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R e s u m o

Células de Saccharomyces cerevisiae podem captar diretamente a sacarose, 

sem sofrer hidrólise, através de um sistema de transporte ativo (um co-transporte 

H*'-sacarose). Nossos resultados mostram que cepas transformadas com plasmídeos 

contendo a permease codificada pelo gene AGTl apresentam uma captação 

significativa de *'*C-sacarose. Esta captação de sacarose é inibida por uma série de 

compostos (agentes mercuriais e desacopladores) que inibem o transporte ativo de 

açúcares em leveduras. Células que possuem esta permease são capazes de crescer 

em sacarose com velocidades específicas de crescimento maiores do que o 

observado quando a fonte de carbono é glicose, ou misturas equimolares de glicose 

e fi*utose. No intuito de analisar a contribuição deste transportador na 

metabolização da sacarose foram utilizadas cepas deletadas nesta permease, e 

cepas deletadas nos transportadores de hexoses codificados pelos genes HXTl- 

HXT7 e GAL2. Foi caracterizado que cepas incapazes de utilizar a glicose e frutose 

continuam sendo capazes de fermentar a sacarose. Nestas cepas a fermentação da 

sacarose depende da expressão da permease AGTl nas células. Por exemplo, a 

fermentação e o transporte da sacarose só ocorre após indução pela maltose, ou se 

a cepa possuir um gene MAL regulador constitutivo. Quando o gene AGTl foi 

deletado em uma cepa selvagem, a cepa continuou fermentando a sacarose, 

provavelmente via hidrólise pela invertase. Entretanto, quando este gene foi 

deletado na cepa incapaz de transportar a glicose e frutose, a fermentação da 

sacarose não mais foi observada. Finalmente, foi observada uma correlação inversa 

entre os mveis da invertase e a fermentação da sacarose por estas cepas.
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Su m m a r y

Saccharomyces cerevisiae is known to transport sucrose directly into the 

cells, without hydrolysis, by an active transport system (a iÎ'-sucrose symport). 

Our results indicate that strains transformed with plasmids containing the AGTl- 

encoded permease are able to transport significant amounts of *"^C-sucose. This 

uptake of sucrose was inhibited by several compounds (mercury reagents and 

uncouplers) known to inhibit the active transport of sugar in yeasts. Cells that 

harbor this permease are able to grow on sucrose with a higher specific growth rate 

than the observed when glucose, or equal amounts of glucose plus fructose, were 

used as a carbon source. In order to analise the contribution of this transporter in 

the metabolism of sucrose we used yeast strains deleted on this permease, and 

deleted on the hexose transporters encoded by the HXT1-HXT17 and GAL2 genes. 

Cells that are not able to use glucose or fructose still ferment sucrose. In this strain 

sucrose fermentation was dependent on the expression of the AGTl permease. For 

example, sucrose transport and fermentation occured only after induction by 

maltose, or if the strain had a constitutive MAL regulatory gene. When the AGTl 

gene was deleted on a wild-type strain, the cells were still able to ferment sucrose, 

probably by invertase hydrolysis. However, when this gene was deleted on the 

strain incapable to transport glucose or fructose, sucrose fermentation was not 

observed any more. Finally, our results showed an inverse correlation between the 

rates of sucrose fermentation and the activity of the enzyme invertase.
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In t r o d u ç ã o

Saccharomyces cerevisiae é um microorganismo amplamente utilizado nas 

indústrias de fabricação de álcool combustível, bebidas alcoólicas, panificação e 

em muitas outras aplicações práticas (Rose & Harrison, 1993). No caso do 

Brasil, a utilização desta levedura cresceu significativamente nas últimas décadas 

com a implantação do Programa Pró-Álcool (Panek & Panek, 1990; W heals et

ah, 1999; Zanin et al., 2000). Como consequência do Pró-Álcool, a produção de 

álcool combustível subiu de 0,5 bilhões de litros em 1976 para 11400 bilhões de 

litros em 1996. A fabricação de álcool combustível tem também recebido atenção 

mundial como uma fonte energética alternativa e renovável, além de diminuir os 

efeitos da emissão de gases tóxicos, chuva ácida e o efeito estufa, provocados pelo 

uso de combustíveis fósseis. Este incremento na produção de álcool foi 

acompanhado de um significativo aumento na produção de cana-de-açúcar, sendo 

que atualmente o Brasil é um dos maiores produtores mundiais desta matéria prima 

(Laluce, 1991; Carvalho, 1996; Macedo, 1998; R osillo -C alle  & Cortez, 

1998).

Desde a criação do Pró-Álcool o custo da produção do álcool foi reduzido a 

aproximadamente 40% do valor de mercado praticado em 1976. Entretanto, um 

dos maiores problemas enfi-entados para uma maior redução dos custos está 

relacionado com a fermentação dos açúcares contidos na cana-de-açúcar, onde



ainda ocorrem significativas perdas na produção do etanol (Wheals et al., 1999; 

Zanin eí ú!/., 2000).

A principal fonte de carbono na cana-de-açúcar é a sacarose, podendo chegar 

a representar em tomo de 90% dos açúcares presentes (Laluce, 1991). A sacarose, 

assim como vários outros açúcares, são rapidamente fermentados por cepas de S. 

cerevisiae. A metabolização da sacarose é iniciada pela ação da invertase 

periplasmática (p-fhitosidase) que catalisa a hidrólise do dissacarídeo em glicose e 

frutose (Barnett, 1981; vide Figura 1).

Em S. cerevisiae a invertase é codificada por um ou vários dos 6 genes 

denominados SUC (SUCl até SUC5, e SUC7), sendo SUC2 o mais encontrado nas 

células (Grossmann & Zimmermann, 1979; Hohmann & Zimmermann, 1986).

O gene SUC2 codifica para duas formas de invertase: uma forma secretada, que 

possui um peptídeo sinal que direciona a proteína ao retículo endoplasmático para 

ser secretada pelo Complexo de Golgi, e outra forma citoplasmática que não possui 

a sequência sinal (Sarokin & Carlson, 1984). A forma citoplasmática é 

constitutiva, enquanto que a forma secretada é regulada por repressão catabólica 

mediada pela presença de glicose ou firutose no meio de cultura (Dynesen et al., 

1998).

A invertase secretada é formada por cadeias polipeptídicas de 60 kDa com 

oligossacarídeos heterogêneos associados, conferindo um peso molecular total de 

aproximadamente 270 kDa à enzima. Esta proteína ainda pode ser encontrada no 

espaço periplasmático na forma de monômeros, dímeros, tetrâmeros ou octâmeros



Figura 1. Metabolizaçâo da sacarose por Saccharomyces cerevisiae. Na via
clássica de metabolizaçâo da sacarose a célula de levedura secreta a enzima 
invertase que hidrolisa a sacarose em glicose e frutose. Então estes 
monossacarídeos são captados e utilizados pela célula. Mas existem evidências 
experimentais que sugerem haver uma outra via metabólica, onde a sacarose 
seria diretamente captada pela célula sem ocorrer hidrólise.
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(Esmon et al, 1986; Tammi et <3/., 1986). Por outro lado, a forma citoplasmática não 

é glicosilada e é encontrada na forma dimérica atingindo um peso molecular de 

aproximadamente 135 kDa, podendo ter ainda formatos octaméricos na presença 

de altas concentrações de proteínas (Perlman & Halvorson, 1981). Estes dois 

tipos de invertase são diferentes na composição de aminoácidos na extremidade 

amino terminal (W illiams et ah, 1985; Kaiser et al., 1987), como pode ser 

evidenciado na Figura 2.

Fatores como o pH, temperatura, concentração de cloreto de sódio e altas 

concentrações de etanol interferem na atividade da invertase (Zech & Gôrich, 

1995). Entretanto, um dos fatores que regula de forma mais decisiva na expressão 

da atividade invertase periplasmática é a concentração de glicose no meio: altas 

concentrações de glicose reprimem a expressão dos genes SUC, enquanto que 

Ivcuxas concentrações do açúcar induzem a expressão da invertase (Sarokin & 

Carlson , 1984; Ozcan  et al., 1997). A repressão por glicose de SUC2 constitui 

uma cascata regulatória composta por um grande número de elementos 

regulatórios. A proteína envolvida neste processo {MIGl) é uma proteína zinc 

finger, que direciona o complexo repressor para o promotor do SUC2, reprimindo a 

expressão da invertase periplasmática (Olsson et a l, 1997).

