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RESUMO 

 

 

O ácido lático é um composto de alto valor agregado com ampla aplicação em indústrias 

alimentícia e cosmética, além de ser uma alternativa promissora para a produção de polímeros 

biodegradáveis, capazes de substituir materiais plásticos derivados do petróleo. Sua obtenção 

pode ocorrer por síntese química ou fermentação microbiana. A rota química gera uma mistura 

racêmica de isômeros, enquanto a produção microbiana permite a obtenção de um produto 

opticamente puro, formado por apenas um isômero (L ou D). A maioria dos microrganismos 

naturais produz o isômero L, mas a produção do isômero D é vantajosa para a síntese de 

polímeros heterogêneos (poli-ácido lático) combinando D-lactato e L-lactato. Este projeto 

utiliza estratégias de engenharia metabólica e evolução adaptativa para a produção de D-ácido 

lático pela levedura Saccharomyces cerevisiae. A levedura foi geneticamente modificada com 

a inserção de duas cópias do gene da lactato desidrogenase de Leuconostoc mesenteroides no 

genoma, utilizando CRISPR/Cas9, como parte do projeto temático FAPESP 2017/22401-8 – 

“Fruto-refinaria: processos de obtenção, métodos de caracterização e geração de produtos 

oriundos de resíduos da fruticultura”. Ensaios fermentativos demonstraram que a cepa 

modificada produziu 6 g/L de D-ácido lático. Por meio de evolução adaptativa, quatro 

diferentes populações de S. cerevisiae adquiriram alta tolerância a ácidos orgânicos após 

seleção em concentrações crescentes de ácido lático. Quatro populações evoluídas toleraram 

choques de até 15% de ácido lático por duas horas. O sequenciamento genômico dessas 

populações revelou mais de 230 mutações, incluindo alterações no gene PCK1, comum a todas 

as populações submetidas a diferentes estratégias de evolução adaptativa. Ensaios fenotípicos 

indicaram que uma das populações apresentou ganho de fitness sete vezes superior ao 

progenitor. 

Palavras-chave: Ácido lático. Evolução adaptativa. S. cerevisiae. 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Lactic acid is a high-value compound with broad applications in the food and cosmetic 

industries. It also represents a promising alternative for the production of biodegradable 

polymers capable of replacing petroleum-derived plastics. Its production can occur via chemical 

synthesis or microbial fermentation. Chemical synthesis generates a racemic mixture of 

isomers, whereas microbial production allows for the generation of an optically pure product 

consisting of only one isomer (L or D). Most natural microorganisms produce the L isomer, but 

the production of the D isomer is advantageous for synthesizing heterogeneous polymers 

(polylactic acid) combining D-lactate and L-lactate. This project employs metabolic 

engineering and adaptive evolution strategies to produce D-lactic acid using the yeast 

Saccharomyces cerevisiae. The yeast was genetically modified by inserting two copies of the 

lactate dehydrogenase gene from Leuconostoc mesenteroides into its genome using 

CRISPR/Cas9 as part of the FAPESP thematic project 2017/22401-8 – "Fruit biorefinery: 

processes for obtaining, characterization methods, and generation of products derived from fruit 

industry residues." Fermentative assays showed that the engineered strain produced 6 g/L of D-

lactic acid. Through adaptive evolution, four distinct populations of S. cerevisiae acquired high 

tolerance to organic acids after selection in increasing concentrations of lactic acid. These 

populations tolerated shocks of up to 15% lactic acid for two hours. Genomic sequencing of 

these populations revealed over 230 mutations, including alterations in the PCK1 gene, 

common to all populations subjected to different adaptive evolution strategies. Phenotypic 

assays indicated that one population exhibited a fitness gain seven times higher than the 

progenitor. 

Keywords: Adaptive evolution. Lactic acid. S. cerevisiae. 



 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1 - Estrutura dos isômeros de ácido lático. .................................................................... 18 

Figura 2 - Reação catalisada pela lactato desidrogenase (LDH) .............................................. 20 

Figura 3 - Caminhos metabólicos para a produção de AL em Saccharomyces cerevisiae e via 

competidora do etanol .............................................................................................. 27 

Figura 4 - Engenharia metabólica de S. cerevisiae para a produção de D-AL ......................... 34 

Figura 5 - Protocolos de evolução adaptativa de S. cerevisiae ao ácido lático ......................... 36 

Figura 6 - Comprovação por PCR das inserções cromossomais do cassete pTEF-Lm.LdhA- 

Tsynth25t nos genes JEN1 e DLD1 .......................................................................................... 41 

Figura 7 - Teste piloto para a determinação da concentração inicial de AL para início dos 

experimentos de adaptação evolutiva por choques ................................................................... 43 

Figura 8 - Experimento evolução por choques de AL com as populações CEN.PK113-7D e PE-

2 ................................................................................................................................................ 44 

Figura 9 - Gráfico de resultados parciais de viabilidade da população de CEN.PK113- 7D.

 .................................................................................................................................................. 45 

Figura 10 - Gráficos de comparação do fitness das populações evoluídas de PE-2_H4 versus 

progenitores. .............................................................................................................................. 46 

Figura 11 - Gráficos de comparação do fitness das populações evoluídas de CEN.PK113- 

7D.............................................................................................................................................. 47 

Figura 12 - Heatmap do fitness (Coeficiente S por duplicação celular) das populações evoluídas 

de CEN.PK113-7D e PE-2_H4 em crescimento celular em YPS 2% de sacarose e 0%, 1% e 

1,5% de AL ............................................................................................................................... 47 

Figura 13 - Gráfico Tmid (hs) ................................................................................................... 48 

Figura 14 - Diagrama de Venn................................................................................................. 50 

Figura 15 - Estruturação de regiões da proteína Pck1p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan ............................................................................ 54 

Figura 16 - Interações proteína-proteína da Pck1. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 54 

Figura 17 - Estruturação de regiões da proteína Coq4p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 55 

Figura 18 - Interações proteína-proteína. Avaliação realizada pelo StringDB com confiança de 

0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. .................................................. 55 



 

Figura 19 - Estruturação de regiões da proteína do Pex29p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. ............................................................ 57 

Figura 20 - Interações proteína-proteína da Pex29p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 58 

Figura 21 - Estruturação de regiões da proteína Rev1p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 59 

Figura 22 - Interações proteína-proteína de Rev1p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 60 

Figura 23 - Estruturação de regiões da proteína Pms6p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 61 

Figura 24 - Interações proteína-proteína da Pms6p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 61 

Figura 25 - Estruturação de regiões da proteína Cry1p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 62 

Figura 26 - Interações proteína-proteína Cry1p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 63 

Figura 27 - Estruturação de regiões da proteína Hsp30p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 63 

Figura 28 - Interações proteína-proteína Hsp30p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 64 

Figura 29 - Estruturação de regiões da proteína Trs31p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 65 

Figura 30 - Interações proteína-proteína Trs31p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 66 

Figura 31 - Estruturação de regiões da proteína Stv1p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 67 



 

Figura 32 - Interações proteína-proteína Stv1p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 67 

Figura 33 - Estruturação de regiões da proteína Pdr3p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 69 

Figura 34 - Interações proteína-proteína Pdr3p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 69 

Figura 35 - Estruturação de regiões da proteína Ssa3p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 71 

Figura 36 - Interações proteína-proteína Ssa3p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 71 

Figura 37 - Estruturação de regiões da proteína Pma1p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 73 

Figura 38 - Interações proteína-proteína Pma1p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 74 

Figura 39 - Estruturação de regiões da proteína Cdc25p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 75 

Figura 40 - Interações proteína-proteína Cdc25p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 75 

Figura 41 - Estruturação de regiões da proteína Whi2p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 76 

Figura 42 - Interações proteína-proteína Whi2p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança  de  0.900  e  apenas  dados  de  fontes  de  experimentos  e databases.

 ................................................................................................................................................. 77 

Figura 43 - Estruturação de regiões da proteína Hap4p e seus respectivos domínios e famílias. 

Imagem obtida por análise no InterProScan. ........................................................................... 78 

Figura 44 - Interações proteína-proteína. Avaliação realizada pelo StringDB com confiança de 

0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. .................................................. 78 



 

 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO .................................................................................................................... 14 

2 OBJETIVOS ......................................................................................................................... 17 

3 REVISÃO DE LITERATURA ........................................................................................... 18 

3.1. Ácido Lático...................................................................................................................... 18 

3.2. L-AL ................................................................................................................................. 19 

3.3. D-AL .................................................................................................................................. 20 

3.4. Produção industrial do AL .............................................................................................. 21 

3.5. Efeitos em bactérias e leveduras do acúmulo de ácidos fracos .................................... 22 

3.6. Resposta de Saccharomyces cerevisiae ao acúmulo de AL ........................................... 23 

3.7. D-lactato desidrogenase (D-LDH) .................................................................................. 25 

3.8. Leuconostoc mesenteroides .............................................................................................. 25 

3.9. Saccharomyces cerevisiae ................................................................................................. 26 

3.10. Engenharia Metabólica de Saccharomyces cerevisiae para produção de AL ........... 27 

3.11. Evolução adaptativa e Saccharomyces cerevisiae para maior tolerância a AL ........ 19 

4. METODOLOGIA ............................................................................................................... 31 

4.1. Linhagens utilizadas ........................................................................................................ 31 

4.1.1. Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-7D ................................................................... 31 

4.1.2. Saccharomyces cerevisiae PE-2_H4 ............................................................................... 31 

4.2. Engenharia metabólica .................................................................................................... 31 

4.2.1. Desenvolvimento do constructo para produção de D-Lático ácido por S. cerevisiae ..... 33 

4.3. Ensaio fermentativo ......................................................................................................... 34 

4.4. Evolução adaptativa......................................................................................................... 34 

4.4.1. Protocolos de choques com AL ...................................................................................... 35 

4.4.2. Genome Shuffling ............................................................................................................ 36 

4.4.3. Controle de Contaminação .............................................................................................. 36 

4.4.4. Avaliações fenotípicas .................................................................................................... 37 

4.4.4.1. Ensaios de crescimento em microplaca - TECAN ....................................................... 37 

4.4.4.2. Ensaios de competição assistida por citometria de fluxo ............................................. 37 

4.4.4.3. Viabilidade ................................................................................................................... 39 

4.4.5. Sequenciamento das populações ..................................................................................... 39 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO ........................................................................................ 41 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS ............................................................................................. 79 

7. REFERÊNCIAS .................................................................................................................. 80 



14 
 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

O ácido lático (AL) é um produto de alto valor agregado com um mercado avaliado em 

1,25 milhões de dólares em 2019 e uma previsão de expansão no mercado mundial de 11,5% 

até 2026 (Ahuja; Bayas, 2020). Seu potencial se dá pelas suas utilizações em inúmeras 

indústrias, como a química, alimentícia, têxtil e, principalmente, pela sua utilização na produção 

de ácido polilático (APL), um importante bioplástico (Rasal; Janorkar; Hirt, 2010; Gupta; 

Revagade; Hilborn, 2007). 

Produto direto da conversão do piruvato pela lactato desidrogenase (LDH), atualmente 

o AL tem sua produção industrial em grande parte biotecnológica. O processo fermentativo em 

questão, permite a produção de estereoisômeros específicos do AL, em vez de uma mistura 

racêmica como ocorre pela via da síntese química, além de possuir uma produção mais barata 

(Maican; Ferdes, 2015; Pal et al., 2009). 

A fermentação para a produção de AL, a princípio, ocorre por bactérias láticas como 

Sporolactobacillus inulinus CASD, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, 

Corynebacterium glutamicum, e Escherichia coli que naturalmente possuem a maquinaria 

genética necessária para isso (Zhong et al., 2019). Porém, alguns fatores dificultam e encarecem 

a sua produção em escala industrial. A sensibilidade a baixos pHs desses organismos, faz com 

que seja necessária a neutralização do pH por adição de carbonato de cálcio (CaCO3) ou 

hidróxido de cálcio (Ca(OH))2 durante a etapa fermentação industrial, acarretando a formação 

de lactato de cálcio, que é então separado por filtração. Porém, esse processo de precipitação 

gera gesso (CaSO4) como subproduto indesejável. No todo, o processo downstream contabiliza 

cerca de 50% do custo de produção do AL (Abdel-Rahman; Tashiro; Sonomoto, 2013; 

Schügerl, 1983; Zhong et al., 2019). Neste sentido, a produção de AL por organismo 

recombinante se mostra uma possibilidade economicamente promissora ao se desenvolver 

organismos geneticamente modificados capazes de crescer e sobreviver a concentrações 

relevantes de ácidos fracos, diminuindo os custos associados à neutralização do pH. 

Quando se discute a relação entre ácido lático e a célula é importante se discutir o papel 

dos ácidos orgânicos (AO). Tais compostos, são constituídos por um ou mais grupamentos 

carboxílicos, podendo ser ligados covalentemente a aminoácidos, peptídicos e ésteres 

(Hirshfield; Terzulli; O’Byrne, 2003; Kim et al., 2019). Como o próprio nome deixa claro, tais 

compostos são ácidos fracos, de maneira geral, não se dissociando completamente na água, 

diferente de ácidos minerais fortes (Peetermans; Foulquié-Moreno; Thevelein, 2021). 

https://paperpile.com/c/LA309O/NaVWi
https://paperpile.com/c/LA309O/SBd7C%2BNj9I4
https://paperpile.com/c/LA309O/SBd7C%2BNj9I4
https://paperpile.com/c/LA309O/SBd7C%2BNj9I4
https://paperpile.com/c/LA309O/0zz5e
https://paperpile.com/c/LA309O/wEzVs
https://paperpile.com/c/LA309O/Yev46
https://paperpile.com/c/LA309O/ZlU4d
https://paperpile.com/c/LA309O/Yev46
https://paperpile.com/c/LA309O/Sb9V%2BpAZw
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
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Um ponto interessante é que geralmente quanto menor a massa molar do ácido orgânico, mais 

solúvel em água ele é, como o ácido lático e o ácido fórmico, e quanto maior sua massa molar 

mais insolúvel é na sua forma molecular (neutra) (Peetermans; Foulquié-Moreno; Thevelein, 

2021; Berterame et al., 2016; Kim et al., 2019). 

O grupo mais comum dentro dos AO são os ácidos carboxílicos, que possuem em sua 

estrutura um -COOH, de onde vem sua acidez (Narvhus; Axelsson, 2003). Como é o caso do 

AL, que possui como fórmula CH3CH(OH)COOH, apresentando um grupo hidroxila adjacente 

ao grupo carboxila. Por ter essa estrutura, o AL possui uma grande capacidade de gerar ligações 

intramoleculares de hidrogênio, chegando a ser cerca de 10 vezes mais ácido que o ácido 

acético. 

Esses compostos quando em contato com microrganismos são capazes de gerar graves 

problemas de crescimento (Hirshfield; Terzulli; O’Byrne, 2003). A escala desse prejuízo celular 

vai variar de acordo com o tipo de AO em questão, sendo o pKa (constante de dissociação), a 

sua lipofilicidade, a sua volatilidade as principais propriedades químicas determinantes, além 

do pH do ambiente celular e a concentração do ácido (Salminen; von Wright, 2004). Quando o 

pH externo é menor que o pKa do ácido fraco, ele estará na sua forma não dissociada, lhe 

conferindo lipofilicidade e a capacidade de atravessar a membrana plasmática. Porém, ao entrar 

na célula o AO tende a se dissociar pelo pH neutro do citosol, o que acarreta uma cascata de 

reações dentro da célula para corrigir esse desequilíbrio (Berterame et al., 2016; Kim et al., 

2019; Hirshfield; Terzulli; O’Byrne, 2003). 

