de biorredugcédo do acetoacetato de etila
pela Saccharomyces cerevisiae e abrimos uma porta para pesquisadores que queiram
estudar esse ou outros processos de biotransformacgao por calorimetria, uma aplicagéo

inédita para essa técnica fisico-quimica.
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