A hidrólise da sacarose pela invertase produz glicose e fhitose. A glicose é a 

principal fonte de carbono e energia utilizada pelas células. As hexoses são 

captadas por permeases através do mecanismo de difusão facilitada. A análise 

cinética do transporte de glicose revelou a existência de pelo menos dois sistemas
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INVERTASE EXTRACELULAR

DNA : AACGTATATG ATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTCCTTTTGGCTGGTTTTGCAGCCAAAATATCTGCATCAATGACAAACGAAACT

Proteina: => m l l q a f l f l l a g  f a a k i s a s  m  t n e t

INVERTASE INTRACELULAR

DNA : AACGTATATGATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTCCTTTTGGCTGGTTTTGCAGCCAAAATATCTGCATCA ATGACAAACGAAACT 

Proteína: =>m  t n e t

Figura 2. Localização do início da transcrição nos dois tipos de invertase.

Na invertase extracelular o início da transcrição ocorre numa região do 

gene que codifica para um peptídeo sinal (sublinhado) que direciona a 

proteína ao retículo endoplasmático para posterior secreção. Na invertase 

intracelular este peptídeo sinal não é sintetizado por que a transcrição se 

inicia num outro códon ATG posterior à seqüência do peptídeo sinal.
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de transporte com características diferentes: um sistema de alta afinidade com um 

KmàQ aproximadamente 1 mM, reprimido pela glicose, e um constitutivo de baixa 

allnidade, com um K„ de aproximadamente 20 mM (Reifenberger et al., 1995; 

1997). Estes transportadores são codificados por uma família de 20 genes e 

denominados de HXTl-17, GAL2, SNF3 e RTG2. Vários membros desta família 

têm sido estudados e há evidências que somente 7 genes são importantes para a 

captação das hexoses pela célula: estes genes são os que codificam para as 

permeases HXT1-HXT4, HXT6 e HXT7 (transportadores de glicose, fintose e 

manose) e a permease codificada pelo gene GAL2 (transportador de galactose, mas 

que também transporta glicose). De fato, cepas deletadas nestes 7 genes são 

incapazes de transportar glicose e outras hexoses, bem como utilizar como fonte de 

carbono ou fermentar estes açúcares (Reifenberger et al., 1995; 1997; 

Kruckeberg et al., 1999).

Apesar de ser inegável a importância que a invertase tem na metabolização 

da sacarose, uma série de trabalhos tem demonstrado que o crescimento e a 

produção de etanol em meio contendo sacarose, é mais rápido do que o observado 

quando quantidades equimolares de glicose e firutose estão presentes no meio de 

cultura (Orlowski & B arford, 1991; B arford et a l, 1993). Estas observações 

estariam de acordo com um modelo que propõe que a sacarose também deve entrar 

diretamente nas células sem sofi-er hidrólise (Barford et al., 1992). Esse modelo 

justificaria a função da invertase intracelular presente nas células (Grossmann  & 

Zimmermann, 1979; Carlson & B otstein, 1982).
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Desta forma uma série de trabalhos tem evidenciado que este açúcar pode 

também ser captado diretamente pelas células, através de um co-transporte 

{symport) com prótons, sem sofrer hidrólise (Santos et a l, 1982; Orlowski & 

B arford , 1991; B arford et al., 1992; 1993; M wesigye & B arford, 1994; 

1996a). Apesar de já terem sido estudados o efeito de uma série de açúcares na 

expressão deste transportador (Barford et a l, 1995; M wesigye & Barford, 

1996b), não se conhece ainda qual seria a proteína responsável pela atividade de 

transporte ativo de sacarose, e consequentemente qual seria o gene codificador 

para esta proteína, nem como este symport sacarose-H^ é regulado.

É importante salientar neste contexto que embora a invertase periplasmática 

seja importante para o crescimento e produção de células de levedura para serem 

usadas como fermento de panificação (o meio de cultura utilizado é o caldo de 

cana-de-açúcar), a presença desta enzima durante a fermentação da massa de pão 

nem sempre é desejada, principalmente na fabricação de pão doce contendo altas 

côncentrações de sacarose (Oda  & OUCHI, 1990b; Myers et al., 1997). Cabe ainda 

salientar já ter sido demonstrado, na produção do álcool combustível, também 

existir uma relação inversa entre atividade invertase e capacidade fermentativa da 

cepa. A cepa que apresenta uma alta atividade de invertase, tem sua performance 

fermentativa consideravelmente diminuída (Echegaray et al., 2000). Nestes 

casos, a hidrólise da sacarose produz altas concentrações de glicose e frutose que 

impõem um forte estresse osmótico às células, diminuindo consideravelmente a 

produção de CO2 e portanto o crescimento da massa do pão e/ou produção de

14



álcool (Myers et al., 1997). Seria portanto de extremo interesse para a indústria 

panificadora a obtenção de cepas de levedura capazes de crescer em sacarose, mas 

sem atividade (ou com níveis baixos) da invertase periplasmática.

Para analisar o transporte da sacarose poderia se utilizar uma cepa deletada 

no gene da invertase, ou então deletada nos transportadores das hexoses que seriam 

os produtos da hidrólise da sacarose. Optou-se por utilizar uma cepa deletada nos 

HXTs, uma vez que a obtenção de uma cepa deletada no gene da invertase seria 

deletada em ambas as atividades (invertase intra e extracelular), e portanto 

provavelmente incapaz de utilizar a sacarose.
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O b j e t iv o s

No intuito de melhor compreender os mecanismos bioquímicos e genéticos 

envolvidos na utilização da sacarose por Saccharomyces cerevisiae, e assim poder 

incrementar a eficiência das leveduras utilizadas nos processos industriais, 

pretende-se:

1- Analisar do ponto de vista bioquímico a atividade de transporte de sacarose 

por Saccharomyces cerevisiae. Com este objetivo foram analisados os 

parâmetros do transporte (cinéticas, mecanismos de transporte, ação de 

inibidores) e metabolização (velocidade de crescimento, produção de CO2, 

produção de etanol) da sacarose por cepas de levedura industriais.

2- Analisar geneticamente a atividade de transporte de sacarose por 

Saccharomyces cerevisiae. Com este objetivo foram utilizadas cepas de 

levedura com transportadores de açúcares definidos. Além disso, alguns 

transportadores foram especificamente deletados do genoma, ou inseridos 

em plasmídeos multicópia, e o impacto deste tipo de manipulação na 

metabolização da sacarose analisado como descrito acima.

3- Analisar a utilização de sacarose por uma cepa de levedura deletada nos 

transportadores de hexoses codificados pelos genes HXT1-HXT7 e GAL2, e 

pela cepa parental contendo todos estes transportadores.

16



M a t e r ia l  e  M é t o d o s  

1. Microorganismos utilizados:

Os genótipos das cepas de S. cerevisiae e E. coli utilizadas no presente 

trabalho encontram-se detalhados na Tabela 1.

Tabela 1. Genótipos das cepas de S. cerevisiae e E. coli utilizadas.

Cepa Genótipo

Saccharomyces cerevisiae:

AP774C MATa MALlR-1^ mal2R [rnaüTmal2S\::TRPl leu2-3,112

AP775A MATa MALlR-1^ maUR [mal2Tmal2S]::TRPl ura3-52

MC996A MATü MAL2 AGTl ura3-52 his3-ll, 15 leu2-3,112 GAL SUC2

KY73 MATu MAL2 AGTl ura3-52his3-l 1,15 leu2-3,l 12 GAL SUC2gal2Á

hxtlA::HlS3::Ahxt4 hxt5::LEU2 hxt7::HlS3 hxt2A::HlS3 hxt3A::LEU2::hxt6 

BS08 MA Ta MAL2 a g tl: :kari ura3-52 his3-l 1,15 leu2-3,112 GAL SUC2 gal2A

hxtlA::HlS3::Ahxt4 hxt5::LEU2 hxt7::HlS3 hxt2A::HlS3 hxt3A::LEU2::hxt6 

BS09 MATa MAL2 agtl::kar{ ura3-52 his3-ll, 15 leu2-3,112 GAL SUC2

Escherichia coli:

DH5a F-, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(vK-mk+), supE44, rell, 
_______  A(argF-lacZya) U169 ((^0 lacZAMlS) Á'_____________________

As cepas AP774C e AP775A foram cedidas pela Dra. Anita D. Panek 

(Universidade Federal do Rio de Janeiro). As cepas MC996A e KY73 foram 

gentilmente cedidas pelo Dr. Arhur L. Kruckeberg (University of Amsterdam). A 

cepa DH5a foi obtida da Dra. Ana Clara Shenberck (Universidade de São Paulo).
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As cepas BS08 e BS09 foram obtidas neste trabalho (vide resultados).