A S. cerevisiae se mostra como uma alternativa atrativa de organismo produtor de AL a 

nível de produção recombinante, por ser capaz de tolerar ambientes com pH mais baixos do que 

as bactérias láticas e também por ser um organismo considerado modelo e com a genética e 

fisiologia bem estabelecidas (Schügerl, 1983; Porro et al., 1995). Diversos trabalhos têm 

relatado sucesso na modificação genética de S. cerevisiae para a produção de AL. Por exemplo, 

Baek e colaboradores (2016a) relataram uma produção de aproximadamente 48,9 g/L de AL a 

partir de glicose e sem neutralização, a partir da inserção do gene ldhA de Leuconostoc 

mesenteroides, aliada a eliminação dos genes PDC1 e ADH1 para reduzir a produção de etanol, 

e dos genes GPD1 e GPD2 para o diminuir a formação de glicerol. Já Zhong e colabroadores 

(2019) demonstraram a eficiência cinética da LdhA de Leuconostoc mesenteroides em 

comparação a genes homólogos de E. coli, L. delbruecki, L. plantarum e S. inulinus. 

A evolução adaptativa laboratorial (do inglês Adaptive Laboratory Evolution, ou ALE) 

é uma importante ferramenta no estabelecimento de mecanismos de tolerância a ambientes 

https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/ow5q%2BpAZw
https://paperpile.com/c/LA309O/wms9o
https://paperpile.com/c/LA309O/Sb9V
https://paperpile.com/c/LA309O/ROJGl
https://paperpile.com/c/LA309O/ROJGl
https://paperpile.com/c/LA309O/ow5q%2BpAZw
https://paperpile.com/c/LA309O/ow5q%2BpAZw
https://paperpile.com/c/LA309O/Sb9V
https://paperpile.com/c/LA309O/ZlU4d%2BKC9dF
https://paperpile.com/c/LA309O/jIgU
https://paperpile.com/c/LA309O/Yev46
https://paperpile.com/c/LA309O/Yev46
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estressantes para microrganismos (Baek et al., 2016a). A ALE se baseia em cultivar um 

organismo em condições seletivas (por exemplo, altas concentrações de AL) por longos 

períodos de tempo (tipicamente algumas centenas a milhares de gerações) para que os clones 

com mutações adaptativas se espalhem na população. As novas metodologias genéticas e maior 

acesso ao sequenciamento genômico de alto rendimento torna a análise dessa evolução mais 

fácil, assim como o estudo da base genética e mecanismos moleculares que podem conferir 

tolerância ao estresse (Baek et al., 2017) aumentaram a tolerância de Saccharomyces cerevisiae 

gerada pela expressão do gene D-lactato desidrogenase (Lm. LdhA) de Leuconostoc 

mesenteroides e por evolução adaptativa ao AL aumentando sua concentração gradualmente 

até 3,95% e conseguindo uma produção eficaz de D-AL de até 82,6 g/L. 

Alguns estudos têm aplicado estratégias de ALE com S. cerevisiae abordando inúmeros 

tipos de tolerância, como à ácidos orgânicos (Kildegaard et al., 2014; Baek et al., 2017) e baixo 

pH (Fletcher et al., 2017). No presente projeto de doutorado, buscamos alinhar as estratégias de 

engenharia metabólica e ALE para a obtenção de uma cepa de S. cerevisiae com produção de 

D-AL e tolerância a geração deste produto. Essa linhagem será utilizada na fermentação de 

resíduos da cadeia de fruticultura como substrato, visando a produção de D- AL, como parte do 

projeto temático FAPESP 2017/ 22401-8. 

https://paperpile.com/c/LA309O/jIgU
https://paperpile.com/c/LA309O/a5Gjd
https://paperpile.com/c/LA309O/5AJG2


17 
 

 

2. OBJETIVOS 

 

Os objetivos deste trabalho de doutoramento foram divididos em três etapas: 

a) Objetivo 1: Engenharia metabólica da produção de ácido lático. Integração via 

CRISPR/Cas9 no genoma de S. cerevisiae de duas cópias do gene codificador da D- 

lactato desidrogenase de Leuconostoc mesenteroides. 

b) Objetivo 2: Estabelecimento de protocolos de evolução experimental. Diferentes 

populações experimentais de S. cerevisiae PE-2_H4 e CEN.PK113-D7 foram desafiadas 

evolutivamente quanto à tolerância a níveis crescentes de AL. Isso envolveu diferentes 

protocolos de (i) choques com AL, (ii) ciclos sexuais (genome shuffling), (iii) e 

experimentos com diferentes backgrounds genéticos (PE_H4 e CEN.PK113-7D); 

c) Objetivo 3: Sequenciamento genômico de linhagens evoluídas. As populações 

experimentais foram submetidas ao sequenciamento genômico de alto rendimento e 

avaliações de bioinformática quanto ao seu potencial de resistência ao ácido lático. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1. Ácido Lático 

 

 

O AL (Figura 1) foi descoberto a partir da observação do leite azedo em 1780 por C. 

W. Scheele, porém só em 1881 que se conseguiu obter esse ácido por meio de fermentação, 

marco inicial para sua produção industrial (Coelho et al., 2018). Sua importância se dá por seu 

alto valor agregado, além de ser um GRAS (Generally Recognized As Safe), ser inofensivo, 

possuir um mercado com grande potencial de crescimento, e ser extremamente versátil no que 

tange a sua produção (fermentação ou síntese química), além de possuir uma grande variedade 

de substratos possíveis, como resíduos agroindustriais (Jiménez; Peltzer; Ruseckaite, 2015). A 

biofuncionalidade do AL ocorre pelos seus grupos de álcool e ácido carboxílico, que o tornam 

suscetível a diferentes reações, tais como condensação, redução, esterificação e substituição no 

grupo do álcool, e expande consideravelmente suas aplicações (Jiménez; Peltzer; Ruseckaite, 

2015). 

O AL possui um importante uso como precursor de compostos pequenos 

(propilenoglicol) ou grandes (polímeros acrílicos) (Bozoglu; Ray, 2013). Seus polímeros são 

biodegradáveis, utilizados como materiais para embalagem e rotulagem e biocompatíveis, 

sendo úteis para a fabricação de dispositivos protéticos, suturas e dosagem interna de drogas 

(Wui; Li, 2018). Entre eles, o ácido polilático tem diversas aplicações nas indústrias têxtil, 

médica e farmacêutica (Albuquerque et al., 2021). 

 

 

 

Figura 1: Estrutura dos isômeros de ácido lático. Fonte: elaborado pela autora. 

https://paperpile.com/c/LA309O/upRZ
https://paperpile.com/c/LA309O/GBgH
https://paperpile.com/c/LA309O/GBgH
https://paperpile.com/c/LA309O/GBgH
https://paperpile.com/c/LA309O/GBgH
https://paperpile.com/c/LA309O/dCGX
https://paperpile.com/c/LA309O/LPyo
https://paperpile.com/c/LA309O/lPg1
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Suas características partem dos seus dois estereoisômeros, sendo a aplicação de sua 

mistura racêmica ou isomericamente pura um ponto essencial em diferentes campos de 

produção (Wui; Li, 2018). Nota-se uma maior frequência de uso do isômero L(+) nas indústrias 

de alimentos e farmacêutica, já que esse é o único que o corpo humano é capaz de metabolizar. 

No entanto, na indústria de bioplásticos como o PAL, faz-se uso tanto de misturas racêmicas, 

puras ou de misturas com diferentes proporções desses isômeros para obtenção de produtos 

com diferentes características (Albuquerque et al., 2021). 

A síntese química do AL é realizada pela aplicação de recursos petroquímicos como o 

acetaldeído e o ácido cianídrico na obtenção de uma mistura racêmica desse composto 

(Albuquerque et al., 2021; van der Zee, 2021). Por esta razão, cerca de 90% do AL 

comercializado é feito através da fermentação microbiana de açúcares de biomassa de primeira 

geração, como amido de milho e cana de açúcar, para a obtenção de produtos isomericamente 

puros. Essas matrizes agrícolas são transformadas em AL por bactérias láticas que geram esse 

composto isomericamente puro (Albuquerque et al., 2021). 

A fermentação microbiana, por sua vez, é realizada em reatores em batelada. No 

processo é gerado lactato de cálcio e outras impurezas, necessitando processos de filtração, 

tratamento de carbono, evaporação e acidificação com ácido sulfúrico para purificação e 

obtenção AL e sulfato de cálcio (Albuquerque et al., 2021; Pohanka, 2020; Jiménez; Peltzer; 

Ruseckaite, 2015). 

Nesse sentido, um processo de fermentação estável e altamente produtivo de D-AL é 

extremamente desejável e buscado por grupos de pesquisa. Liu e colaboradores (2014), por 

exemplo, conseguiram uma fermentação em escala piloto (6 toneladas) de D-AL utilizando uma 

cepa de Escherichia coli, obtendo uma pureza do enantiômero de 99% (Liu et al., 2014). 

 

3.2. L-AL 

 

 

As duas formas de AL existem na forma de lactato de base conjugada em pH fisiológico 

7,4, não havendo efeito sobre a quiralidade que é mantida no ânion básico (Pohanka, 2020). O 

L-AL é o enantiômero natural em humanos e outras formas mais elevadas de vida. No sangue 

humano, o nível normal de L-lactato está na faixa de 0,5 a 1 mmol/l (Pohanka, 2020). 

Em geral, o metabolismo do L-AL é mediado pela L-lactato desidrogenase (L-LDH) na 

presença de NAD+/NADH como cofator (Pohanka, 2020). Em essência, a Figura 2 mostra a 

reação reversível de oxidoredução da D-lactato desidrogenase (Figura 2). 

https://paperpile.com/c/LA309O/LPyo
https://paperpile.com/c/LA309O/lPg1
https://paperpile.com/c/LA309O/lPg1%2BwYVH
https://paperpile.com/c/LA309O/lPg1
https://paperpile.com/c/LA309O/lPg1%2BSrWI%2BGBgH
https://paperpile.com/c/LA309O/lPg1%2BSrWI%2BGBgH
https://paperpile.com/c/LA309O/RejV
https://paperpile.com/c/LA309O/SrWI
https://paperpile.com/c/LA309O/SrWI
https://paperpile.com/c/LA309O/SrWI
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Figura 2: Reação catalisada pela lactato desidrogenase (LDH). Essa enzima é responsável 

pela conversão reversível do piruvato em lactato. Fonte: elaborado pela autora. 

 

 

A lactato desidrogenase é uma enzima evolutivamente conservada encontrada em 

eucariotos, bactérias e em arqueias (Peetermans; Folquié-Moreno; Thevelein, 2021). A L- LDH 

se envolve com diversas vias metabólicas celulares, como a glicólise e gliconeogênese. Em 

humanos tem função importante no ciclo de Cori, além de participar de processos fermentativos 

(Pohanka, 2020). No metabolismo do de AL, as enzimas são normalmente específicas para um 

dos seus isômeros, como o caso da L-lactato desidrogenase (Pohanka, 2020). Porém, algumas 

desidrogenases em bactérias se envolvem tanto na conversão da D- AL, como no metabolismo 

do L-AL. 

 

3.3. D-AL 

 

 

A produção da D-AL se dá por diversos mecanismos metabólicos. A principal deles é 

por meio da D-lactato desidrogenase (D-LDH). Essa enzima realiza a conversão redutiva do 

piruvato em D-AL usando NADH (Pohanka, 2020; Afiati et al., 2020). Uma gama de 

organismos são capazes de expressar tal enzima, como a Leuconostoc mesenteroides, 

Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus bulgaricus, Escherichia coli e os fungos Phytophthora 

undulata, Pythium debaryanum e Sapromyces elongatus (Pohanka, 2020). 

Para obtenção de um produto competitivo, porém, é necessário o desenvolvimento de 

cepas robustas com rápido crescimento, tolerância a altas concentrações de AL e alto 

rendimento com baixo custo de nutrientes (Klotz et al., 2016). Quando produzida por 

Lactobacillus sp., a expressão é anaeróbica e exige um mínimo uso de energia (Klotz et al., 

https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/SrWI
https://paperpile.com/c/LA309O/SrWI
https://paperpile.com/c/LA309O/SrWI
https://paperpile.com/c/LA309O/SrWI%2BT8eJ
https://paperpile.com/c/LA309O/SrWI
https://paperpile.com/c/LA309O/GLlt
https://paperpile.com/c/LA309O/GLlt
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2016). Já pelo fungo Rizopus oryzae a produção é aeróbica, necessitando-se agitação com alto 

custo de energia e tempo de fermentação longo devido a seu crescimento lento e taxas de 

produção (Klotz et al., 2016). 

A D-Lactato desidrogenase (citocromo) é outra enzima que é capaz de produzir e 

consumir D-LA (Pohanka, 2020; Afiati et al., 2020). Sua reação necessita de duas moléculas 

de ferricitocromo c (Pohanka, 2020). Sua presença é descrita em Arabidopsis thaliana e nas 

leveduras Hansenula polymorpha e Saccharomyces cerevisiae (Pohanka, 2020; Klotz et al., 

2016). 

 

3.4. Produção industrial do AL 

 

 

A produção industrial é etapa chave quando se discute o potencial econômico do D- AL. 

Nesse processo, durante a fermentação, compostos alcalinos como a cal (hidróxido de cálcio) 

devem ser adicionados para neutralizar o meio, controlando o pH do caldo de fermentação a 

um nível ideal para a produção de AL (Jiménez; Peltzer; Ruseckaite, 2015). 

Porém, esse processo gera o sal lactato de cálcio que deve ser retirado em etapas 

posteriores pela adição de ácidos fortes como o ácido sulfúrico para liberar o D-AL para 

posterior recuperação (Jiménez; Peltzer; Ruseckaite, 2015). Outro composto indesejado gerado 

no processo é o gesso (sulfato de cálcio) que deve ser descartado como um resíduo sólido com 

uso limitado (Eregowda, 2019). De maneira geral, as etapas envolvidas no processo 

downstream são: 1) remoção dos microrganismos de produção (biomassa), 2) tratamento com 

ácido sulfúrico, 3) remoção de D-AL bruto de cobertura de gesso e 4) purificação do ácido 

lático por resinas cromatográficas de troca iônica para produzir ácido láctico de grau alimentício 

contendo algumas impurezas, e/ou por destilação para produzir ácido láctico de grau polimérico 

(ou termoestável) livre de qualquer proteína, açúcar e a maioria das outras impurezas (Klotz et 

al., 2016). 

https://paperpile.com/c/LA309O/GLlt
https://paperpile.com/c/LA309O/GLlt
https://paperpile.com/c/LA309O/SrWI%2BT8eJ
https://paperpile.com/c/LA309O/GLlt
https://paperpile.com/c/LA309O/GLlt
https://paperpile.com/c/LA309O/GBgH
https://paperpile.com/c/LA309O/GBgH
https://paperpile.com/c/LA309O/mrZj
https://paperpile.com/c/LA309O/GLlt
https://paperpile.com/c/LA309O/GLlt
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3.5. Efeitos em bactérias e leveduras do acúmulo de ácidos fracos 

 

 

O acúmulo de AL gerado pelas células produtoras exerce uma série de efeitos negativos 

que prejudicam a produtividade microbiológica deste composto (Peetermans; Foulquié-

Moreno; Thevelein, 2021; Darvishi; Blenner; Ledesma-Amaro, 2021). Dentre os efeitos mais 

prejudiciais para as células destacam-se a acidificação intracelular, acúmulo de ânions, 

perturbação da membrana plasmática, perturbação do trânsito de aminoácidos, esgotamento do 

ATP, acumulação de ROS, desregulação metabólica e quelação de metais (Mira; Teixeira, 

2014). 

O pKa, a lipofilicidade, a volatilidade, a concentração do ácido e pH são os principais 

determinantes da escala de inibição que será causada nas células microbianas (Hirshfield; 

Terzulli; O’Byrne, 2003; Peetermans; Folquié-Moreno; Thevelein, 2021). O AL quando está 

fora da célula em um pH abaixo do seu valor de pKa, encontra-se em sua forma não dissociada, 

lipofílica. Essa característica acarreta na capacidade de atravessar a membrana plasmática 

(Peetermans; Foulquié-Moreno; Thevelein, 2021; Kim et al., 2019). 

Porém, quando dentro do espaço celular o próton do AL tende a se dissociar, pela 

mudança do pH para neutro, o que acarreta uma série de acontecimentos celulares (Hirshfield; 

Terzulli; O’Byrne, 2003; Kim et al., 2019). O ponto crítico é que essa forma não dissociada do 

AL perde a sua lipofilicidade, levando ao acúmulo do seu ânion no interior celular (Peetermans; 

Foulquié-Moreno; Thevelein, 2021; Mira; Teixeira, 2014). Tal composto será capaz de 

perturbar a atividade das proteínas presentes na membrana e da estrutura de fosfolipídeos na 

bicamada, gerando a permeabilização da membrana. Esse fato leva ao influxo de íons e outros 

metabólitos, à importação de prótons e a consequente quebra no potencial eletroquímico celular 

(Foulquié-Moreno; Thevelein, 2021; Mira; Teixeira, 2014). Algumas outras consequências são 

a geração de alto turgor e problemas no transporte e absorção de alguns compostos essenciais, 

como aminoácidos (Peetermans; Folquié-Moreno; Thevelein, 2021). 

A geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e o esgotamento de ATP são produtos 

da ruptura da cadeia transportadora de elétrons na membrana interna mitocondrial, outra 

consequência do acúmulo dos ânions de AL na levedura (Bauer et al., 2003; Piper, 1999; 

Peetermans; Folquié-Moreno; Thevelein, 2021). O comprometimento das funções celulares 

pela acidificação intracelular também afeta a síntese de DNA e RNA e a glicólise (Peetermans; 

Folquié-Moreno; Thevelein, 2021). 

https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/eMRt
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/Sb9V
https://paperpile.com/c/LA309O/Sb9V
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/Sb9V
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/pAZw
https://paperpile.com/c/LA309O/Sb9V
https://paperpile.com/c/LA309O/Sb9V
https://paperpile.com/c/LA309O/pAZw
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/w9nz%2B99zd%2BaIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/w9nz%2B99zd%2BaIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/w9nz%2B99zd%2BaIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
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O esgotamento de energia celular é uma importante consequência da presença de AL, 

influenciando aspectos fisiológicos como a atividade das bombas H+-ATPase e ABC que são 

dependentes de ATP para exportação de prótons e ânions (Peetermans; Folquié-Moreno; 

Thevelein, 2021). 

 

3.6. Resposta de S. cerevisiae ao acúmulo de AL 

 

 

O estresse causado por ácidos fracos leva à indução de uma série de genes em S. 

cerevisiae, sendo de maneira geral relacionados com o dobramento de proteínas, metabolismo 

lipídico, função da parede celular e resistência multidrogas (Mira; Teixeira, 2014). Um dos 

poucos genes relacionados com essa resposta é o TPO3 que codifica um transportador de H+ 

(Mira; Teixeira, 2014). 

O fator de transcrição Haa1p tem sido amplamente descrito como regulador ao estresse 

causado por AL e acidez em geral (Kim et al., 2019). Nesse sentido, ele se ativa em pH mais 

baixo, ou seja, com o AL em sua forma não-dissociada (Abbott et al., 2008). A super expressão 

de HAA1 em células produtoras de AL, resulta em uma maior produtividade desse composto 

(Baek et al., 2016a). Ao mesmo tempo, alterações nos alvos normais de Haa1p como TPO2, 

TPO3, YGP3 e YRO2 não afetam negativamente sua produção (Peetermans; Folquié-Moreno; 

Thevelein, 2021; Baek et al., 2016a; Abbott et al., 2008). Existe uma complexa rede de 

regulação no que tange ao estresse causado pelo AL, ainda não elucidada por completo. 

A homeostase intracelular de pH é essencial para a célula e intimamente perturbada na 

presença de AL. A bomba de H+-ATPase Pma1p e ATPases vacuolares possuem papel central 

na manutenção do equilíbrio interno de pH e uma maior atividade quando em momentos de 

estresse (Martínez-Muñoz; Kane, 2017). O papel da Pma1p ocorre pelo bombeamento de 

prótons para fora do citosol em uma tentativa de restabelecer o pH celular, enquanto que as 

bombas ATPases vacuolares atuam no sequestro de prótons para o lúmen do vacúolo (Martínez-

Muñoz; Kane, 2017; Peetermans; Folquié-Moreno; Thevelein, 2021). 

Alguns trabalhos têm demonstrado que o AL possui um grande potencial para 

acidificação interna da célula apresentando uma redução na atividade da Pma1p (Peetermans; 

Folquié-Moreno; Thevelein, 2021). De alguma maneira, isso se relaciona com a redução nos 

níveis de ácidos graxos insaturados, afetando a fluidez da membrana e o consequente 

posicionamento da Pma1p (Gregori et al., 2008; Baek et al., 2016b). 

https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/w9nz%2B99zd
https://paperpile.com/c/LA309O/7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/w9nz%2B99zd
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/pAZw
https://paperpile.com/c/LA309O/8u8a
https://paperpile.com/c/LA309O/jIgU
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/jIgU%2B8u8a
https://paperpile.com/c/LA309O/dDwv
https://paperpile.com/c/LA309O/dDwv
https://paperpile.com/c/LA309O/dDwv
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2%2B7WQ3
https://paperpile.com/c/LA309O/w9nz%2B99zd
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/Qdq5
https://paperpile.com/c/LA309O/jIgU%2B8u8a
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Para equilibrar o acúmulo de íon-lactato no interior celular é necessário que a célula 

trabalhe na sua exportação. Nesse sentido, dois transportadores de ânion-lactato são utilizados, 

o Jen1p e o Ady2p (Sauer et al., 2010; Kok et al., 2012). O Jen1p é bem estudado em S. 

cerevisiae e atua no transporte de próton/lactato, estando envolvido também no transporte de 

outros ácidos monocarboxílicos, o piruvato, acetato e propionato (Pacheco et al., 2012; 

Peetermans; Folquié-Moreno; Thevelein, 2021). Já o Ady2p é um transportador de próton/ânion 

que também atua no bombeamento de acetato, propionato, amoníaco, formato e piruvato 

(Pacheco et al., 2012; Peetermans; Folquié-Moreno; Thevelein, 2021). 

O estresse resultante do excesso de AL também acarreta na redução considerável dos 

aminoácidos intracelulares (Suzuki et al., 2012). Sua consequência é uma redução geral da 

síntese proteica, que perturba a homeostase intracelular do pH devido a uma diminuição do 

glutamato e da descarboxilação da arginina e o aumento no número de radicais oxigenados, 

resultando em estresse adicional (Peetermans; Foulquié-Moreno; Thevelein, 2021; Mira; 

Teixeira, 2014; Baek et al., 2016a; Abbott et al., 2008). 

Na tentativa de balancear esse desequilíbrio, a célula tende a superexpressar genes 

relacionados com a homeostase dos aminoácidos (Suzuki et al., 2012). Quando se avalia 

compostos semelhantes ao AL, como o ácido acético, essa expressão é mediada via TOR 

(Suzuki et al., 2012; Mira; Becker; Sá-Correia, 2010). Nota-se, a acidificação vacuolar como 

outra resposta na busca de restabelecer o gradiente de prótons e a consequente melhor absorção 

de aminoácidos. 

Porém, alguns aminoácidos têm um aumento, no que tange estresse com AL, como 

prolina, cisteína, asparagina e glutamina. Isso provavelmente se deve ao aumento da síntese de 

glutationa, que atua no combate de espécies reativas de oxigênio (Nugroho; Yoshikawa; 

Shimizu, 2015). 

O estresse causado por AL gera importante perturbação na cadeia transportadora de 

elétrons, via que atua na produção de ATP, além de se relacionar com a glicólise e a exportação 

de prótons e ânions (Peetermans; Folquié-Moreno; Thevelein, 2021). De maneira geral, se 

observa uma redução dos níveis energéticos na presença de AL, porém, quando em níveis 

elevados do agente estressor, observa-se um aumento dos níveis de ATP como o observado por 

Ullah (2013). Isso provavelmente se dá pela redução na atividade das H+- ATPase. 

É perceptível a capacidade da célula em desenvolver mecanismos contra o esgotamento 

de energia pela expressão de diversos genes envolvidos na regulação do ATP para prevenir o 

ciclo celular fútil e manter reservas de energia para a retomada do crescimento 
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em condições mais favoráveis (Ullah et al., 2013; Peetermans; Folquié-Moreno; Thevelein, 

2021). 

 

3.7. D-lactato desidrogenase (D-LDH) 

 

 

Os organismos produtores de D-AL possuem uma grande variedade de genes de 

isoenzimas de D-LDH, além de diversos substratos a depender do organismo (Chen et al., 

2017). Tais enzimas, geram as formas estereoisômeras do AL, que são o D e o L, sendo que 

suas sequências genéticas ou proteicas variam dependendo de sua especificidade (Cheng et al., 

2022). 

Nesse sentido, essa diversidade pode ser percebida no gene lrldh de Lactobacillus 

rossiae é responsável pela produção de D-AL, enquanto o gene l-ldh de Lactobacillus 

plantarum é responsável pela produção de L-AL (Cheng et al., 2022; Luo et al., 2020; Zhu et 

al., 2017). A grandes concentrações de lactato, a LDH exibe inibição por feedback e a taxa de 

conversão do piruvato a lactato é reduzida (Cheng et al., 2022). 

As isoenzimas de LDH são mais diversificadas em bactérias láticas do que em outros 

grupos de organismos. De maneira geral, uma mesma LDH não é capaz de catalisar os dois 

isômeros de AL, para isso possuem uma enzima para o isômero L de lactato e a outra o isômero 

D, como é o caso do Lactobacillus plantarum (Cheng et al., 2022). 

Dentro das diversas possibilidades de isoenzimas, surge o questionamento sobre qual 

teria maior atividade enzimática. Nesse sentido, avaliou-se a eficiência dos genes das seguintes 

espécies produtoras de D-AL Leuconostoc mesenteroides, E. coli, L. delbrueckii subsp. 

Bulgaricus e L. plantarum e observou-se uma boa atividade cinética oriunda da Leuconostoc 

mesenteroides (Zhong et al., 2019). 

 

3.8. Leuconostoc mesenteroides 

 

 

A Leuconostoc mesenteroides é uma bactéria que produz D-AL opticamente puro, o que 

é interessante economicamente. Porém, ela possui uma produção complexa, devido a sua 

capacidade limitada de biossíntese de vitaminas e aminoácidos (Coelho et al., 2011). As 

matérias-primas devem possuir baixo custo, baixos níveis de contaminantes e fermentação 

rápida (Chandel; Segato, 2021; Coelho et al., 2011). 

Essa bactéria é anaeróbica facultativa, gram-positivo, utilizada como membro de 

culturas iniciais ou como inóculo natural em muitos alimentos fermentados, como chucrute, 

https://paperpile.com/c/LA309O/GOl7
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/aIZ2
https://paperpile.com/c/LA309O/Wkss
https://paperpile.com/c/LA309O/Wkss
https://paperpile.com/c/LA309O/NIJr
https://paperpile.com/c/LA309O/NIJr
https://paperpile.com/c/LA309O/NIJr
https://paperpile.com/c/LA309O/NIJr%2BU2Y0%2BwcMK
https://paperpile.com/c/LA309O/NIJr%2BU2Y0%2BwcMK
https://paperpile.com/c/LA309O/NIJr
https://paperpile.com/c/LA309O/NIJr
https://paperpile.com/c/LA309O/Yev46
https://paperpile.com/c/LA309O/48vB
https://paperpile.com/c/LA309O/yG9L%2B48vB


26 
 

 

kimchi, vinho, kefir e queijo e associado a fermentação em condições de baixas temperaturas e 

salinidade (Özcan et al., 2019). Ela se apresenta na forma de células lenticulares de cocóide em 

pares e cadeias, no entanto, pode ocasionalmente formar hastes curtas com extremidades 

arredondadas em cadeias longas. Cresce em temperaturas próximas aos 30°C e possui pH ideal 

por volta de 4,5-7 (Özcan et al., 2019; Campedelli et al., 2015). 

 

3.9. Saccharomyces cerevisiae 

 

 

Organismo com boa tolerância a ambientes ácidos, metabolismo bem elucidado, bem 

como a fácil manipulação, cultivo simples e taxas de crescimento rápido (tempo de geração 

curto), a S. cerevisiae tem grande potencial como plataforma metabólica (Xu et al., 2019). 

Fungo unicelular, a levedura foi descoberta a cerca de 100 anos atrás e já possui atualmente 

mais de 1500 espécies conhecidas (Diego-Nava et al., 2023). 

A S. cerevisiae é o organismo mais utilizado comercialmente, sendo peça-chave para 

obtenção de alguns produtos como cerveja, pão, vinhos, bioetanol, entre outros produtos mais 

complexos, além de ser o primeiro eucarionte com um amplo banco de dados de toda a 

seqüência do genoma (Goffeau et al., 1996; Diego-Nava et al., 2023). O mercado de leveduras 

tem uma previsão de crescimento anual de aproximadamente 9,6% e estima-se que até 2025 

valerá cerca de 6,1 bilhões de dólares (Markets and Markets, 2020). 

A S. cerevisiae possui curto período de replicação, facilidade de domesticação, alta 

eficiência de esporulação, baixa patogênese e tamanho pequeno do genoma (Gallone et al., 

2016; Diego-Nava et al., 2023). Esse microrganismo tende a dominar as fermentações devido 

a sua tolerância a várias pressões seletivas, como pH baixo, estresse osmótico, altos níveis de 

etanol e estresse nutricional (Diego-Nava et al., 2023). 

S. cerevisiae tem sido usada como biofábrica para produção de diversos compostos de 

alto valor agregado como ácidos graxos, ácido succínico, ácido 3-hidroxipropiônico (3-HP), 

ácido mucônico, sorbitol, xilitol, glicerol, isopreno, etc. Nesse sentido, metodologias de 

engenharia metabólica e evolutiva são algumas ferramentas essenciais para a obtenção desses 

produtos químicos. 