2. Plasmídeos utilizados.

Foram utilizados os plasmídeos YEp-AGTl (2// LEU2 AGTl), plasmídeo 

multicópia contendo o gene AGTl (Ha n  et a l, 1995); YCplac33 {CBN LEU2), 

plasmídeo centromérico utilizado para clonagem de genes em S. cerevisiae (G etz 

& SuGiNO, 1988); o plasmídeo pFA6a-kanMX6, utilizado para deletar genes em 

leveduras (Longtine et a l, 1998); e o plasmídeo pJW5 {CEN URA3 MAL63% 

plasmídeo centromérico contendo o gene MAL63 regulador constitutivo (Wang  & 

N eedleman, 1995).

3. Meios de Cultivo e Condições de Crescimento.

Foram utilizados dois tipos de meios para o crescimento das cepas de 

Saccharomyces cerevisiae: um meio rico contendo 2% de peptona, 1% de extrato 

de levedura e 2% do carboidrato de interesse, e um meio mínimo contendo 2% de 

fonte de carbono, 0,7% de base nitrogenada de levedura sem aminoácidos, 

adicionados de 30 |ag/ml de aminoácidos e bases nitrogenadas necessários para as 

células. Todos os meios tiveram seu pH ajustado para o pH 5,0 com HCl, e foram 

esterilizados por autoclave (permanecendo a uma temperatura de 120°C por vinte 

minutos) com exceção da base nitrogenada de levedura sem aminoácidos que foi 

esterilizada por filtração utilizando-se filtros de nitrocelulose com poro de 0,22 inm. 

Filtro e demais componentes deste processo foram previamente esterilizados por
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autoclave. Para confecção dos meios sólidos, foi adicionado 2% de ágar aos meios 

descritos acima.

As células foram inoculadas em erlenmeyers contendo 1/5 do volume de 

meio líquido, sendo a cultura incubada em um agitador a 28°C e 160 rotações por 

minuto. O crescimento celular foi medido determinando-se a massa celular 

(expressa em peso da massa seca) a partir de medidas espectrofotométricas a 570 

nm. Para a obtenção dos valores de peso de massa seca, alíquotas da suspensão 

celular foram filtradas em filtros com poro de 0,45 |im e secas em estufa a 80°C até 

obtenção de peso constante.

Para o crescimento de células de Escherichia coli, foi utilizado o meio LB 

líquido, contendo 1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura e 1% de NaCl, 

ajustado a pH 7,5 com adição de NaOH IM; e meio LB sólido, adicionando-se 2% 

de ágar ao meio descrito acima. Estes meios foram esterilizados como descrito 

acima. Para alguns experimentos foi adicionado ao meio líquido, 50 |ig/ml de 

ampicilina esterilizada por filtração, também como descrito acima.

4. Técnicas gerais de manipulação de ácidos nucléicos

A  manipulação de ácidos nucléicos foi realizada seguindo método padrão de 

biologia molecular já descritos na literatura (Maniatis et al., 1982; A usubel et

ai., 1992).
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4.1. Purificação de plasmídeos

Utilizou-se colônias de bactéria DH5a contendo o plasmídeo de interesse. 

Uma única colônia de bactéria foi inoculada em 5 ml de meio LB contendo 

ampicilina e crescida overnight a 37°C. Centrifugou-se 1,5 ml deste meio e as 

células foram ressuspendidas em 100 jul de solução GTE (50 mM glicose, 25 mM 

Tris-Cl pH 8,0 e 10 mM EDTA). Após incubação por 5 minutos na temperatura 

ambiente, adicionou-se 200 )il de solução NaOH/SDS (0,2 M NaOH 1% SDS) sob 

agitação vigorosa. Depois de 5 minutos no gelo adicionou-se 150 |il de solução de 

acetato de potássio 5 M (29,5 ml ácido acético glacial e KOH até pH 4,8) com 

agitação e incubou-se mais 5 minutos no gelo. Após 3 minutos de centrifugação 

transferiu-se 400 |il do sobrenadante para um novo tubo, no qual adicionou-se 800 

)j,l de etanol 95%. Depois de uma incubação por dois minutos a temperatura 

ambiente lavou-se o precipitado com 1 ml de etanol 70%, centrifugou-se por 3 

minutos, retirou-se o máximo possível do sobrenadante e o DNA precipitado foi 

colocado para secar na bomba de vácuo por 30 minutos. Após este procedimento, o 

precipitado foi ressuspenso em tampão TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 

8,0) estéril, ao qual foi adicionado RNAse livre de DNAse na concentração de 1 

mg/ml, incubando-se por 1 hora a 37°C. As soluções contendo plasmídeos foram 

estocadas a -20°C.
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4:2. Hidrólise de plasmídeos

A hidrólise dos plasmídeos purificados acima (aproximadamente 2 |l i1) foi 

realizada com as enzimas EcoR I e/ou Hind III em um volume final de 10 |l i1 nas 

condições recomendadas pelos fabricantes das enzimas. A seguir a mistura 

reacional foi incubada durante 1 hora no banho a 37°C.

4.3. Eletroforese de DNA

Às amostras para eletroforese, num volume de 10 fil, foram adicionadas 2 |a,l 

de tampão de amostra (40% sacarose, 0,25% azul de bromofenol e 0,1 M EDTA) 6 

vezes concentrado. Utilizou-se gel de agarose 0,7% em tampão TBE (9 mM Tris 

base, 9 mM ácido bórico e 2 mM EDTA) contendo 5 |o,g/ml de Brometo de etídio, 

sendo este mesmo tampão utilizado como tampão de corrida. Depois de 

solidificado o gel, aplicaram-se as amostras e 6 )il do padrão X,-H3 (fago X 

hidrolisado com enzima Hind III, 0,1 mg/ml em tampão TE). A corrida 

eletroforética foi realizada a 30-60 V por 1-2 horas. A visualização dos fi*agmentos 

de DNA no gel foi obtida através de iluminação com luz ultravioleta.

4.4. Ligação dos fragmentos de DNA

Aos firagmentos obtidos após hidrólise com enzimas de restrição adicionou- 

se 11̂ 1 de T4 DNA ligase e 2,2 |l i1 de DNA ligase reaction buffer (50 mM Tris-HCl 

pH 7,6, 10 mM MgCh, I mM ATP, 1 mM DTT e 5% polietileno glicol-8000).
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Incubou-se a reação na estufa a 37°C por 10 minutos e depois de 4 a 16 horas a 

temperatura ambiente.

4.5. Reação em cadeia da poiimerase (PCR)

Os primers utilizados nas reações foram os seguintes (no sentido 5’->3’): 

AGTIR (TTGGATCCACATTTATCAGCTGC), AGTIF (AGGAGCTCATGA 

AAAATATCATTTCATAGG), AGTl-pFA6-Rl (AAAGGGATTCCTTATTTCT 

TCCAAAAAAAAJ^AAACAA.CCCTmACYlAGAATTCGAGCTCGTTTAAA  

C) e AGTl-pFA6-Fl (TAAGCAAGAAGAAGGCTGCCTCAAAAAATGAGGA 

TAAAAACATYTCTGAGCGGATCCCCGGGTTAATTAA). Sítios de restrição 

estão indicados pelas bases em negrito. As sequências em itálico são homólogas à 

série de plasmídeos pFA6a (L on gtin e  et al., 1998). Cada tubo de reação continha

1 unidade de Taq DNA poiimerase; 2 |l i1 dNTP 10 mM; 1,5 |iil MgCl2 3 mM; e 5 p,l 

do tampão para Taq DNA poiimerase (Gibco). Além destes, a cada tubo foi 

adicionado 8 )il dos primers (10 juM); 2 |ul da amostra de DNA e água mili-Q até 

um volume final de 50 )o,l.

Para todos os PCRs foi utilizado o seguinte programa num Termociclador 

Perkin-Elmer: 1) 1 minuto à 94°C; 2) 1 minuto à 94°C; 3) 30 segundos à 55°C; 4) 3 

minutos à 68°C; 5) Voltar 30 vezes ao passo 2; 6) 5 minutos à 68°C.

S: Preparação de células competentes:

5.1. E. coli:
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Inoculou-se uma colônia de E. coli (DH5a) em 5 ml de meio LB e deixou-se 

crescer overnight a 37°C com agitação. Em seguida, inoculou-se 200 1̂ da cultura 

em 25 ml de meio LB e pos-se crescer com agitaçao ate uma A590 de 0,3. Então, 

colocou-se uma alíquota de 14 ml em tubo estéril e deixou-se no gelo por 5 a 10 

minutos, sendo em seguida centrifugado por 7 minutos a 1600 g. Descartou-se o 

sobrenadante em condições estéreis e ressuspendeu-se cada pellet em 3,5 ml de 

tampão CaClz (60 mM CaCl2, 15% glicerol e 10 mM Pipes pH 7,0) gelado. 

Centrifugou-se 5 minutos a 1100^ e retirou-se o sobrenadante novamente. Em 

seguida ressuspendeu-se novamente o pellet em 3,5 ml de tampão CaCb, 

mantendo-se no gelo por 30 minutos. Após nova centrifugação durante 5 minutos, 

ressuspendeu-se completamente o precipitado em 0,7 ml de tampão CaCl2 gelado. 

Somente então colocou-se alíquotas de 100 fil em tubos estéreis e as células 

congeladas rapidamente a -80°C.

5.2. S. cerevisiae

Células de S. cerevisiae foram semeadas no dia anterior ao experimento 

propriamente dito em meio líquido rico. As células foram então centrifugadas e 

lavadas inicialmente com água destilada e posteriormente com uma solução de 

LiTe (0,1 M acetato de lítio, 10 mM Tris-Cl pH 7,6 e 1 mM EDTA). A seguir, 

estas foram ressuspensas em 25 ml de tampão LiTe e mantidas por 1 hora a 30°C e 

160 rpm. Logo após adicionou-se 10 |nl de 1% ssDNA (DNA de fita simples).
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dividindo-se em alíquotas de 100 |il em tubos estéreis. Estas células foram 

mantidas congeladas a -80°C 

«•

6. Transformação de células

6.1 . E. coli

Colocou-se 10 rig (10-25 |al) do plasmídeo de interesse em tubos estéreis 

mantidos no gelo. As células competentes foram rapidamente descongeladas e 

colocou-se 100 |il destas nos tubos contendo o DNA. Agitou-se bem no vortex e 

colocou-se no gelo por 10 minutos. Depois disso foi dado um choque térmico, 

colocando os tubos 2 minutos a 42°C. A seguir adicionou-se 1 ml de meio LB em 

cada tubo, e incubou-se as células por 1 hora a 37°C com agitação. Por fim 

inoculou-se as células em placas de meio LB com ampicilina e incubou-se por 12 a 

16 horas a 37°C.

6.2. S. cerevisiae

Adicionou-se 10 jiil do plasmídeo desejado nos tubos com as células 

competentes. Incubou-se a solução por 30 minutos à temperatura ambiente, com 

posterior adição de 700 |l i1 de 36% PEG-4000 em tampão LiTe, novamente 

incubando-se a solução por I hora a 30°C. Após isso, manteve-se as células por 5 

minutos a 42°C. Depois desse choque térmico, as células foram centrifugadas, e 

posteriormente ressuspendidas em 0,2 ml de sorbitol IM. As células foram
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plaqueadas em meio mínimo sólido, sem leucina ou uracila, a fim de selecionar-se 

as células transformadas com plasmídeos contendo os genes LEU2 ou URA3, 

respectivamente.

7. Determinação do transporte de sacarose e maltose

O transporte de sacarose foi determinado através de metodologias já 

descritas (S a n to s  et a l, 1982; M w esigye & B a r fo r d , 1994; Stam buk et al 

1998; 1999). Aproximadamente 1-2 mg de células, ressuspensas em 50 |l i1 de água 

a 4°C, foram incubadas com 50 |l i1 de tampão 100 mM succinato-Tris pH 5,0. Após 

uma incubação por 5 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados 5,5 1̂ de 

solução 100 mM sacarose contendo [U- '̂^Cl-sacarose (612 mCi/mmol, Amersham 

- UK) e 40 mM de glicose e fintose. Para determinar o transporte de maltose 

utilizou-se uma solução 100 mM maltose contendo [U-^^^Cj-maltose (460 

mCi/mmol, Amersham - UK). Após intervalos de tempo pré-estabelecidos foram 

removidos 100 |li1 da mistura reacional, as células rapidamente filtradas em filtros 

de nitrocelulose com poros 0,45 |am, e lavadas com 2 ml de água a 4°C. Os filtros 

foram imediatamente embebidos em 5 ml de líquido de cintilação miscível em 

água e a radioatividade determinada em um contador de cintilação Packard C l600 

TR. Foram utilizadas células previamente fervidas para verificar a radioatividade 

aderida inespecíficamente aos filtros e/ou células.
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8. Determinação de glicose e etanol

A concentração de glicose nos sobrenadantes das culturas, obtidos após

remoção das células por centrifugação a 2.600 g, foi determinada através de kits 

enzimáticos comerciais (Biobrás). A produção de etanol foi determinada nos 

mesmos sobrenadantes, através de cromatografía a gás (CG Instrumentos 

Científicos Ltda., Brasil) com uma coluna Poropak Q-80-100 e um detector de 

ionização a chama com um sistema integrador computadorizado. Alternativamente, 

o etanol foi determinado com um kit enzimático comercial (Sigma).

9. Determinação da atividade a-glicosidase.

A atividade a-glicosidase foi determinada in situ utilizando-se células 

permeabilizadas como descrito por Stambuk (1999). Aproximadamente 1 a 2 mg 

de células foram ressuspensas em 200 |al de tampão 100 mM MOPS pH 6.8, 

contendo 20% glicerol, 1 mM EDTA e 1 mM DTT. Após a adição de 12 (0.1 de 

tolueno/etanol/10% Triton X-100 (1/4/1, v/v/v), as células foram vigorosamente 

agitadas em vortex, centrifugadas e ressuspensas em 1 ml de tampão 100 mM 

MOPS pH 6,8. A atividade a-glicosidase com maltose foi determinada utilizando- 

se 100 mM maltose em tampão 100 mM MOPS pH 6,8. Após a adição das células 

permeabilizadas, as reações foram incubadas por 1 a 2 minutos a 30°C, e 

imediatamente a 100°C por 3 minutos. As soluções foram centrifugadas e a glicose 

produzida foi determinada enzimaticamente com um kit de dosagem de glicose. O
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controle negativo dos ensaios foi obtido utilizando-se células permeabilizadas 

previamente incubadas a 100°C por 3 minutos.

10. Determinação da atividade invertase

A atividade da invertase extracelular foi determinada utilizando-se células 

inteiras como descrito por SiLVElRA et al. (1996). Aproximadamente 1-2 mg de 

células foram lavadas e ressuspendidas em 100 |xl de água destilada gelada. Após a 

adição de 50 )il de 100 mM tampão acetato pH 5,0, as células foram incubadas a 

temperatura ambiente por 30 minutos. A seguir adicionou-se 150 |il de sacarose 

200 mM e após 1 minuto à temperatura ambiente, as amostras foram incubadas à 

100°C por 3 minutos e em seguida centrifugadas por 5 minutos. Alternativamente, 

a,atividade invertase foi determinada nas células permeabilizadas (obtidas como 

descrito para a determinação da a-glicosidase) nas mesmas condições reacionais 

(200 mM sacarose em tampão acetato pH 5,0) descritas acima.

11. Determinação da produção de CO2

O CO2 produzido foi determinado volumetricamente como descrito por 

Burrows & Harrison (1959). Aproximadamente 5 ml de meio YNB 0,7% contendo 

2% do açúcar de interesse foi pré-incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. 

A seguir, 1-2 mg de células, ressuspensas em tampão 100 mM succinato-Tris pH 

5,0, foram adicionadas ao meio e em tempos pré-determinados, analisada a
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quantidade do gás produzido utilizando-se buretas invertidas em um sistema 

hermeticamente fechado.
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R e s u l t a d o s

Embora existissem evidências bioquímicas que S. cerevisiae era capaz de 

transportar ativamente sacarose (Santos et <3/., 1982; Mwesigye & Barford, 

1994), não se sabia qual era a proteína ou gene responsável por esta atividade de 

transporte.