Um exemplo é Baek et al. (2016b) que engenheirou uma S. cerevisiae com uma maior 

concentração de ATP, a partir da eliminação do GSF2, que está envolvida no direcionamento 

dos transportadores de glicose para a membrana plasmática. Essa modificação genética causou 

a desrepressão de genes envolvidos com a via respiratória, a partir da utilização de glicose como 

substrato (Baek et al., 2016b). 
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3.10. Engenharia Metabólica de S. cerevisiae para produção de AL 

 

A tolerância ao AL é uma característica complexa, que envolve diversos fatores. Por 

isso, existem diversas abordagens que podem ser utilizadas para tentar melhorá-la. É possível 

identificar vários alvos que poderiam ser modificados a fim de otimizar a produção deste 

composto (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3: Caminhos metabólicos para a produção de AL em S. cerevisiae e via 

competidora do etanol. Fonte: adaptado de Baptista et al. (2021). Nota: LDH representa a 

enzima lactato desidrogenase, enquanto a abreviação PDC representa a piruvato descarboxilase. 

 

 

Diversas possibilidades de tecnologias podem ser utilizadas nessa abordagem como a 

utilização de CRISPR, análise funcional usando uma coleção de cepas de deleção para todos os 

genes não essenciais, monitoramento de mudanças de expressão sobre estresse por ácido lático 

usando microarrays de DNA, mapeamento QTL, entre outros (Baptista et al., 2021). Nesse 

sentido, diversos trabalhos têm demonstrado o potencial da engenharia metabólica de leveduras 

para construção de cepas de S. cerevisiae capaz de produzir D-AL e com alta 

https://paperpile.com/c/LA309O/QJxX
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tolerância a esse composto (Baptista et al., 2021; Peetermans; Folquié-Moreno; Thevelein, 

2021). 

De maneira geral, as principais abordagens utilizadas em estudos são a expressão de 

uma LDH heteróloga, que catalisa o piruvato em AL, e a redução da produção de etanol, 

alcançada através da atenuação ou eliminação da atividade da piruvato descarboxilase (PDC) 

(Novy et al., 2017). O trabalho de Baek e colaboradores (2016a) foi capaz de alcançar uma 

quantidade de 48,9 g/L de AL sem neutralização e 112 g/L de AL sob condições de 

neutralização, usando a glicose como substrato. Nesse trabalho foi utilizado o gene ldhA de 

Leuconostoc mesenteroides junto com a deleção de alguns genes como o PDC1, ADH1, GPD1, 

GPD2, DPD1, JEN1 e superexpressão do HAA1 (Baek et al., 2016a). 

A partir da deleção dos genes PDC1 e PDC5 em S. cerevisiae diploide via 

CRISPR/Cas9, Stovicek, Borodina e Forster (2015) conseguiram fazer as edições em um único 

evento de transformação, onde a inserção de um gene heterólogo e a interrupção de dois genes 

endógenos ocorreram simultaneamente. No estudo de Lian e colaboradores (2018), foi possível 

eliminar quatro genes (ALD6, PHO13, LEU2 e URA3) em uma única etapa em cepas diploides 

e triploides via CRISPR/Cas9, a fim de aumentar a produção de AL em cepas que consumiam 

xilose. 

Já o trabalho de Baek et al. (2017) foi capaz de chegar em 82,6 g/L de AL, com um 

rendimento de 0,83 g/g de glicose em pH 3,5. Foi utilizado ldhA de Leuconostoc mesenteroides 

em S. cerevisiae e eliminamos genes envolvidos na produção de etanol (ADH1, ADH2, ADH3, 

ADH4, e ADH5), produção de glicerol (GPD1 e GPD2) e degradação de D-AL (DLD1) (Baek 

et al., 2017). 

Lee e colaboradores (2015) observaram uma produção de cerca de 50 g/L de AL a partir 

do knock-out do gene SSB1, que codifica uma chaperona associada ao ribossomo. Esse trabalho 

foi feito com a abordagem de screenings RNAi em todo o genoma, com o objetivo de identificar 

rapidamente possíveis alvos genéticos que poderiam aumentar a tolerância da S. cerevisiae à 

ambientes ácidos (Baptista et al., 2021). Já Sugiyama e colaboradores (2016) obtiveram uma 

elevação de 20% na produção de AL, comparado com a cepa parental, pela superexpressão do 

gene ESBP6 (que codifica uma proteína com similaridade com as permeases de 

monocarboxilatos), juntamente com a expressão heteróloga da LDH (Sugiyama et al., 2016). 

Zhu et al. (2022), por sua vez, fez uso da engenharia metabólica em S. cerevisiae através 

da expressão heteróloga da L-lactato desidrogenase, reduzindo o acúmulo de etanol, e 

introduzindo uma via de síntese bacteriana da acetil coenzima A (acetil-CoA). Além disso, foi 
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realizado o screening com a expressão de transportadores de monocarboxilatos, o que levou a 

produção de até 51,4 g/L de AL (Zhu et al., 2022). 

Lee e colaboradores (2015) demonstraram o potencial de lidar com pH baixos e a 

importância de estratégias para associação do processo redox na engenharia metabólica de S. 

cerevisiae. Foi expresso a L-LDH alinhado ao o knockout de PDC1, CYB2 e GPD1, e a deleção 

de NDE1 e NDE2 (genes envolvidos nas reações de consumo de NADH) acarretando na 

produção de 117 g/L de AL (Lee et al., 2015; Baptista et al., 2021). 

De maneira geral, existe um favorecimento metabólico para a produção de etanol frente 

a produção de AL por expressão heteróloga. Um exemplo disso é a existência dos genes PDC1, 

PDC5 e PDC6 que estão envolvidos na conversão de piruvato em acetaldeído e a estratégia 

comumente tomada é a deleção desses genes (Hohmann, 1991; Baptista et al., 2021). Porém, 

existe um grande risco de se gerar um déficit de compostos C2 necessários para o crescimento 

da levedura (Smolke, 2009; Baptista et al., 2021). Alguns trabalhos têm conseguido superar 

esse desafio, como Turner (2015), que conseguiu um favorecimento metabólico para a produção 

de AL frente a produção de etanol. Isso foi feito por meio da expressão heteróloga de lactato 

desidrogenase, ldhA, em uma cepa de S. cerevisiae desenhada para o consumo de xilose 

alcançando a produção de 49,1 g/L de AL com um rendimento de 0,60 g/g, com xilose como 

única fonte de carbono e sem a deleção de nenhum gene PDC (Baptista et al., 2021; Sornlek et 

al., 2022). O efeito observado aqui foi a formação de produto dependente do substrato. 

 

3.11. Evolução adaptativa com S. cerevisiae para maior tolerância a AL 

 

 

A abordagem conhecida como Evolução Adaptativa em Laboratório (ALE) é uma 

técnica inovadora para produzir linhagens microbianas evoluídas com características 

desejáveis, aplicando as regras de seleção natural descritas pela Teoria Darwiniana no ambiente 

controlado do laboratório (Menegon et al. 2022, Zhu et al. 2022). Embora relativamente nova, 

essa abordagem já foi adotada por diversos pesquisadores para aprimorar uma variedade de 

características em microrganismos amplamente utilizados na área da biotecnologia (Menegon 

et al. 2022). 

O ALE é frequentemente utilizada como uma ferramenta para aprofundar a 

compreensão das vias genéticas e metabólicas envolvidas na evolução. Além disso, é um campo 

promissor para a produção de produtos de alto valor agregado, como etanol, butanol, ácido 

láctico e lipídios (Zhu et al. 2022). 
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Durante a fermentação a produção de AL por S. cerevisiae, ocorre um efeito negativo 

que o desse composto sobre a célula que tem problemas de se manter em ambientes com maior 

acidez por AL. Nesse contexto, o ALE tem sido utilizado por diversos trabalhos como uma 

alternativa para o desenvolvimento de maior tolerância a ambientes com grandes concentrações 

do produto (Menegon et al. 2022). 

Zhu et al. (2022) fez a associação entre engenharia metabólica e evolutiva, onde para 

aumentar ainda mais sua eficiência intrínseca de tolerância a ácido, a ALE foi adotada 

cultivando S. cerevisiae com um aumento gradual nos níveis de AL durante 12 subculturas em 

série, resultando uma produção de 60,4 g/L. Já Baek et al. (2016a) realizou uma ALE através 

do crescimento de células em meio de extrato de levedura-peptona-dextrose (YPD) com um 

aumento gradual nas concentrações de AL de 1,3 para 3,95 % durante 11 subculturas. Ao final 

do experimento, após o sequenciamento do genoma, observou que mutações nos genes SUR1 e 

ERF2, resultavam em uma tolerância e produção AL melhorada. 

Baek et al. (2017) ao inserir as mutações de SUR1 e ERF2 na S. cerevisiae, alinhado 

com a deleção do gene PDC1 observou na cepa resultante uma produção de até 82,6 g/L de D-

LA. 

Já Zhu et al. (2022) observou um aumento da tolerância ao ácido lático, cultivando 

células de levedura com um aumento gradual dos níveis de LA ao longo de 12 subcultivos 

seriados, o que levou a um aumento de 17,5% na produção de LA, atingindo 60,4 g/L. Por fim, 

a linhagem modificada foi capaz de produzir 121,5 g/L de LA. 
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4. METODOLOGIA 

 

 

4.1. Linhagens utilizadas 

 

 

4.1.1. Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-7D 

 

Para o experimento de evolução foram utilizadas três populações da linhagem 

CEN.PK113-7D preparadas por integração no locus FLO8 dos cassetes kanMX, natMX, e 

hphMX, respectivamente. O locus FLO8 foi escolhido para integração dos marcadores por 

especificar um fator de transcrição envolvido em floculação (Liu; Styles; Fink, 1996), traço 

fenotípico que visamos evitar em nossas populações experimentais, tendo em vista o objetivo 

de escrutínio destas populações por citometria de fluxo, o que requer a análise de células 

isoladas. 

 

4.1.2. Saccharomyces cerevisiae PE-2_H4 

 

 

Para o experimento de choques de AL com a linhagem PE-2_H4 (ALE1, Figura 3), 

construímos 1 população distintamente marcadas por integração cromossomal dos cassetes de 

resistência ao antibiótico zeoMX (zeocina) (Goldstein; McCusker, 1999). O local de inserção 

foi o locus HO, descrito como neutro para integrações de marcadores (Goldstein; McCusker, 

1999) e que já é defectivo por uma deleção na linhagem PE-2 (Jacobus et al., 2021). A levedura 

HO::hphMX teve seu mating-type trocado para “MATalpha” por expressão induzida via 

plasmídeo do gene HO. A linhagem HO::hphMX foi então conjugada com a linhagem 

HO::zeoMX, gerando a linhagem PE-2_H4 diploide zeoMX/hphMX (Figura 3). 

 

4.2. Engenharia metabólica 

 

 

Inicialmente foi proposto o uso da S. cerevisiae PE-2 (Basso et al., 2008) no projeto 

bolsa de doutorado direto FAPESP 20/02434-1, porém, optamos por fazer uso da linhagem 

CEN.PK113-7D nas etapas de engenharia metabólica (Kok et al., 2012). Isso se deve pela 

linhagem CEN.PK113-7D oferecer algumas vantagens em relação a PE-2_H4. Essa cepa não 

flocula no estado haploide (como observamos com a PE-2_H4), o que facilita detecção de 

células individuais em todas as análises propostas por citometria de fluxo. A CEN.PK113-7D 
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tem maior sensibilidade ao AL, sendo, portanto, um objeto de estudo mais “maleável”, em que 

supostamente mais mecanismos de adaptação serão identificados para tolerância ao AL. Por 

último, no nosso sistema CRISPR/Cas9, a CEN.PK113-7D permite transformação simultânea 

multiplexada (várias modificações genéticas ao mesmo tempo), enquanto apenas uma 

modificação genética é conseguida por vez na PE-2. Os oligonucleotídeos utilizados em todo o 

processo podem ser observados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Relação de oligonucleotídeos utilizados no projeto 
 

Primer Sequência 

CheckDLD1_f1 AAGGAAGATTTGATAGAGAAGCTGG 

CheckJEN1_r GTGGATGTGCAGTAAGGACGTAAATCTCG 

dld_f1 CAACAGGCACAGGCAGCACCGACAGC 

dld_L1 CCCAACTGGTGCAGTAATAACCGCTTAGCG 

DonDLD1_f 
GGTCAAAAAGATCGACCCAGTAAATTCTACGTTAAAGCTGGTTGAGGACCTGA 

AGCAGGTGCTGG 

DonDLD1_r GGAAACTTCTTCGGTAGTATGAGG 

DonJEN1_f TGGTGAACAGCAACAACCTGCTGG 

DonJEN1_r 
ATACTCTACACCTTGATCCTGGCTATAAACTCTTTCCAGCGTATAGCTTTTCGT 

GATCCGGGTTG 

JACa_CYB2 
ATACGCCACGGAACTAGTAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAA 

GG 

JACa_DLD1 
ATAGTCTGGTGAGTCCAATGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG 

G 

JACa_JEN1 
ACTGCCTGCACAATCAATTCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG 

G 

JACb_CYB2 
CTACTAGTTCCGTGGCGTATGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCGAA 

CGCC 

JACb_DLD1 
CATTGGACTCACCAGACTATGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCGA 

ACGCC 

JACb_JEN1 
GAATTGATTGTGCAGGCAGTGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCGA 

ACGCC 

JEN1_L1 ATACATTGCACATCATTGTTGAGA 

JEN1_R1 AATGTACTTACATTCTAATCCCTTC 

ldhJEN1_f 
AAGTTTTTCCTCAAAGAGATTAAATACTGCTACTGAAAATATAGCTTCAAAAT 

GTTTCTACTCCT 

ldhJEN1_r 
ATAGAGAAGCGAACACGCCCTAGAGAGCAATGAAAAGTGATTTGAAAGATGA 

TACTCTTTATTTC 

lmLDH_f1 AAGGGAGAGAAGCCTGCCATAGCCGTGGAG 

lmLDH_f2 AACTATCACGTCTGCTTAGGAGG 

lmLDH_f3 GCTGCGAGGGGTAACTTAATGGA 

lmLDH_r1 TTCATCGTCTCTGATCCCATAGGC 

lmLDH_r2 GAGCCCATCTTAGGTCGTGCTTGG 

lmLDH_r3 TTAAGTCCGTCTATGATAGCATC 

TEF1pro_f1 GAAAGCATAGCAATCTAATCTAAG 

TEF1pro_r2 GAGGGGAAATTTAGTATGCTGTGCTTGG 

Check_CYB2_f GGCCAAATAGACAACGAGCCGAAAC 

Check_CYB2_R CGATGACATTAGGAGCATGTAGTGG 
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CYB_L1 CCAACTGCTGAACCTTAGATCTCCAATACTTTC 

CYB_R1 GAATGATATTAAGTTATACGAATGTTCG 

CYB_L2 TTAGATCTCCAATACTTTCAGTTGGAGTATGTG 

CYB_R2 AATGTATAAAACATATAACTTTGCAAATGATTC 

lmLDH_f5 CCAATCATTTGATGCCGCCGTAGCCTTTGCC 

Fonte: elaborado pela autora. 