Recentemente Han  et al (1995) caracterizaram um transportador geral de 

a-glicosídeos, codificado pelo gene AGTl. Neste trabalho foi analisado somente o 

transporte de maltose, sendo que a especificidade do transporte foi avaliada através 

do crescimento em diversos açúcares, incluindo turanose, isomaltose, maltotriose, 

trealose, palatinose e melezitose. Neste trabalho não foi analisada a capacidade de 

transportar a sacarose, pois a cepa era SUC2, e portanto capaz de crescer em 

sacarose. Em 1999 Stambuk et al. mostraram que a permease codificada pelo gene 

AGTl também era capaz de transportar sacarose ativamente, através de um sistema 

de cotransporte com prótons.

Como pode ser visto na Figura 3, a cepa AP775A transformada com o 

plasmídeo YCplac33 contendo o gene AGTl foi capaz de transportar significativas 

quantidades de sacarose, quando comparada com esta mesma cepa transformada 

somente com o plasmídeo controle YCplac33. Quando em presença do 

desacoplador FCCP e dos agentes mercurials NEM, pHMB e pCMPS, a cepa 

AP775A transformada com o plasmídeo YCplac33-AGTl sofreu uma significativa 

diminuição na atividade de transporte da sacarose. O desacoplador FCCP é
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Plasmídeo;

YCp33

YCp33-^Gr;

Adicao;

+ (-)
+ (--)
+ 100 FCCP 

+ 1 mM NEM 

+ 100 hM pHMB 

+ 100 nM pCMPS

Captação de '̂‘C-sacarose (nm ol. mg-1 . min-1)

Figura 3. A permease AG Tl transporta sacarose. Células da cepa AP775A, 
transformadas com o plasmídeo YCp33-AGTl, ou com o vetor sem o gene da 
permease, foram utilizadas para determinar o transporte de '"‘C-sacarose como 
descrito em Material e Métodos. Como indicado, as células foram previamente 
incubadas na presença do desacoplador FCCP, ou na presença dos agentes 
mercuriais NEM, pHMB ou pCMPS.
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responsável por desfazer o gradiente eletroquímico existente entre o meio 

extracelular e intracelular. Isto mostra que o transporte de sacarose depende deste 

gradiente. Os agentes mercuriais NEM, pHMB e pCMPS, interagem com as 

proteínas, e em geral alteram sua conformação e atividade, mostrando que existe 

uma proteína envolvida no transporte de sacarose.

A seguir, a cepa AP774C, transformada com o plasmídeo YEp-AGTl, foi 

crescida tendo como fonte de carbono 2% glicose, 1% glicose e 1% fhitose, ou 2% 

sacarose (Figura 4). Pode-se observar que na curva de crescimento contendo 

sacarose como fonte de carbono, as células apresentaram uma fase lag maior do 

que nas curvas de crescimento obtidas utilizando-se os outros açúcares. Embora 

tenha-se observado esta fase lag maior, as células utilizando sacarose apresentaram 

uma velocidade específica de crescimento maior do que as células crescidas em 

glicose ou quantidades equimolares de glicose e firutose.

Para analisar a contribuição que o transporte ativo de sacarose teria na 

capacidade fermentativa das células, teria-se duas alternativas. Uma das 

alternativas seria obter imia cepa deletada nos genes SUC, responsáveis pela 

codificação da invertase intracelular e extracelular. Esta alternativa poderia vir a 

ser inviável, pois provavelmente a cepa não seria capaz de utilizar a sacarose. 

Outra alternativa seria obter uma cepa deletada nos transportadores de hexoses, 

pois mesmo a sacarose sendo hidrolisada em glicose e fintose, estas hexoses não 

poderiam ser captadas pelas células. Se a sacarose viesse a ser utilizada pela célula, 

ela teria que ter sido captada diretamente.
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Figura 4. Influência da permease AGTl no crescimento de S. cerevisiae. 
Células da cepa AP77-4C transformadas com o plasmídeo YEp-AGTl foram 
crescidas em meio mínimo contendo 2% glicose (-•-), 1% glicose e 1% 
frutose (-□-), ou 2% sacarose (-A-), como descrito em Material e Métodos.
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Desta forma, obteve-se duas cepas: a cepa MC996A, uma cepa selvagem 

que contém todos os transportadores de hexoses, e a cepa KY73, uma cepa 

deletada nos 7 principais transportadores de hexoses. Inicialmente foi analisada a 

capacidade da cepa selvagem (MC996A) de fermentar a glicose, sacarose ou 

maltose. A cepa MC996A, por possuir todos os transportadores de hexoses em seu 

genoma, foi capaz de produzir CO2 (vide Figura 5) a partir dos açúcares acima 

citados, quando previamente crescida em maltose. Quando previamente crescida 

em etanol e glicerol houve uma significativa diminuição na produção de CO2 com 

maltose como fonte de carbono.

Já a cepa deletada nos 7 principais transportadores de hexoses (KY73), 

produziu CO2 a partir da maltose e da sacarose, quando previamente crescida em 

maltose (Figura 6). Quando previamente crescida em etanol e glicerol a cepa 
*

apresentou uma significativa queda na produção de CO2 a partir da maltose e 

sacarose como fontes de carbono. Independentemente do açúcar utilizado no 

crescimento, esta cepa praticamente não produz CO2 a partir de glicose.

A seguir foi analisada a atividade de transporte de maltose e sacarose nas 

cepas MC996A e KY73. A cepa MC996A quando previamente crescida em 

maltose foi capaz de transportar maltose e sacarose. Quando esta cepa foi 

previamente crescida em etanol e glicerol, a atividade de transporte da maltose e 

sacarose praticamente foi nula (Figura 7). A cepa KY73 teve um comportamento 

skíiilar ao da cepa selvagem (Figura 8).
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Paralelamente foi analisada a contribuição que o gene AGTl teria no 

transporte e na fermentação da sacarose. Este gene foi então deletado do genoma 

das cepas analisadas. O gene AGTl foi deletado do genoma por recombinação 

homóloga utilizando-se o gene que confere resistência a kanamicina, seguindo-se 

os procedimentos descritos por Longtine et al. (1998) e Knop et al. (1999). 

Basicamente, o gene kan presente no plamídeo pFA6a-kanMX6 foi amplificado 

por PCR utilizando-se os oligonucleotídeos AGTl-pFA6-Fl e AGTl-pFA6-Rl. O 

fi*agmento de DNA de 1560 pares de bases obtido (contendo extremidades 

homólogas ao gene AGTl) foi purificado em gel de agarose e utilizado para 

transformar as leveduras. Os transformantes (contendo o gene AGTl substituido 

pelo kan) foram selecionados em placas contendo 200 fxg/ml de geneticina. A cepa 

MC996A deletada no gene AGTl foi denominada de BS09, e a cepa KY73 

deletada no gene AGTl foi denominada BS08.

Quando o gene AGTl foi deletado na cepa selvagem, verificou-se que a cepa 

(BS09) continuou sendo capaz de fermentar os três açúcares (vide Figura 5). 

Quando se analisou o transporte, observou-se que esta cepa continuava sendo 

capaz de transportar a maltose, mas não a sacarose (vide Figura 7). Já a cepa 

deletada nos 7 principais transportadores de hexoses e também no gene AGTl 

(cepa BS08), mostrou-se capaz de continuar fermentando a maltose, mas a 

capacidade de fermentar a sacarose foi abolida (vide Figura 6). Esta mesma cepa 

continuou transportando maltose, mas mostrou-se incapaz de transportar a sacarose 

(vide Figura 8).
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Glicose Maltose Sacarose

Figura 5. Determinação da produção de CO2 em cepas contendo todos os 
transportadores de hexoses. Células da cepa MC996A, previamente crescidas 
em meio rico contendo 2% maltose (preto), ou 2% etanol e 3% glicerol (cinza), 
foram utilizadas para a determinação da produção de CO2 nos açúcares 
indicados. Foi também utilizada a cepa BS09, previamente crescida em 2% 
maltose (branco), que teve o gene AGTl deletado do seu genoma.
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Figura 6. Determinação da produção de CO2 em cepas deletadas nos 7 
principais transportadores de hexoses. Células da cepa KY73, previamente 
crescidas em meio rico contendo 2% maltose (preto), ou 2% etanol e 3% 
glicerol (cinza), foram utilizadas para a determinação da produção de CO2 nos 
açúcares indicados. Foi também utilizada a cepa BS08, previamente crescida 
em 2% maltose (branco), que teve o gene AGTl deletado do seu genoma.

36



80 -1 80 -I

(D

60 -

“ I5 E
^  | )  40 -  

S  cè  ^  20 H 
<

60 -

40 -

20  -

Maltose Sacarose

Figura 7. Determinação da atividade de transporte em cepas contendo todos 
os transportadores de hexoses. Células da cepa MC996A, previamente 
crescidas em meio rico contendo 2% maltose (preto), ou 2% etanol e 3% 
glicerol (cinza), foram utilizadas para a determinação da atividade de 

. transporte nos açúcares indicados. Foi também utilizada a cepa BS09, 
previamente crescida em 2% maltose (branco), que teve o gene AGTl deletado 
do seu genoma.
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Figura 8. Determinação da atividade de transporte em cepas deletadas nos 7 
principais transportadores de hexoses. Células da cepa KY73, previamente 
crescidas em meio rico contendo 2% maltose (preto), ou 2% etanol e 3% 
glicerol (cinza), foram utilizadas para a determinação da atividade de 
transporte nos açúcares indicados. Foi também utilizada a cepa BS08, 
previamente crescida em 2% maltose (branco), que teve o gene AGTl deletado 
do seu genoma.
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A seguir analisou-se a capacidade de crescer e produzir etanol a partir da 

glicose, maltose e sacarose como fontes de carbono. Como mostrado na Figura 9, a 

cepa MC996A foi capaz de crescer em todas as fontes de carbono. Esta cepa 

também foi capaz de produzir etanol a partir das fontes de carbono acima citadas. 

A cepa KY73 somente foi capaz de crescer e produzir etanol quando a fonte de 

carbono foi a maltose (Figura 10). Esta cepa foi incapaz de crescer e/ou fermentar 

glicose ou sacarose.

A cepa KY73 possui em seu genoma o gene AGTl e portanto teria a 

capacidade de crescer e fermentar a sacarose, o que não foi observado. Com base 

neste dado, o que se postulou é que esta incapacidade da cepa KY73 de utilizar a 

sacarose como fonte de carbono seria um problema na regulação da permease 

AGTL Então resolveu-se inserir na cepa KY73 o plasmídeo pJW5, que contém um 

gene MAL regulador constitutivo. Como pode ser visto na Figura 11, a cepa KY73 

transformada com o plasmídeo pJW5 foi capaz de crescer e produzir etanol a partir 

do meio contendo sacarose como fonte de carbono.

A seguir, foi analisada a atividade de hidrólise de maltose e sacarose pelas 

cepas MC996A e KY73. Como pôde ser visto na Tabela 2, tanto a cepa MC996A 

quanto a cepa KY73 crescidas em maltose apresentaram uma baixa atividade da 

invertase, e uma atividade maltase alta. Quando as cepas MC996A e KY73 foram 

crescidas em etanol e glicerol como fonte de carbono, observou-se uma alta 

atividade da invertase e praticamente nenhuma atividade maltase.
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Figura 9. Crescimento e produção de etanol na cepa contendo todos os 
transportadores de hexoses. Células da cepa MC996A, foram previamente 
inoculadas em meio mínimo contendo 2% maltose. Deste pré-inóculo, foram 
novamente inoculadas em meio mínimo contendo 2% glicose (-•-), 2% 
maltose (-0-) ou 2% sacarose (-□-). Em tempos pré-determinados, foram 
retiradas amostras para quantificar a biomassa e o etanol produzido.
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Figura 10. Crescimento e produção de etanol na cepa deletada nos 7 
principais transportadores de hexoses. Células da cepa KY73, foram 
previamente inoculadas em meio mínimo contendo 2% maltose. Deste pré-inóculo 
foram novamente inoculadas em meio mínimo contendo 2% glicose (-•-), 2% 
maltose (-0-) ou 2% sacarose (-□-). Em tempos pré-determinados, foram retiradas 
amostras para quantificar a biomassa e o etanol produzido.
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Figura 11. Crescimento e produção de etanol na cepa deletada nos 7 
principais transportadores de hexoses (KY73), transformada com o 
plasmídeo pJW5. Células da cepa KY73 transformadas com o plasmídeo 
pJW5 contendo o gene MAL regulador constitutivo, foram previamente 
inoculadas em meio mínimo contendo 2% maltose. Deste pré-inóculo foram 
novamente inoculadas em meio mínimo contendo 2% glicose (-•-), 2% 
maltose (-0-) ou 2% sacarose (-□-). Em tempos pré-determinados, foram 
retiradas amostras para quantificar a biomassa e o etanol produzido.
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H id ró lise  (fxmol m in'* [g d ry  w eigh t]'* ) de:

Células Permeabilizadas Células Inteiras:
Cepa: Fonte de 

Carbono:
Maltose 
(pH 6.8)

Sacarose
(pH5.0)

Sacarose 
(pH 5.0)

MC996A Maltose 1350 208 36

Etanol-Glicerol 0 49 100

KY73 Maltose 1480 857 419

Etanol-Glicerol 0 1260 4295

Tabela 2. Atividade da invertase e maltase nas cepas MC996A e KY73. Células 
da cepa MC996A e KY73, previamente crescidas em meio rico contendo 2% 
maltose ou 2% etanol e 3% glicerol, foram utilizadas para a determinação da 
atividade invertase e maltase. Foram utilizadas células inteiras e/ou 
permeabilizadas nos ensaios, como descrito em Material e Métodos.
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D is c u s s ã o

Nossos resultados indicam que o gene AGTl codifica para um transportador 

ativo de sacarose. Cepas transformadas com este gene apresentaram uma captação 

significativa deste açúcar, que foi inibida por uma série de compostos que inibem o 

transporte ativo de açúcares em leveduras. Células que possuem esta permease são 

capazes de crescer em sacarose com velocidades específicas de crescimento 

maiores, do que o observado quando a fonte de carbono é glicose ou misturas 

equimolares de glicose e fhitose.

No intuito de analisar a contribuição deste transportador na metabolização da 

sacarose foram utilizadas cepas deletadas nesta permease, e nos transportadores de 

glicose codificados pelos genes HXTl-HXT? e GAL2. Nossos resultados 

permitiram demonstrar que cepas incapazes de utilizar a glicose e fiiitose 

continuam sendo capazes de fermentar a sacarose. Nestas cepas a fermentação da 

sacarose depende da expressão da permease AGTl nas células: a fermentação e 

transporte de sacarose só ocorre após o crescimento em maltose, ou se a cepa 

possui um gene MAL regulador constitutivo. Por outro lado, quando o gene AGTl 

foi deletado, a fermentação da sacarose não mais foi observada na cepa incapaz de 

transportar a glicose e fhitose, enquanto que a cepa selvagem continuou 

fermentando a sacarose. Finalmente, foi observada uma correlação direta entre a 

atividade a-glicosidase, e uma correlação inversa no caso da invertase, com o 

transporte e fermentação da sacarose.
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Trabalhos anteriores realizados por S a n to s  et al, (1982) e B a r fo r d  et a l, 

(1993) demonstram que cepas de S. cerevisiae, além de captarem a glicose e 

frutose originadas pela hidrólise da sacarose fora da célula, também seriam capazes 
*

de transportar ativamente sacarose. Nossos resultados não só confirmam a 

existência de um transporte ativo de sacarose em S. cerevisiae, como também 

identificamos a permease AGTl como a responsável por esta atividade.

O gene AGTl é um alelo dos genes codificadores do transportador de maltose 

presentes nos loci MAL. Por exemplo, esta permease apresenta 57% de identidade 

com a permease codificada pelo gene MAL61. Assim como a Malólp, a permease 

AGTl é induzida pela maltose, e esta indução é mediada por um gene MAL 

regulador codificado pelos genes MALxS (Han et a l, 1995; Stambuk e í a/., 1999).