 

 

4.2.1. Desenvolvimento do constructo para produção de D-Lático ácido por S. cerevisiae 

 

 

A S. cerevisiae não possui a maquinaria para produção de ácido lático, logo é necessário 

conferir essa característica ao organismo. Nesse sentido, selecionamos a enzima D- lactato 

desidrogenase (D-Ldh) de Leuconostoc mesenteroides para expressão heteróloga em S. 

cerevisiae por inserção cromossomal via recombinação homóloga (Figura 4A). A enzima D- 

Ldh de L. mesenteroides foi caracterizada como tendo parâmetros de cinética enzimática 

superiores a proteínas homólogas de outros microrganismos e já foi transformada com sucesso 

em S. cerevisiae em outros trabalhos que empregaram estratégias de evolução adaptativa em 

laboratório (Baek et al., 2017; Zhong et al., 2019). O cassete de DNA desenhado (Figura 4A) 

foi sintetizado pela empresa Biomatik (Cambridge, Canadá). Neste cassete o gene codificador 

da D-lactato desidrogenase de L. mesenteroides (lm.ldhA) foi códon otimizada para S. 

cerevisiae, sendo expresso por meio de um promotor endógeno forte (promotor TEF1) e 

controlado por um terminador artificial (sintético) Tsynth25t (Sun et al., 2012; Curran et al., 

2015). A integração do cassete pTEF-Lm.ldhA-Tsynth25t foi planejada para ser realizada, via 

CRISPR/Cas9, em três genes distintos, resultando na deleção destes genes concomitante com a 

inserção cromossomal do cassete (Figura 4A). 

O cassete desenhado foi amplificado por PCR (Phusion DNA polimerase, NEB) e por 

meio do sistema CRISPR/Cas9 foi facilitada a sua inserção direcionada no genoma. A primeira 

inserção realizada foi no gene JEN1 (Figura 4) que especifica um transportador de membrana 

atuante na recaptação do AL a partir do meio de cultura, levando a um ciclo fútil de exportação 

para fora da célula e recaptação para dentro da célula (Goffeau et al., 1996; Pacheco et al., 

2012). A segunda inserção foi feita na região do gene DLD1 que codifica uma lactato 

desidrogenase mitocondrial (Lodi; Ferrero, 1993) (Figura 4). 

A inserção do cassete pTEF-Lm.ldhA-Tsynth25t é promovida por meio da recombinação 

homóloga mediada pelo sistema CRISPR/Cas9 a partir de plasmídeos desenvolvidos em nosso 

laboratório, capazes de expressar RNAs guia (gRNAs) específicos para a deleção dos genes 

(Menegon; Gross; Jacobus, 2022) (Figura 4A). No Tabela 1, pode-se 

https://paperpile.com/c/PMoQjv/FvYm1
https://paperpile.com/c/PMoQjv/FvYm1
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encontrar os primers desenhados para a amplificação do cassete pTEF-Lm.ldhA-Tsynth25t 

(com regiões 5’ homólogas para inserção disruptiva nos loci distintos), construção de gRNAs e 

comprovação de inserção do cassete na região prevista. Primers utilizados nos experimentos 

foram encomendados junto a empresa Exxtend Solução em Oligos (Campinas, SP). 

 

Figura 4: Engenharia metabólica de S. cerevisiae para a produção de D-AL. Fonte: 

elaborado pela autora. (A) O cassete pTEF-Lm.LdhA-Tsynth25t para expressão da D-lactato 

desidrogenase de L. mesentoroides é integrado nos genes JEN1 e LDL1 causando a disrupção 

dos mesmos. A integração é facilitada pela ação do sistema CRISPR/Cas9 com gRNA 

específicos para os genes alvos. 

 

 

4.3. Ensaio fermentativo 

 

Foram realizadas fermentações prospectivas para uma quantificação por HPLC da 

produção de D-AL nas populações de CEN.PK113-7D progenitora, com uma cópia do cassete 

(JEN1Δ::LmLDH) e com duas cópias (JEN1Δ::LmLDH; DLD1Δ::LmLDH) . A fermentação foi 

realizada em frascos Erlenmeyer 250 mL com 20 mL de meio YPS 2% (yeast-peptona e 2% 

sacarose) por propagação overnight. Ao final do crescimento, a quantificação do meio de 

cultura evidenciou uma produção de AL de 0,7 g/L para o progenitor, enquanto que as inserções 

de uma e duas cópias aumentaram a síntese para 3,96 g/L e 6 g/L, respectivamente. O 

experimento foi feito em duplicata com HPLC da marca Shimadzu, com detector ultravioleta a 

210 nm e coluna Rezex ROA (300 x 7,8 mm) da Phenomenex, eluída com 0,005 M de H2SO4 

como fase móvel, fluxo de 0,6 mL/min e temperatura de 65 °C. 

 

4.4. Evolução adaptativa 

 

 

Um dos principais objetivos desse projeto é a realização de estudos de evolução 

adaptativa da S. cerevisiae ao AL. A formação e acúmulo do AL tem por inconveniente a 

diminuição do pH no meio de cultura, sendo, portanto, prejudicial para a levedura (Kim et al., 

https://paperpile.com/c/PMoQjv/hLzzn
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2019). Nesse sentido, estabelecemos dois tipos diferentes de protocolos de ALE, conforme 

descrito abaixo e na Figura 5. Nestes protocolos a evolução das populações de S. cerevisiae PE-

2_H4, ou CEN.PK113-D7, foi estimulada por tratamentos drásticos de 2hr com concentrações 

de AL que causam alta letalidade celular (Figura 5). 

 

4.4.1. Protocolos de choques com AL 

 

 

Inicialmente se realizou um teste piloto para determinação da concentração inicial de 

AL e tempo de tratamento que apresentasse alta letalidade em diferentes populações haploides 

CEN.PK113-7D e uma diploide de PE-2_H4. As linhagens passaram por tratamentos 

(“choques”) de 2 horas com concentrações crescentes de AL (0%, 2,5%, 5% e 10%). Uma 

diluição das populações tratadas foi semeada em placas de Petri em meio sólido para avaliação 

de CFU (Colony-Forming Unit ou Unidade de Formação de Colônias) e estimativa de letalidade 

do tratamento após 48 horas de crescimento. Após a definição inicial de adaptação, foram essas 

populações passaram por choques crescentes em ácido lático por duas horas, sendo seguido de 

um período de recuperação celular em YPS 2%. 

O protocolo ALE (Figura 5) foi executado da seguinte maneira: No início do protocolo 

as células foram deixadas crescer overnight até a fase estacionária, quando 1 mL (~108 células) 

são coletadas e submetidas ao primeiro tratamento de duas horas com AL, no volume de 1 mL 

PBS 1% e temperatura de 28 °C. Após o choque de AL, é seguida uma recuperação por 

inoculação destes 1 mL em 20 mL de YPS 2%, e crescimento a 28 °C, 110 rpm, com propagação 

até a fase estacionária (usualmente ocorrendo após 2-4 dias de recuperação, conforme a 

tolerância da população). 1 mL de células na fase estacionária são então coletadas para o ciclo 

seguinte de choque com AL (2hr) e recuperação subsequente. Desta maneira ciclos repetidos 

de choques e recuperações foram sendo aplicados às populações experimentais. Aumentos 

periódicos das concentrações de AL foram realizados ao longo da adaptação evolutiva, quando 

uma melhora da tolerância foi exibida pelas populações experimentais por apresentarem pelo 

menos três ciclos seguidos de recuperação rápida (i.e., em até 2 dias chegando a fase 

estacionária). Este protocolo foi executado com as populações PE-2_H4 diploide e 

CEN.PK113-7D haploides desde janeiro 2021 até dezembro de 2021. 

https://paperpile.com/c/PMoQjv/hLzzn
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Figura 5: Protocolos de evolução adaptativa de S. cerevisiae ao ácido lático. Fonte: adaptado 

de Menegon, Gross e Jacobus (2022). Nota: Uma população diploide da PE-2_H4 e três 

haploides da CEN.PK113-7D, respectivamente, foram submetidas a ciclos de tratamentos 

drásticos de AL por duas horas, seguidas de recuperações em meio YPS 2%. 

 

 

4.4.2. Genome Shuffling 

 

 

Para os experimentos com a população PHZ foi realizado o Genome Shuffling. Nesse 

protocolo, a reprodução sexuada durante os ALEs (embaralhamento do genoma, “genome 

shuffling”) são conhecidos por aumentar a diversidade genética ao recombinar (via meiose) 

alelos adaptativos de diferentes cepas parentais nas células filhas resultantes (Snoek et al., 

2015). Para tirar proveito dessas estratégias evolutivas, após cada 10 transferências, 1 mL das 

células diploides (>108 células) são esporuladas com quantidade insuficiente de nitrogênio. Ao 

final de quatro dias, os esporos são germinados em meio YPS 2% overnight para formar novos 

diploides recombinados. 

Em seguida, uma nova rodada de crescimento em YPS 2% contendo os antibióticos da 

população (PHZ: higromicina e zeocina) selecionaram para a sobrevivência apenas das células 

diploides. O protocolo repetido a cada 10 transferências de AL. 

 

4.4.3. Controle de Contaminação 

 

O uso periódico de geneticina (PGEN), nourseotricina (PNAT), higromicina (PHYG) e 

zeocina (PHZ) nas populações que passaram por evolução adaptativa serviram para avaliar 

possíveis contaminações externas e cruzadas. Dessa forma, o uso da zeocina e higromicina na 

população PHZ garantiu que apenas os eventos de mating e diploidização bem-sucedidos 

fossem propagados após episódios de Genome Shuffling. Além disso, a cada período de 30 
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dias as células foram testadas contra todos os antibióticos, para eliminar a possibilidade de 

alguma contaminação cruzada entre as cepas e populações. 

 

4.4.4. Avaliações fenotípicas 

 

 

Ao final da estratégia de evolução adaptativa, foram realizados diferentes ensaios 

fenotípicos para se analisar se o processo adaptativo aumentou o desempenho das populações 

evoluídas frente aos seus progenitores. 

 

4.4.4.1. Ensaios de crescimento em microplaca - TECAN: populações evoluídas CEN.PK113- 

7D Haploides 

 

Para os ensaios de tolerância ao AL em microplacas, as leveduras foram incubadas até 

a fase estacionária e então diluídas em YPS 2% até OD600nm = 1. Em cada poço foi adicionado 

o meio YPS 2% de sacarose complementado com AL nas concentrações de 0%, 3% e 3,7%. 

Assim, foi inoculado aproximadamente 2x105 células em cada poço de forma que os 

crescimentos fossem feitos em réplicas. As condições da placa foram 28 °C de temperatura e 

agitação leve a cada 3 minutos. As leituras foram feitas a cada 15 min na OD de 600nm no 

TECAN SUNRISE© (Suíça). Para caracterização das populações progenitoras e das populações 

evoluídas utilizou-se o parâmetro Tmid. Tal valor refere-se a metade do tempo necessário para 

a curva alcançar a OD máxima. Desse modo, o Tmid é um parâmetro que relaciona o tempo de 

adaptação ao meio (fase lag), a velocidade de crescimento durante a fase log e a densidade 

máxima de células ao final do crescimento. Esse valor é calculado no R, com pacote ggplot2 e 

growthcurver (Sprouffske; Wagner, 2016). 

 

4.4.4.2. Ensaios de competição assistida por citometria de fluxo 

 

 

Com o objetivo de avaliar as populações evoluídas pelos protocolos de ALE, foram 

realizados experimentos relacionados com os aspectos fenotípicos dessas populações versus 

seus progenitores. Nesse sentido, foram feitos ensaios de competição intermediados por 

citometria de fluxo (DeLuna et al., 2008; Menegon; Gross; Jacobs, 2022). Para que fosse 

possível a avaliação do fitness, as respectivas populações progenitoras do trabalho foram 

transformadas via CRISPR/Cas9 por integração no locus HO com um marcador de 

fluorescência, o gene repórter GFP (S. cerevisiae PE-2_H4 e S. cerevisiae CEN.PK113-7D). 
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Essas cepas que expressam GFP (H4, HO::GFP e CEN.PK113-7D, HO::GFP) serviram como 

referências marcadas com fluorescência contra a qual todas as cepas evoluídas (ou populações 

evoluídas) competiram. 

Todas as 4 populações (1 diploide PE-2_H4 e 3 haploides CEN.PK113-7D) que 

finalizaram seus respectivos processos de evolução adaptativa passaram por dois tipos de 

competições: a) avaliação da recuperação celular após choques de duas horas a 6% de AL 

(Figuras 4 e 5) e b) avaliação do crescimento dessas populações em meio de cultura YPS 2% 

nas concentrações de 0%, 1% e 1,5% de AL. 

Para realização dos ensaios competitivos as células foram aclimatadas durante 2 rodadas 

de crescimento overnight em YPS 2%. Cada linhagem evoluída competiu com o seu respectivo 

progenitor marcado com GFP. Para isso foi feita uma mistura inicial dessas células na proporção 

1:1 (medido em citômetro de fluxo Attune NxT©, Thermo Fisher Scientific) e então a mistura 

foi submetida a condições de estresse com AL anteriormente descritas. Encerrada a competição, 

quantificou-se por meio do citômetro de fluxo o número de células totais e a proporção de 

células sensíveis expressando GFP e não expressando GFP. O número de células que não 

expressam GFP corresponde a quantidade de células da linhagem evoluída. Cada competição 

foi realizada em triplicata. Os resultados foram lidos no citômetro entre 48 e 72 horas de 

crescimento celular. As proporções entre competidores encontradas serviram como base para 

cálculo de um coeficiente de seleção (S) que é realizado segundo a fórmula abaixo (DeLuna et 

al., 2008): 

 

(1) 

 

 

Onde “E” é a porcentagem de células da população evoluída e “P” é a da linhagem 

parental marcada com GFP. A letra “f” é a porcentagem final e “i” a inicial. 

Quanto maior o S, mais a linhagem evoluída está mais representada proporcionalmente 

ao final da propagação e, portanto, maior o fitness ganho durante a evolução. Um S igual a zero 

representa uma condição de “empate”, enquanto que um S negativo exprime uma situação em 

que o progenitor está mais adaptado ao meio de cultura usado para a competição. Também 

rodamos competições dos progenitores não marcados com o “tester” com GFP. Isso permite o 

desconto da perda de fitness na expressão da GFP e também possibilita exprimir todos os 

resultados em relação ao progenitor do experimento de evolução sem a marca GFP. 
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4.4.4.3. Viabilidade 

 

 

Com relação ao protocolo haploide com a CEN.PK113-7D, foi iniciado o processo de 

fenotipagem das linhagens que estão passando pela evolução por choques de AL. Um ensaio de 

viabilidade celular foi estabelecido baseado no monitoramento por citômetro de fluxo da 

permeabilidade celular ao fluoróforo iodeto de propídio (propidium iodine, PI). As duas 

linhagens avaliadas passaram por dois ciclos de choques leves de AL a 1% seguido por um 

processo de recuperação. Em seguida, o choque aplicado foi de 2% AL por 2 h. Ao final do 

tratamento o PI foi aplicado (17,5 μL de PI para 300 μL de amostra). Esse fluoróforo somente 

permeia células mortas, ou com dano de membrana, e quando intercalado ao DNA fluoresce na 

faixa de 617 nm (coloração vermelha alaranjada), permitindo a detecção pelo citômetro de 

fluxo. Por outro lado, células vivas intactas não absorvem o PI e não são fluorescentes. Essas 

propriedades possibilitam a contagem diferenciada de células vivas (não fluorescentes) ou 

mortas (fluorescentes) (Davey; Hexley, 2011). 

 

4.4.5. Sequenciamento das populações 

 

 

4.4.5.1. Preparação da amostra 

 

 

O DNA das populações foi extraído pelo método fenol-clorofórmio, adaptado segundo 

Mahuku (2004). O material foi enviado para a GenOne: Soluções em Biotecnologia, para 

sequenciamento 2x 150 PE na plataforma Illumina NovaSeq6000, com bibliotecas preparadas 

com o kit NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep Kit for Illumina. 

 

4.4.5.2. Bioinformática 

 

 

Para identificar mutações (SNPs e InDels), leituras das populações evoluídas foram 

filtradas por seleção de tamanho (> 50 bases) e pontuações de qualidade geral. O mapeamento 

para os genomas de referência S. cerevisiae CEN.PK113-7D (Salazar et al., 2017) foi realizado 

pelas ferramentas de mapeamento de referência incorporadas no CLC Genomics Workbench 

8.0. A identificação de SNPS/InDels foi realizada diretamente a partir de mapeamentos de 

leitura gerados pelo CLC Genomics Workbench usando algoritmos de detecção de variantes 

dentro do pacote CLC. Uma configuração de frequência de variantes de 

https://paperpile.com/c/PMoQjv/2ZWj
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pelo menos 20% das leituras foi observada para a chamada de variantes a partir do 

sequenciamento das populações. 

 

4.4.5.3. .Seleção de mutações 

 

 

A abordagem utilizada para a seleção de mutações de interesse segue Menegon, Gross 

e Jacobus (2022) e favorece: 1) alelos relacionados a genes que são atingidos por mutações em 

duas ou mais populações; 2) mutações que afetam genes que estão funcionalmente relacionados 

a outros genes mutados (convergência funcional); e 3) alelos mutantes relacionados a genes 

cuja função descrita (por exemplo, genes relacionados ao estresse) pode explicar o fenótipo 

adaptativo (uma abordagem dedutiva). Além disso, mutações que resultam em códons de parada 

ou frameshifts também podem ter consequências funcionais e devem ser consideradas, de 

acordo com o contexto. Como foram sequenciadas as populações, outro aspecto importante para 

a seleção das mutações foi a frequência mutacional (pelo menos 20%). 

 

4.4.5.4. .Avaliação das mutações 

 

A análise bioinformática foi conduzida utilizando o InterProScan para identificar e 

caracterizar as mutações no gene de interesse. Já a rede de interações da proteína foi explorada 

utilizando a ferramenta String DB, que fornece uma visão detalhada das interações proteicas e 

permite entender o papel da proteína em redes metabólicas e celulares. 
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5. Resultados e discussão 

5.1. Engenharia metabólica da síntese de ácido lático 

A integração do cassete codificando a D-lactato desidrogenase de L. mesenteroides foi 

feita em dois loci concomitante com a deleção dos genes JEN1Δ, e DLD1Δ. A integração foi 

comprovada por meio de PCRs com primers ligantes nas regiões de flanco do cassete e do locus 

alvo (Figura 6). Os genes que foram submetidos a knockout, concomitante com a inserção do 

nosso cassete, codificam proteínas implicadas no consumo ou recaptação celular do AL. 

 

 

Figura 6: Comprovação por PCR das inserções cromossomais do cassete pTEF- Lm.LdhA-

Tsynth25t nos genes JEN1 e DLD1. A: Esquema geral dos loci JEN1/DLD1 com relação ao 

posicionamento dos primers para checagem via PCR da inserção do cassete. B: Eletroforese em 

gel de agarose 2% comprovando a amplificação dos fragmentos de PCR específicos para 

inserção do cassete no locus do JEN1 A/B = JEN1_L1/TEF1pro_r1 A/C = 

JEN1_L1/TEF1pro_r2 D/E = JEN1_R1/LmLDH_f1; C: Amplificação de fragmentos de PCR 

referentes a inserção no locus DLD1 A/B = DLD1_L1/TEFpro_r1 A/C = DLD_L1/TEFpro_r2 

D/E = DLD_R1/LmLDH_f1; A primeira canaleta em todos os géis de agarose corresponde ao 

marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Brancos correspondem a 

reações de PCR sem DNA para observação de possíveis contaminações da água e dos reagentes 

de PCR. A combinação de primers dos PCRs Brancos segue respectivamente a ordem dos PCRs 

positivos nas primeiras canaletas. 
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A inserção dessas 2 cópias do cassete concomitante a deleção de 2 genes indesejados, 

utilizando o sistema CRISPR/Cas9, nos permitiu o alcance de uma cepa de levedura com 

potencial extremamente interessante. Tal resultado, também foi comprovado após ensaios 

fermentativos e quantificação de AL por HPLC, apresentando 0,7 g/L para o progenitor, 

enquanto que as inserções de uma e duas cópias aumentaram a síntese para 3,96 g/L e 6 g/L. 

Quando se aborda a tolerância à célula em um ambiente estressor com AL, o gene JEN1, 

possui um papel interessante contrapondo a geração de ânions a partir do lactato dentro da 

célula, já que esse gene expressa um importante transportador de ánion-lactato (Pacheco et al. 

2012). Porém, com a sua deleção, um outro gene consegue suprir seu papel que é o ADY2 que 

codifica um outro transportador de lactato. É interessante observar também que a composição 

do meio influencia diretamente a expressão e aspectos transcricionais desse gene (Pacheco et 

al. 2012). 

O DLD1, por sua vez, codifica a proteína D-lactato desidrogenase localizada na membrana 

interna da mitocôndria. Ela catalisa a oxidação de D-lactato em piruvato, sendo reprimida por 

glicose e estimulada na presença de etanol e lactato (Baek et al., 2016). Neste sentido, ao se 

buscar uma alta produção de AL para fins industriais, esse gene leva a redução na concentração 

de AL, sendo estrategicamente mais interessante a sua deleção via CRISPR/Cas9 (Mourier et. 

al., 2008). 

5.2. Evolução adaptativa 

Ao realizar a avaliação preliminar de tolerância ao AL nas leveduras para início dos 

experimentos ALE (Figura 7), nós selecionamos uma concentração de 2,5% de AL para início 

do protocolo de choques com a população diploides PE-2_H4 (PHZ). Já nos ensaios para a 

população haploide CEN.PK113-7D a concentração de 2,0% foi mais apropriada para início 

das atividades, permitindo recuperação das células entre 2-4 dias. 

https://paperpile.com/c/PMoQjv/QtJo
https://paperpile.com/c/PMoQjv/QtJo
https://paperpile.com/c/PMoQjv/QtJo
https://paperpile.com/c/PMoQjv/QtJo
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Figura 7: Teste piloto para a determinação da concentração inicial de AL para início dos 

experimentos de adaptação evolutiva por choques. As diferentes linhagens progenitoras de 

S. cerevisiae sofreram choques de duas horas de AL nas concentrações de 0%, 2,5%, 5% e 

10%, sendo colocadas uma diluição 1:105 para recuperação em meio sólido YPS 2%. A: 

resultados referentes aos choques do progenitor PE-2 H4 diploide; B: resultados referentes a 

linhagem haploide PE-2_H4; C: Resultados referentes aos choques em diploides da 

CEN.PK113-7D; D: resultados referentes aos choques em parentais haploides CEN.PK113-

7D. 

 

 

A partir dessas concentrações foram realizados os experimentos de evolução adaptativa. 

A população diploide da linhagem S. cerevisiae PE-2_H4 (PHZ) ao final do experimento passou 

por até 54 choques de AL, alcançando uma tolerância de choques de até 10% ácido lático 

(Figura 8). As outras três populações haploides CEN.PK113-7D (PGEN, PNAT e PHYG) 

passaram por até 75 choques, chegando a tolerar choques de até 15% de AL (Figura 8). Nesse 

sentido, foram realizadas análises dos resultados dos sequenciamentos genômicos de todas 

essas 4 populações evoluídas. 
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Figura 8: Experimento evolução por choques de AL com as populações CEN.PK113-7D e 

PE-2. O gráfico exibe o aumento gradual da concentração de AL em função do número de 

ciclos de tratamentos/recuperações. Na cor azul é representada a linhagem da população de 

CEN.PK113-7D com marcador de natMX, em vermelho o hygMX, em verde o kanMX e em 

roxo a linhagem PE-2 hygMX/zeoMX. As populações finais foram submetidas a 

sequenciamento genômico. 

 

 

 

5.3. Ensaios Fenotípicos 

Com relação ao protocolo haploide com a CEN.PK113-7D, foi iniciado o processo de 

fenotipagem das linhagens que estão passando pela evolução por choques de AL. Um ensaio de 

viabilidade celular foi realizado no nosso laboratório baseado no monitoramento por citômetro 

de fluxo da permeabilidade celular ao fluoróforo iodeto de propídio (propidium iodine, PI). A 

Figura 9 mostra os resultados da população CEN.PK113-7D haploide com marca de hphMX 

evoluída até a concentração de 6% de AL após 23 choques. Esta foi comparada ao progenitor. 

Esse fluoróforo somente permeia células mortas, ou com dano de membrana, e quando 

intercalado ao DNA fluoresce na faixa de 617 nm (coloração vermelha alaranjada), permitindo 

a detecção pelo citômetro de fluxo. Por outro lado, células vivas intactas não absorvem o PI e 

não são fluorescentes. Essas propriedades possibilitam a contagem diferenciada de células vivas 

(não fluorescentes) ou mortas (fluorescentes) (Davey e Hexley 2011).  Porém, optamos por 

não continuar com os estudos de viabilidade celular 
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pelo fluoróforo se ligar não só a células mortas, mas também as células danificadas o que 

impossibilita a quantificação exata de células mortas. 

 

 

 

 

Figura 9: Gráfico de resultados parciais de viabilidade da população de CEN.PK113-7D 

(PHYG). Esta população avaliada quanto a viabilidade quando tolerava a concentração de 6% 

de AL e é comparada com a linhagem progenitora. Foram contabilizadas em triplicata, via 

citometria de fluxo, a percentagem de células PI-negativas, denotando sobrevivência celular. 

 

 

 

 

Com os resultados das competições por citometria de fluxo, foi possível a aferição de 

diversas informações interessantes. A partir dos resultados apresentados, pode-se observar que 

as linhagens haploides de CEN.PK113-7D (evoluídas em choques de AL) quando colocadas 

para competir nas mesmas condições de choques de AL e recuperações apresentaram resultados 

de grande adaptação ao AL (S elevado) com relação ao respectivo progenitor (Figura 10). Já 

quando colocados em condições de competição de crescimento em meio líquido (sem choques) 

eles apresentam um fitness menor ou igual aos seus respectivos progenitores (Figura 11), 

sugerindo uma condição comum em experimentos de evolução que é chamada de trade-off, em 

que uma linhagem evoluída em um ambiente ou condição de estresse, perde a desenvoltura de 

propagação em meio rico e sem estresse (Menegon, et al. 2022). 

Ao se avaliar a linhagem evoluída diploide de PE-2_H4 que também foi submetida a 

tratamentos de AL, quando posta para competir em condições de choque ela apresentou S 10 

vezes superior ao seu respectivo progenitor. Nota-se, também, um desempenho relevante 

quanto esta linhagem é posta para competir na presença constante de AL (Figura 12). 
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Possivelmente as células diploides foram capazes de conduzir a uma seleção melhor de 

mutações relacionadas com tolerância ao AL. 

 

Figura 10: Gráficos de comparação do fitness da população evoluída PHZ de PE-2_H4 

versus o progenitor. Após mistura 1:1 progenitor/evoluído, choques de 6% de AL foram 

aplicados por 2h. Subsequentemente, foi feita a recuperação em meio YPS 2% por 2-3 dias até 

a fase estacionária. Ao final, a quantificação (citômetro de fluxo) de células expressando GFP 

(parental) e não expressando a fluorescência (linhagem evoluída) permitiu a quantificação 

(expressa no eixo Y como um coeficiente de seleção, S) de quanto a população evoluída tinha 

mais células como resultado de uma maior tolerância ao choque de 6% AL. A medida para o 

progenitor é normalizada como S=0, enquanto para o evoluído é positiva, indicando fitness 

maior para tolerância aos choques de 6% AL. Os círculos vermelhos representam a população 

PHZ. Os resultados tem robustez estatística autentificada por testes ANOVA de uma via 

p<0,0001 e pós teste de Bonferroni para comparações múltiplas sendo a diferença entre 

populações evoluídas e parentais com p<0,0001. 
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Figura 11: Gráficos de comparação do fitness das populações evoluídas de CEN.PK113- 

7D. Testes de competição como descrito na legenda da Figura 4. Os círculos vermelhos 

representam a população PHYG (Hph), as verdes representam a população PNAT (Nat), e as 

azuis PGEN (Kan). O S=0 de cada respectivo progenitor aparece na coluna da esquerda, seguida 

da medida (sempre positiva) a direita para a população evoluída. 
 

 

 

 

 

Figura 12: Heatmap do fitness (Coeficiente S por duplicação celular) das populações 

evoluídas de CEN.PK113-7D e PE-2_H4 em crescimento celular em YPS 2% e adição de 

0%, 1% e 1,5% de AL. Neste experimento as competições com os parentais versus evoluídos 

foram feitas em um ciclo de crescimento em meio líquido com inoculação de 108 células de 

uma mistura 1:1 (progenitor/evoluído). O crescimento se estende até a fase estacionaria, quando 

a proporção do número de células dos competidores é medida no citômetro de fluxo. Isso 

permite o cálculo de S por geração para as populações evoluídas. Em 
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vermelho o S é positivo, indicando que as populações evoluídas ganharam a competição. Em 

azul o S é negativo, indicando que o parental GFP cresce mais rápido. Note que as populações 

evoluídas CEN.PK113-7D todas elas têm um fitness pior (S com valor negativo) que o parental, 

enquanto que a populações derivada de PE-2_H4 tem fitness positivo e tolera o crescimento em 

AL bem melhor do que o respectivo parental. 

 

 

 

5.4. Ensaios de crescimento em microplaca - TECAN: população evoluída 

CEN.PK113-7D Haploide 

Foi realizado um ensaio de crescimento das células em AL das populações evoluídas de 

CEN.PK113-7D Haploide derivadas dos experimentos com choques de AL. É possível observar 

com esses resultados que as populações haploides de CEN.PK113-7D possuem um Tmid maior 

que suas populações progenitoras. Resultado que corrobora com as observações feitas nas 

competições dessas populações em crescimento contínuo (Figura 13). O interessante aqui 

reside no fato de que esses dados corroboram com as competições feitas dessas populações em 

meio com quantidades crescentes de AL. O que evidencia a especificidade da evolução dessas 

populações para o reparo a grandes concentrações de AL e não ao seu crescimento em presença 

constante desse composto. 