. Na verdade, recentemente foi demonstrado haver dois sistemas de transporte 

de sacarose, um sistema de transporte de alta afinidade {Km: ~7 mM), e outro com 

baixa afinidade {Km: -100 mM), pelo substrato. O sistema de alta afinidade é 

mediado pela permease AGTl, enquanto que o sistema de baixa afinidade é 

mediado pela permease MAL2T (Stambuk et a l, 2000). M wesigye & B arford 

(1996b) já tinham observado que o transporte de sacarose poderia também ser 

mediado por um transportador de maltose. Nossos resultados de transporte de 

sacarose confirmaram que esta atividade (mediada pelo AGTl) está intimamente 

ligada ao metabolismo da maltose.

Apesar de existir uma atividade de transporte de sacarose nas células de S. 

cerevisiae, restava verificar se esta atividade permitiria a fermentação da sacarose.
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uma vez que nem todo o açúcar transportado ativamente pela célula é fermentado 

(Malluta et a l, 2000; Zastrow et a l, 2000). Na verdade a quantidade do açúcar 

captado é o fator determinante para que o mesmo seja fermentado ou respirado 

pela célula (Postma et a l, 1989). Entretanto, nossos dados indicaram que a 

sacarose está sendo captada em concentrações suficientes para que possa ser 

eficientemente fermentada pelas células.

Dados anteriores têm mostrado que tanto na produção de álcool, quanto na 

panificação, a atividade da invertase está correlacionada de maneira direta e 

inversa a fermentação da sacarose (Oda & Oucffl, 1990b; Echegaray et al, 

2000). Os nossos resultados com a cepa deletada nos transportadores de hexoses 

também indicam que cepas que possuem alta atividade invertase não são capazes 

de fermentar a sacarose, a não ser que expressem a permease AGTL

Finalmente, cabe salientar que o fato da cepa precisar ser MAL constitutiva 

para transportar e fermentar a sacarose não é uma característica necessariamente 

indesejada nas leveduras industriais. Pelo contrário, diversos trabalhos têm 

demonstrado que todas as boas cepas de panificação são MAL constitutivas (Oda 

& OucHi, 1990a; Higgins eí <3/., 1999).

Como perspectivas futuras deste trabalho, seria interessante a obtenção de 

uma cepa contendo o gene AGTl, mas deletada na invertase extracelular. Neste 

caso seria esperado que a sacarose fosse captada diretamente e fermentada pelas 

células. Isto evitaria que a hidrólise da sacarose, produzindo glicose e fhitose, 

trouxesse à célula um estresse osmótico prejudicai à sua performance fermentativa.
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ANEXO

Artigo: “Kinetics of active sucrose transport in Saccharomyces cerevisiae!" 

(Publicado na revista Journal of Bioscience and Bioengineering, em 2000).
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The kinetic analysis o f active sucrose-H+ uptake by Saccharomyces cerevisiae revealed the presence of two 
transport systems with high and low afifinity for sucrose. The M AL2T  permease has a low affinity =  
120±20m M ) for sucrose, while the a-glucoside transporter encoded by the A G T l  gene is a high affinity 
sucrose-H+ symporter (ir „ = 7 .9 ± 0 .8  mM) that increases the specific growth rate of cells growing on sucrose.

[Key words; sucrose permease, symport, kinetics, Saccharomyces]

Sucrose is probably the most important sugar in the in
dustrial utilization o f  yeast. Sucrose-containing molasses 
are the major raw material used for the production o f  
baker’s yeast, for the production o f  distilled alcoholic 
beverages and fuel ethanol by the fermentation indus
tries. It is generally accepted that the first step in the 
utilization o f  sucrose by Saccharom yces cerevisiae is its 
com plete hydrolysis, by the extracellular enzyme inver
tase, in glucose and fructose which are then transported 
into the cells and metabolized (1). However, conflicting 
evidence has been reported in the literature. For exam
ple, in an early report Friss and Ottolenghi (2) showed  
that protoplasts, lacking extracellular invertase activity, 
fermented sucrose. Other sucrose non-fermenting strains 
were also reported to intracellularly accumulate the '■*€- 
labeled disaccharide (3). The analysis o f  direct sucrose 
uptake in several Suc+ and Sue“ strains revealed the 
presence o f  an active sucrose-H+ symport activity in S. 
cerevisiae (4). Although this transport activity would  
justify the existence o f  a constitutive intracellular inver
tase, which arises from a shorter transcript o f  the same 
gene (e.g. SUC2) that encodes the secreted invertase (5), 
studies dealing with the characterization and physiologi
cal significance o f  this interesting transport activity were 
delayed for many years.

Recently, Barford and co-workers have made sig
nificant contributions to this subject. These authors 
demonstrated that the observed fermentation and growth 
rates on sucrose (6, 7) can only fit a m odel in which its 
utilization is com posed by the contributions from both  
the direct uptake o f  sucrose and the uptake o f  its hydrol
ysis products into the cell (8). They also characterized a 
sucrose transport activity in yeast cells using ’'•C-labeied 
sucrose (9) and revealed the importance o f  adaptation  
on sucrose medium for the expression o f  this transport
er. The involvement o f other sugars in the regulation o f  
expression, like glucose, fructose or m altose, was also 
reported (10-12). However, the main problem concerti- 
ing the characterization o f  the sucrose transport activity 
is that, to the present, there are no indications o f  how  
many permeases are involved with the sucrose transport 
activity, neither the identity o f  the transporter(s) have 
been elucidated at the molecular level. This situation  
may be explained at least in part, by the com plex kinet
ics obtained for '“'C-sucrose uptake, as revealed by

* Corresponding author.

Eadie-Hofstee plots (4, 9), with unusual characteristics 
not shared by any sugar transport activity present in 
yeast cells.

In 5. cerevisiae two* different sugar transport mechan
isms were already described: carrier mediated facilitated 
diffusion, responsible for the uptake o f  hexoses, and 
active H+-symporters responsible for the uptake o f a- 
glucosides (13). It is well established that sugar transport 
rates in yeast cells yield non-linear kinetic plots, indicat
ing the existence o f  (at least) two kinetically distinct 
transport systems, one with high (ATra= 10“^-10~^ M) and 
other with low (A'm= 10~‘-10~2 M) affinity for the sub
strate. In the case o f  hexoses both the genetic and kinet
ic evidence support this view, with at least 7 different per
meases {H X T l-7)  involved in the uptake o f  hexoses (14). 
Indeed, it was recently shown (15) that a yeast strain 
lacking all these H X T  permeases, and thus unable to 
transport and ferment glucose or fructose, is still able to 
ferment sucrose. The rate o f  sucrose fermentation ob
tained with this strain indicates that sucrose transport 
across the plasma membrane contributes to the utiliza
tion o f  this sugar to a larger extent than expected before 
(15).

For a-glucosides two different permeases were charac
terized at the molecular level; a maltose-H'*' symporter 
encoded by M A L xT  (where j: represents one o f  the 5 un
linked M A L  loci), and a general a-glucoside-H ’*' symport
er encoded by A G T l  (16, 17). We have recently shown 
(18) that the permease is responsible for the active
uptake o f a series o f  a-glucosides, including sucrose. 
This result prompted us to perform a more detailed kinet
ic analysis o f the sucrose-H+ symport activity in S. cere
visiae.

Three S. cerevisiae strains were used and have been 
described elsewhere (18-20): strain S-14 (wt.), strain 
M A L l-1' (M ATa MALlR-1'^ a g tl m a llS  mal2R M A L 2T  
M A L2S trp i lys ura3-52) containing the M A L 2 T  maltose 
permease on chromosome III, and strain AP77-4C  
(M A Ta M ALlR-1^ a g tl m a llS  mal2R [mal2T  
m al2S\y.TRPl leu2-3, 112) which lacked known a-gluco- 
side transporter genes. This last strain was transformed 
with a multicopy plasmid containing the A G T l  gene (18) 
yielding strain AP77-4C -YEpA G Tl. A ll strains are M A L  
constitutive, a condition required for expression o f  the 
maltose and a-glucoside symporters. Since glucose 
represses the expression o f  these permeases, glucose 
derepressed cells were used for the sucrose-H+ symport
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determinations (13, 19). Glucose "derepressed cells refer 
to cells grown to the second aerobic phase o f  growth 
after glucose was exhausted from the medium. Glucose 
in the growth medium was assayed with a commercial 
enzymatic kit.

Strain S-14 was grown in Y PD medium [1% yeast ex
tract, 2%  peptone (D ifco), 2%  glucose; pH 5.0], and 
strains with defined permeases were grown in minimal 
medium [0.67% yeast nitrogen base without amino acids 
(Difco) containing 30 fjg m l“ ' uracil, l-tryptophan, l- 
lysine-HCl, or L-leucine as required; pH  5.0] with 2% 
glucose, 2%  sucrose or 1%  glucose plus 1%  fructose as 
the carbon source. Yeast cells were grown at 28“C on a 
rotatory shaker at 160 rpm, and growth was follow ed by 
turbidity ̂ measurements at 570 nm. The amount o f  yeast 
is expressed as dry weight and was determined with cells 
filtered, washed with distilled water, and dried at 80° C 
for 48 h. Harvested cells were washed twice with cold dis
tilled water before use.

Proton cotransport during sucrose uptake was assayed 
as previously described (18-20). Yeast cells were suspend
ed to a cellular density o f  15 -2 0 mg m l“ ' in water, 
placed in a conical water-jacketed vessel in a total 
volume o f  2 ml, and the suspension was mixed with a 
magnetic stirrer at 30°C. The pH was adjusted to pH  5.0 
with HCl, and changes o f  pH triggered by the addition 
o f  sucrose were monitored with a PHM 84 research pH- 
meter attached to a T T l Servograph (Radiometer, 
Copenhagen). To calculate the rate o f  H'*' uptake, a 
calibration curve was obtained by the addition o f  100 to 
200 nmol o f  HCl to the cell suspension. Initial rates o f  
sucrose-induced proton uptake were calculated from the 
slope o f  the first 5-10 s curve obtained in the recorder 
after sucrose addition, subtracting the basal rate o f  proton 
uptake observed before addition o f  the sugar. A ll assays 
were done at least in duplicate, and the maximum devia
tion was less than 10%.

In previous reports (4, 9) the sucrose transport activity 
were kinetically analyzed using ‘“C-labeled sucrose. The 
results obtained, when plotted by the Eadie-Hofstee 
transformation (V  versus K/[S]), did not show the nor
mal biphasic curves obtained with all the sugar transport 
activities described in yeast cells. These results were prob
ably consequence o f the complex transport assays used. 
The rates o f  '“'C-sucrose uptake were assayed in the 
presence o f  2m M  each o f  unlabelled glucose and fruc
tose in order to dilute any radioactive glucose and fruc
tose that could have arisen from sucrose hydrolysis. 
Under the conditions required for the kinetic studies 
(increasing ‘•’C-sucrose concentrations) the amount o f  
labeled glucose and fructose produced with high sucrose 
concentrations can be significant, and thus a considera
ble amount o f radioactivity could be entering the cell 
through the hexose transporters. Another problem also 
observed with radioactive substrates are the effects o f  
nonspecific binding o f the sugar to the cell wall and/or  
plasma membrane (21), or even the subsequent meta
bolism o f the sugar that may release significant amounts 
o f '''CO2 into the medium.

However, in the case o f  H^-symport activities it is pos
sible to use the proton uptake rate as a measure o f  the 
corresponding sugar transport activity due to the 1 :1  
stoichiometry o f  H+ cotransported per sugar molecule 
taken up by the cell (4, 19-21). Figure 1 shows that the 
addition o f  increasing quantities o f  sucrose to the cell 
suspension increased the proton uptake rate, indicating a

FIG. 1. Dose dependence of sucrose-H'*' co transport in S. cere
visiae wild type strain S-14. Approximately 38 mg yeast cells were 
used to record pH  changes associated with sucrose uptake. At the 
point indicated by the arrow 100 (a), 20 (b). 10 (c), or 5 (d) /imol 
sucrose were added. Time and amount o f protons scales are indicated 
by the length o f the arrows.

dose dependence between sucrose and H+ symport. This 
result allows the kinetic analysis o f  the H ’*"-sucrose sym
port activity by measuring the rates o f  H+ uptake at 
different amounts o f  sucrose added to the cells. Determi
nations o f  the H'*'-sucrose symport were performed at 
sugar concentrations in the range 0 .5-150  mM, and the 
results obtained were plotted according to the Eadie- 
H ofstee transformation. As shown in Fig. 2, in wild-type 
cells biphasic kinetics for H+-sucrose cotransport were 
observed, indicating the presence o f two kinetically dis
tinct transport systems. One displayed a high affinity 
( K ^ = l  mM) while the other a low affinity (A"m= lOOmM) 
for sucrose. Although the low affinity com ponent has 
not been described before, the o f  the high-affinity 
transport system is close to the (approximately 
6.5 mM) previously described for sucrose uptake in S. 
cerevisiae (4, 9, 11).

In order to characterize which permeases contribute to 
the above-described sucrose-H+ symport activities, we 
analyzed the kinetics o f active sucrose uptake in yeast 
strains with defined a-glucoside permeases (Fig. 2). The 
results obtained with strains harboring either the A G T l  
or the M A L 2T  permease pointed to the presence o f  a 
single active sucrose transport com ponent in these cells. 
From the data shown in Fig. 2 it is evident that the 
A G T l  gene encodes for a high affinity sucrose-H'*' sym
port activity (A"m =  7 .9 ± 0 .8  mM), while the maltose per
mease encoded by the M A L 2T  gene contributes to a low  
affinity transport activity with a o f  1 2 0 ± 2 0 m M  for 
sucrose.

Mwesigye and Barford (11) reported fermentation and 
radiometric analysis that showed that sucrose could be 
transported by a maltose-induced transporter. It was 
also suggested that sucrose and m altose molecules could 
be transported by the same transport system. The results 
presented in this paper and previous biochem ical and 
genetical analysis o f  the A G T l  permease confirm these 
findings: the A G T l  permease actively transports maltose, 
sucrose and several other a-glucosides, and its expression 
is induced by maltose through M A L  regulatory genes 
(17-19). Although the maltose permease encoded by the 
highly hom ologous M A L x T  genes was described as a per
mease specific for maltose and turanose (17), the data 
shown in Fig. 2 indicate that this permease can also 
transport sucrose, albeit with a lower affinity when com-
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FIG . 2. Eadie-Hoflfstee plots o f active sucrose-H+ symport activ
ity present in a wild-type strain, and in strains with defined perme
ases. Symbols: ■ , strain S-14; • ,  strain M A L l-1 ' harboring the 
M A L 2 T  maltose permease; A, strain AP77-4C-YEpAGTl harboring 
i tie A G T I  permease.

pared with the A G T l  permease.
It was reported that the specific growth rate o f  yeast 

cells growing on sucrose is higher than the growth rates 
obtained with cells grown on equimolar amounts o f  glu
cose, fructose, or glucose plus fructose (6-11). To verify 
the contribution o f  the high affinity sucrose-H+ sym- 
porter to the growth rate on sucrose we determined the 
growth rates on minimal medium o f yeast cells lacking a 
sucrose-H+ symporter (strain A P77-4C), or the same 
cells harboring the A G T l  permease (strain AP77-4C- 
Y EpAG Tl). The strain harboring the A G T l  permease 
grew on 2%  sucrose with a specific growth rate (/i =  
0 .27± 0.02 h “ ‘) significantly higher that the ones obtained 
when this strain was grown on 2%  glucose, or \%  glu
cose plus \%  fructose (/u =  0.21 ± 0 .0 1  h “ ‘)- However, 
same specific growth rates (// =  0 .2 0 ± 0.02 h " ‘) were ob
tained when strain AP77-4C was grown on 1%  glucose, 
1% glucose plus \%  fructose, or 2%  sucrose. Therefore, 
our results indicate that active sucrose uptake mediated 
by the A G T l  permease is responsible for the increase in 
the specific growth rate obtained when yeast cells are 
growing on sucrose.

Although sucrose-H+ symport activities was described 
in other yeasts (22-24), yeast sucrose permeases were not 
extensively studied as the plant cells active sucrose-H + 
symporters. For example, a recent report (25) identified 
an amino acid residue in the structure o f  the sucrose-H+ 
symporter from A rabidopsis thaliana  that, when mutat
ed, increases the transport activity. Due to the impor
tance that sucrose utilization has for the production o f  
yeast cells, production o f  distilled beverages or even fuel 
ethanol, the genetical manipulation o f  yeast strains con
taining the high affinity sucrose-H'^ symporter encoded 
by the A G T l  gene would be o f  major interest.
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