 

 

Figura 13: Gráfico Tmid (hs). Gráfico apresenta valores de Tmid para crescimento em 0% 

(vermelho), 3% (verde) e 3,75% (azul) de AL para populações evoluídas PHYG (H), PGEN 

(K) e PNAT (N) e as respectivas populações progenitoras (PH, PK E PN), representando as 
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marcas de antibióticos G, geneticina; H, higromicina e N, nourseotricina introduzidos na 

linhagem CEN.PK113-7D evoluídas com choques de AL versus populações progenitoras. Teste 

estatístico ANOVA de uma via p<0,0001 e pós teste de Bonferroni para comparações múltiplas 

sendo a diferença entre populações evoluídas e parentais com p<0,0001. 

 

É possível observar com esses resultados que as populações haploides de CEN.PK113-

7D possuem um Tmid maior que suas populações progenitoras. Resultado que corrobora com 

as observações feitas nas competições dessas populações em crescimento contínuo (Figura 13). 

 

 

 

5.4. Bioinformática 

Foram sequenciadas 4 populações evoluídas, sendo 3 populações de CEN.PK113-7D 

haploides (PHYG, PGEN e PNAT) derivadas dos experimentos com choques de AL e uma 

população H4-PE-2 diploide (PHZ) proveniente do mesmo experimento. 

Como resultado, identificamos mais de 261 SNPs (nas três populações), incluindo 

mutações sinônimas, mutações de sentido trocado, mutações sem sentido e em alguns casos, 

ocasionando frameshift. É importante frisar que a população evoluída PNAT apresentou 224 

mutações. Esse número elevado é compatível com a ideia de que essa população PNAT é um 

hypermutator (Galeota-Sprung, et al. 2020). Esta população apresenta alterações em 5 genes 

relacionados com reparação de DNA, sendo que o gene PMS1 (responsável por Proteína de 

ligação ATP necessária para reparo de DNA) presente em 100% da população. A perda da 

capacidade de reparo de DNA gera muitas mutações aleatórias (Galeota-Sprung, et al. 2020), 

portanto, muitos alelos observados nesta linhagem não têm relação direta com tolerância ao AL. 

Para ilustrarmos e melhorar o entendimento das mutações nas quatro populações, 

utilizamos o diagrama de Venn, onde espaços internos comuns a dois ou mais conjuntos 

representam a sua interseção, ao passo que a totalidade dos espaços pertencentes a um ou outro 

conjunto indistintamente representa sua união (Figura 14). 
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Figura 14: Diagrama de Venn. São mostrados os genes com mutações das quatro populações 

que passaram pelos protocolos de evolução adaptativa e consequente sequenciamento. 
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Tabela 2: Frequência dos alelos mutados na população evoluída e genes afetados pelas 

mutações encontradas na população de PE-2_H4 (PHZ). 

 

 

 

As mutações observadas podem ser agrupadas em 3 diferentes grupos. Aquelas 

relacionadas com vias de biossíntese, genes relacionados com produção de energia e transporte 

celular e por fim as mutações que atuam na reparação de DNA. A Tabela 3 mostra os genes, as 

mutações e alterações nas proteínas resultantes. 

 

 

Gene 

 

População 

 

Grupo 

Aminoácido 

original 

Novo 

aminoácido 

 

Classificação do Aminoácido 

 

CK1 

PGEN Via de biossíntese Asparagina Ácido 

Aspártico 

Cadeia lateral polar para 

Aminoácido ácido 

 

CK1 

PHYG Via de biossíntese Triptofano Cisteína Cadeia lateral apolar para polar não 

carregada 
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CK1 

PNAT Via de biossíntese Treonina Deleção Deleção de aminoácido de cadeia 

lateral polar 

 

CK1 

PHZ Via de biossíntese Glicina Deleção Deleção de aminoácido de cadeia 

lateral apolar 

 

OQ4 

PGEN Via de biossíntese Glicina Ácido 

Aspártico 

Cadeia lateral polar não carregada 

para um aminoácido cadeia lateral 

com grupo ácido 

 

EX29 

PGEN Via de biossíntese Serina Treonina Mesma função 

 

EV1 

PHYG Reparo de DNA Valina Isoleucina Cadeia lateral apolar para 

hidrofóbico 

 

MS1 

PNAT Reparo de DNA Serina Prolina Cadeia lateral polar para cadeia 

lateral apolar 

 

RY1 

PHYG Reparo de DNA Leucina Histidina Cadeia lateral apolar em básica 

 

SP30 

PHYG e PGEN Energia  
 

 
 

 
 

 

RS31 

PGEN Energia Treonina Prolina Cadeia lateral Polar para cadeia 

apolar 

 

TV1 

PGEN Energia Treonina Serina Mesma função 

 

DR3 

PHYG e PGEN Energia  
 

 
 

 
 

 

SA3 

PHZ Energia Asparagina Isoleucina Cadeia lateral polar em apolar 

 

MA1 

PHZ Energia Ácido aspártico Asparagina Cadeia lateral ácida em apolar 

 

DC25 

PHZ Energia Tirosina Asparagina Cadeia lateral ácida em apolar 

WHI2 PHYG Ciclo celular Cisteína Tirosina Mesma função 

 

HI2 

PGEN Ciclo celular Arginina Cisteína Cadeia lateral básica para polar 

 

AP4 

PHZ Energia Prolina Serina Cadeia lateral apolar em polar 

 

Tabela 3: Lista das principais mutações e suas respectivas alterações à nível de aminoácido. 

 

 

Abaixo discutimos caso a caso sobre as possíveis funções dos genes afetados no 

experimento de evolução adaptativa ao AL. 

 

PCK1: 
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Esse gene é responsável pela codificação da fosfoenolpiruvato carboxiquinase, uma 

enzima chave na gliconeogênese (Yuan, et al. 2020). Ela catalisa a reação precoce na biossíntese 

de carboidratos, reprime a transcrição e acelera a degradação do mRNA, sendo regulado por 

Mcm1p e Cat8p, localizado no citosol. Foram observadas mutações nesse gene em todas as 4 

populações evoluídas, na Tabela 3 é possível observar as mudanças oriundas das mutações à 

nível da mudança de aminoácido em cada uma das populações. 

É importante frisar que em análise feita pelo InterProScan (Figura 15), se observa que 

as 4 mutações aconteceram na região do aminoácido 93 até o 257, ou seja, todas à nível do 

domínio 1 do gene, região da fosfoenolpiruvato carboxiquinase e no domínio N- carboxiquinase 

N-terminal. Na Figura 16 é possível observar a rede de interações dessa proteína pelo String 

DB. 

A proteína Pck1p possui alta homologia com as proteínas Pck1 dependentes de ATP em 

outras espécies, especialmente com a Pck1 de Candida albicans (70% de homologia), mas não 

com as proteínas Pck1 dependentes de GTP (LEUKER et. al, 2001, VALDÉS-HEVIA, 1989). 

É importante frisar que todas as etapas da gliconeogênese envolvem enzimas que são 

compartilhadas pela via glicolítica, exceto aquelas catalisadas pela frutose-1,6-bisfosfatase 

(FBPase) e pela fosfoenolpiruvato-carboxiquinase (PEPCK). 



54 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Estruturação de regiões da proteína do PCK1p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
 

 

 

Figura 16: Interações proteína-proteína da Pck1p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança de 0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 
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COQ4: 

 

 

O gene COQ4 codifica um componente da via biossintética da ubiquinona (coenzima 

Q). Possivelmente seu produto atua na estabilização da Coq7p, localizada na face da matriz da 

membrana interna mitocondrial, sendo componente de um complexo mitocondrial de síntese de 

ubiquinona (BELOGRUDOV et al, 2001). 

 

 

Figura 17: Estruturação de regiões da proteína Coq4p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
 

 

 

 

 

 

Figura 18: Interações proteína-proteína da Coq4p. Avaliação realizada pelo StringDB 

com confiança de 0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 

 

 

 

A coenzima Q10 (simbolizada como Q) é uma benzoquinona prenilada que atua na 

cadeia de transporte de elétrons das mitocôndrias em eucariotos e das membranas plasmáticas 
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em procariotos (Belogrudov, Grigory I., et al., 2001). Esse componente realiza essa função por 

meio de ciclos de redução (para formar QH2) e oxidação (para formar Q). Essa mesma química 

redox permite que Q funcione como um potente antioxidante, no qual tem a capacidade de 

eliminar diretamente os radicais peroxil lipídicos de maneira análoga à vitamina E ou de agir 

em conjunto com o α-tocoferol reduzindo os radicais α-tocoferoxil (Belogrudov, Grigory I., et 

al., 2001). Recentemente, Q foi identificado como um componente lipídico essencial envolvido 

na atividade de bombeamento de prótons das proteínas desacopladoras UCP-1, -2 e -3. As 

mutações na proteína de Coq4p aconteceram na região do aminoácido 246, dentro do domínio 

não citoplasmático da proteína, o que pode sugerir uma mutação importante na ação enzimática. 

Já no que tange interação com outras proteínas, a Cop4p possui interações confiáveis com a 

Coq3p, Coq8p e Coq9p, além do Mnl1p. 

 

PEX29: 

 

 

A proteína residente no retículo endoplasmático (RE) desempenha um papel crucial na 

biogênese dos peroxissomos, sendo responsável pela associação entre o RE e os peroxissomos. 

Esta proteína interage com várias proteínas, incluindo Pex30p, Pex31p, Pex32p, e reticulons 

como Rtn1p e Yop1p, com a função de regular a biogênese peroxissomal a partir do RE 

(Kaufmann et al., 2007; Schrader & Bornemann, 2007). A proteína atua no fluxo vesicular 

direcionado aos peroxissomos, influenciando o transporte de proteínas e lipídios necessários 

para a formação e manutenção dessa organela (Thompson et al., 2016). Adicionalmente, ela 

regula parâmetros essenciais como o tamanho, número e distribuição dos peroxissomos dentro 

da célula (Mano et al., 2006). 

A Pex28p e a Pex29p, que também estão localizadas no RE, podem atuar em etapas 

anteriores àquelas mediadas pelas proteínas Pex30p, Pex31p e Pex32p, desempenhando um 

papel inicial no processo de biogênese peroxissomal (Matsumoto et al., 2007). Após estresse 

de replicação do DNA, essa proteína forma focos no RE, sugerindo uma possível resposta a 

danos no DNA ou alterações no fluxo de proteínas entre o RE e os peroxissomos (Chang et al., 

2010). 
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Figura 19: Estruturação de regiões da proteína do Pex29p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 

 

 

 

Os peroxissomos são organelas altamente responsivas, com variações significativas em 

seu tamanho, número, composição proteica e funções bioquímicas, dependendo do organismo, 

do tipo celular e do ambiente (Vizeacoumar et al., 2004). A montagem, divisão e herança dos 

peroxissomos são controladas por pelo menos 29 proteínas denominadas peroxinas, codificadas 

pelos genes PEX. Mutações em 12 desses genes estão associadas a distúrbios na biogênese dos 

peroxissomos (Vizeacoumar et al., 2004). 

As proteínas peroxissomais são exclusivamente codificadas por genes nucleares, 

sintetizadas em polissomos citosólicos e direcionadas pós-traducionalmente para os 

peroxissomos. Esse processo ocorre por meio de sinais específicos de direcionamento de 

peroxissomo (PTSs), que são reconhecidos por seus receptores cognatos no citosol, 

responsáveis pelo direcionamento e acoplamento das proteínas à membrana peroxissomal. A 

maioria das proteínas da matriz peroxissomal é direcionada pelo PTS1, um tripeptídeo carboxil-

terminal, com seu receptor de transporte, a peroxina Pex5p. De maneira surpreendente, a Pex5p 

entra na matriz do peroxissomo junto com sua carga e recircula de volta ao citosol após a 

dissociação da carga (Mast et al., 2016). Algumas proteínas da matriz são identificadas pelo 

PTS2, um nonapeptídeo amino-terminal, e seu receptor de transporte citosólico, Pex7p. Um 

número limitado de proteínas da matriz é direcionado por PTSs internos, cuja maioria ainda não 

foi caracterizada. A classificação das proteínas da membrana peroxissomal é menos 

compreendida, parecendo ser independente da importação das 
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proteínas da matriz (Vizeacoumar et al., 2004). A forma citosólica da peroxina Pex19p pode 

atuar como um receptor de transporte para as proteínas da membrana peroxissomal, enquanto 

sua forma associada ao peroxissomo pode funcionar como uma chaperona, auxiliando na 

montagem de complexos multiméricos após sua ligação à membrana do peroxissomo (Mast et 

al., 2016). 

A mutação observada em nossos experimentos ocorre na região do domínio não 

citoplasmático da proteína, especificamente no aminoácido 507 (Figura 19). Vale ressaltar que 

a proteína Pex29p interage com diversas outras proteínas Pex e vias adjacentes (Figura 20). 

 

 

 

 

 

Figura 20: Interações proteína-proteína da Pex29p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança de 0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 

 

REV1: 

 

 

A proteína de reparo do DNA Rev1p é uma desoxicitidil transferase envolvida no reparo 

de locais abásicos e guaninas aduzidas em DNA danificado, mediado pela síntese de translesão 

(TLS). Rev1p é capaz de formar um complexo com as subunidades da DNA polimerase zeta, 

Rev3p e Rev7p, e relocaliza-se do núcleo para o citoplasma após estresse de replicação do 

DNA. Além disso, a proteína pode desempenhar um papel importante durante a meiose 

(Makarova et al., 2006; Zhang et al., 2000). 

A proteína Rev1p é altamente conservada entre organismos e é reconhecida 

principalmente por sua função na replicação do DNA e em atividades mutagênicas (Collins et 
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al., 2007). O gene Rev1p em S. cerevisiae é essencial para a indução normal de mutações por 

agentes físicos e químicos (Larimer et al., 1989). A alteração de aminoácido observada nesta 

proteína ocorreu especificamente na região do aminoácido 89, e as interações proteína- proteína 

do Rev1p estão ilustradas na Figura 22. Vale ressaltar que os experimentos de evolução 

adaptativa ao ácido lático não apenas induziram mutações em genes relacionados ao estresse 

por esse ácido fraco, mas também envolveram genes associados ao reparo de DNA, 

evidenciando uma conexão entre o estresse ambiental e a manutenção da integridade genômica 

(Makarova et al., 2006). 

 

Figura 21: Estruturação de regiões da proteína do Rev1p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
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Figura 22: Interações proteína-proteína de Rev1p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança de 0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 

 

PMS1: 

 

 

A proteína Pms1p é uma proteína de ligação a ATP necessária para o reparo de 

incompatibilidade de DNA e desempenha um papel crucial tanto na mitose quanto na meiose. 

Ela atua como um heterodímero com a proteína Mlh1p, formando um complexo essencial para 

a manutenção da integridade genômica durante a replicação e divisão celular (Tishkoff et al., 

1997). A Pms1p liga-se ao DNA de fita dupla e simples por meio de seu domínio N- terminal, 

facilitando o reparo de erros nas fitas de DNA e assegurando a fidelidade da replicação e 

recombinação (Iyer et al., 2013). 

Além de sua função no reparo de incompatibilidade de DNA, a Pms1p é necessária para 

o silenciamento nos loci do tipo mating type e telômeros em S. cerevisiae (Zhang et al., 2001). 

O gene PMS1 em S. cerevisiae é implicado especificamente no reparo de incompatibilidade de 

DNA em células de levedura, destacando sua importância na prevenção de mutações e na 

manutenção da estabilidade cromossômica, especialmente em contextos genômicos complexos 

como os telômeros e loci de mating type silenciados (Tishkoff et al., 1997). 
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Figura 23: Estruturação de regiões da proteína do Pms1p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
 

 

 

 

 

 

Figura 24: Interações proteína-proteína de Pms1p. Avaliação realizada pelo StringDB 

com confiança de 0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 
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CYR1: 

 

Mutações no gene relacionado à adenilato ciclase foram identificadas em duas das 

populações haploides evoluídas. Esse gene é essencial para a produção de AMP cíclico (cAMP), 

um mensageiro intracelular fundamental para a sinalização da proteína quinase dependente de 

cAMP (PKA), que regula uma ampla gama de processos celulares. Além disso, o gene atua 

como uma proteína scaffold, facilitando a interação com o complexo Ras2-Ira (Colombo et al., 

2014). 

A via de sinalização mediada por cAMP desempenha um papel central na regulação de 

diversos processos celulares, incluindo metabolismo celular, progressão do ciclo celular, 

resposta ao estresse, entrada e manutenção da fase estacionária, e esporulação. Esses processos 

são cruciais para a adaptação e sobrevivência celular em ambientes dinâmicos, destacando a 

importância desse gene na fisiologia celular. As mutações observadas podem refletir adaptações 

específicas ao ambiente seletivo no qual as populações evoluíram, sugerindo que a evolução 

dessas populações pode estar vinculada à modulação dessas vias de sinalização para otimizar a 

resposta a condições ambientais adversas (Colombo et al., 2014). 

 

 

Figura 25: Estruturação de regiões da proteína do Cyr1p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 



63 
 

 

 

 

 

Figura 26: Interações proteína-proteína de Cyr1p. Avaliação realizada pelo StringDB 

com confiança de 0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 

 

HSP30: 

 

 

Em 100% das populações submetidas aos marcadores de geneticina e higromicina, foi 

identificada a duplicação da região do gene HSP30. Esse gene desempenha um papel 

fundamental nas respostas celulares ao estresse térmico, promovendo termotolerância através 

da desregulação da atividade da Pma1p. Essa desregulação resulta na economia de ATP durante 

situações de estresse, permitindo que a célula se adapte melhor a condições adversas, 

 

Figura 27: Estruturação de regiões da proteína Hsp30p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
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como o aumento da temperatura (Meena et al., 2011). A duplicação do gene HSP30 pode, 

portanto, ser um mecanismo adaptativo que facilita a sobrevivência celular em ambientes com 

estresse térmico intenso. 

Além disso, a duplicação do gene HSP30 também tem sido relatada em algumas 

populações utilizadas na indústria do bioetanol, sugerindo sua relevância em contextos 

industriais para a adaptação ao estresse ambiental (Jacobus et al., 2021). Esse fenômeno destaca 

o potencial do HSP30 como um mecanismo adaptativo essencial para a sobrevivência celular 

em condições extremas, como as encontradas em processos industriais de produção de 

bioetanol. 

Na Figura 28, é apresentada a rede de interações do Hsp30p, evidenciando suas 

conexões com as proteínas Tor1p e Tor2p. Esses fazem parte de um complexo proteico 

fundamental para o controle do crescimento celular em resposta à disponibilidade de nutrientes. 

A regulação envolvendo Tor1p e Tor2p afeta processos celulares críticos, como tradução, 

transcrição, biogênese ribossomal, transporte de nutrientes e autofagia. Essas conexões indicam 

que o Hsp30p não atua apenas na adaptação ao estresse térmico, mas também desempenha um 

papel significativo em mecanismos de regulação metabólica, essenciais para a resposta a 

condições de cultivo específicas, como aquelas encontradas em ambientes industriais (Jacobus 

et al., 2021). 

Essas observações destacam o HSP30 como um alvo promissor para aplicações 

biotecnológicas, especialmente em processos que exigem a adaptação celular a estresses 

ambientais extremos, como na produção de bioetanol e em outras indústrias que envolvem 

estresse térmico e metabólico. 
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Figura 28: Interações proteína-proteína da Hsp30p. Avaliação realizada pelo StringDB 

com confiança de 0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 

 

TRS31: 

 

 

O gene TRS31 codifica um componente central dos complexos de partículas de proteína 

de transporte (TRAPP) I, II e III. Esses complexos são fatores de troca de nucleotídeos de 

guanina (GEFs) multiméricos que regulam o tráfego intracelular por meio da ativação da 

GTPase Ypt1p. 

TRAPP I está envolvido no tráfego entre o retículo endoplasmático (ER) e o complexo 

de Golgi, facilitando a fusão de vesículas provenientes do ER com o Golgi (Zhao et al., 2015). 

TRAPP II participa do tráfego intra-Golgi e do transporte endossomo-Golgi, desempenhando 

um papel essencial na organização e dinâmica do complexo de Golgi (Zhao et al., 2015). 

TRAPP III está implicado no tráfego endossomo-Golgi e é crucial para a autofagia, uma via de 

degradação celular que é fundamental para a manutenção da homeostase celular e a resposta ao 

estresse (Stenmark, 2009). 

A localização e função versátil dos complexos TRAPP evidenciam o TRS31p como um 

gene essencial na coordenação de diversas etapas do transporte vesicular, que são vitais para a 

organização e dinâmica dos compartimentos intracelulares, garantindo processos fundamentais 

como a reciclagem de proteínas, a manutenção da estrutura do Golgi e a regulação de vias de 

degradação celular (Zhao et al., 2015; Stenmark, 2009). 

 

 



66 
 

 

Figura 29: Estruturação de regiões da proteína do Trs31p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Interações proteína-proteína da Trs31p. Avaliação realizada pelo StringDB 

com confiança de 0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 

 

 

 

 

 

STV1: 

 

 

O gene STV1 codifica a subunidade α do domínio V0 da ATPase vacuolar do tipo V (V-

ATPase), sendo uma das duas isoformas presentes nos complexos de V-ATPase. O produto 

desse gene, a Stv1p, está predominantemente localizado nos complexos de V-ATPase do Golgi 

e dos endossomos, enquanto a isoforma Vph1p, codificada pelo gene VPH1, é encontrada nos 

complexos de V-ATPase do vacúolo (Hafner et al., 2004). 

A interação da Stv1p com PI(4)P (fosfatidilinositol 4-fosfato) é essencial para a 

localização adequada e o funcionamento eficiente das V-ATPases em seus compartimentos 

específicos. Essa interação é crucial para garantir o transporte de íons, o que permite à V- 

ATPase manter o gradiente de prótons e o pH ácido necessário para diversas funções 

intracelulares, incluindo o transporte de metabólitos, degradação proteica e regulação do tráfego 

vesicular (Kane, 2007). 

A Stv1p pertence à família de subunidades de ATPases V de 116 kDa, o que destaca sua 

importância tanto na composição estrutural quanto funcional das V-ATPases. Esse papel é 

essencial para a compartimentalização de processos celulares críticos em  eucariotos, 
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garantindo o funcionamento adequado de compartimentos como o Golgi, endossomos e 

vacúolos, com implicações diretas na homeostase celular e na adaptação ao ambiente 

intracelular (Kane, 2007; Hafner et al., 2004). 

 

 

Figura 31: Estruturação de regiões da proteína do Stv1p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: Interações proteína-proteína da Stv1p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança de 0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 
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PDR3: 

 

Foi observada a duplicação da região genômica do gene PDR3 em toda a população 

haploide evoluída com o marcador de higromicina. Estudos indicam que a alta expressão de 

PDR3 contribui significativamente para a melhoria da tolerância ao ácido lático. Linhagens 

com PDR3 superexpresso apresentam um crescimento celular superior ao de linhagens controle 

na presença de ácido lático (Yamada et al., 2021). 

O PDR3 codifica um fator de transcrição que atua como ativador transcricional da rede 

de resistência a drogas pleiotrópicas. Ele regula a expressão de transportadores da família ABC 

(cassete de ligação a ATP) por meio de sua ligação a elementos cis PDRE (elementos 

responsivos a PDR). A Pdr3p tem funções importantes na resposta a drogas e solventes 

orgânicos, sendo regulado positivamente pós-translacionalmente em células desprovidas de 

genoma mitocondrial funcional (Alberts et al., 2002). 

Além disso, o gene PDR3 está envolvido no fase diuxica e sua distribuição relativa ao 

núcleo aumenta em resposta ao estresse de replicação do DNA. O PDR3 também é regulado 

como substrato do complexo APC/C(Cdh1), demonstrando sua relevância em processos de 

regulação celular em condições de estresse metabólico e replicativo (Levin et al., 2016). 

Essas características destacam o Pdr3p como um fator central na adaptação celular a 

ambientes desafiadores, especialmente no contexto da tolerância ao ácido lático e da resistência 

a compostos tóxicos. 
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Figura 33: Estruturação de regiões da proteína do Pdr3p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
 

 

 

Figura 34: Interações proteína-proteína da Pdr3p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança de 0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 

 

 

 
SSA3: 

O gene SSA3 codifica uma ATPase citoplasmática que desempenha funções essenciais 

no dobramento de proteínas e na resposta ao estresse celular. Essa proteína pertence à família 

Hsp70 (proteína de choque térmico 70) e está diretamente envolvida no direcionamento e 
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translocação cotranslacional de proteínas para a membrana, processo mediado pelo complexo 

SRP (Signal Recognition Particle) (Bukau & Horwich, 1998). 

Além de sua função principal no dobramento e estabilização de proteínas, o gene SSA3 

também desempenha um papel crítico na adaptação celular a condições de estresse, garantindo 

a integridade e funcionalidade do proteoma em situações adversas. Em resposta a estresses 

como calor, a SSA3 auxilia na proteção e no reparo de proteínas danificadas, facilitando sua 

reenovelamento para retomar a função celular (Craig, 2018). 

O gene possui um parálogo, o SSA4, originado de um evento de duplicação completa do 

genoma, o que ressalta a importância funcional dessa família de proteínas no metabolismo e 

homeostase celular. A duplicação de SSA3 e SSA4 reflete a necessidade de redundância em 

processos celulares críticos para a sobrevivência, principalmente sob condições adversas 

(Young et al., 2004). 

Assim, o SSA3 é um componente chave no sistema de manutenção proteica, destacando-

se pela sua relevância tanto em processos de tradução quanto na proteção celular contra danos 

relacionados ao estresse. 
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Figura 35: Estruturação de regiões da proteína do Ssa3p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
 

 

 

 

 

 

Figura 36: Interações proteína-proteína da Ssa3p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança de 0.900 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 



72 
 

 

PMA1: 

 

O gene PMA1 codifica uma H⁺-ATPase do tipo P2 localizada na membrana plasmática, 

cuja principal função é bombear prótons (H⁺) para fora da célula. Esse processo é essencial para 

a manutenção do pH citoplasmático e do potencial da membrana plasmática, desempenhando 

um papel central no equilíbrio iônico e no transporte ativo de nutrientes via H+-simporte. O 

gradiente de prótons gerado pela Pma1p também está associado a respostas de crescimento, 

como a acidificação externa e/ou alcalinização interna (Brown & Lindquist, 2009). 

A proteína Pma1p, produto do gene PMA1, é uma proteína de longa vida que se distribui 

assimetricamente entre células-mãe e brotos durante a divisão celular. Durante o 

envelhecimento, ela se acumula em altos níveis nas células-mãe, enquanto os brotos emergem 

com níveis muito baixos de Pma1p, o que resulta em níveis baixos dessa ATPase em células 

recém-nascidas (Ohya et al., 2002). 

Além disso, a regulação da Pma1p é mediada por proteínas como Hsp30p, que 

influencia sua atividade, e Std1p, que parece estar envolvida na propagação do estado [GAR+]. 

Essa ATPase pertence à subfamília tipo IIIA das ATPases de transporte de cátions (tipo P) (TC 

3.A.3) (Wu et al., 2013). 

O Pma1p é, portanto, um gene crucial para a homeostase celular e para a regulação de 

mecanismos essenciais ao crescimento e à sobrevivência celular. 
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Figura 37: Estruturação de regiões da proteína do Pma1p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
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Figura 38: Interações proteína-proteína da Pma1. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança de 0.700 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 

 

 

 

CDC25: 

 

 

O gene CDC25 desempenha uma função essencial no controle da divisão celular. Ele 

codifica uma proteína ligada à membrana que atua como um fator de troca de nucleotídeos de 

guanina (GEF), também conhecido como fator de liberação de GDP. Sua principal função é 

regular indiretamente a atividade da adenilato ciclase por meio da ativação de Ras1p e Ras2p, 

estimulando a troca de GDP por GTP. Essa ativação é crucial para a progressão do ciclo celular 

na fase G1. 

Além disso, a proteína Cdc25p possui homologia funcional com proteínas humanas. A 

termossensibilidade do mutante cdc25-5 pode ser complementada pelo RASGRF1 humano ou 

por um fragmento do SOS1 humano que contém o domínio catalítico relacionado ao Cdc25p, 

evidenciando sua conservação evolutiva e importância nos processos de regulação do ciclo 

celular (Gulli et al., 1995). 

Por suas funções, o Cdc25p é uma proteína chave na integração de sinais que controlam 

a divisão celular e no funcionamento da via Ras, posicionando-se como um regulador 

fundamental do ciclo celular em eucariotos. 
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Figura 39: Estruturação de regiões da proteína do Cdc25p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
 

 

 

 

Figura 40: Interações proteína-proteína da cdc25p. Avaliação realizada pelo StringDB 

com confiança de 0.700 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 



76 
 

 

 

WHI2: 

 

O gene WHI2 apresenta alelos mutados que dominaram as populações que expressam 

marcadores de resistência à geneticina (PGEN) e higromicina (PHYG). Este gene atua como 

um regulador negativo da Torc1p, desempenhando um papel crucial na resposta à limitação de 

leucina. Em conjunto com seus parceiros de ligação, Psr1p e Psr2p, o Whi2p reprime a atividade 

da Torc1p, operando de forma paralela ao complexo SEACIT (Leadsham et al., 2009). 

Além disso, o Whu2p está associado à regulação da parada do ciclo celular na fase 

estacionária, bem como à inibição da via Ras-cAMP-PKA, contribuindo para a apoptose em 

condições de esgotamento de nutrientes. Sua função está diretamente ligada à ativação da 

resposta geral ao estresse, mediada por sua interação com Psr1p, possivelmente através da 

desfosforilação de Msn2p. 

O Whi2p desempenha um papel essencial na regulação do crescimento celular, sendo 

necessário para a ativação completa da resposta geral ao estresse e para a regulação da expressão 

de ciclina G1. Durante a fase diauxica, ele também atua como regulador negativo do 

crescimento. Estudos de localização subcelular utilizando proteínas de fusão como SWAT- 

GFP, seamless-GFP e mCherry demonstraram que o Whi2p está predominantemente localizado 

na periferia celular. 

Essas funções destacam o Whi2p como um componente fundamental nos mecanismos 

de regulação do crescimento, ciclo celular e adaptação ao estresse celular, ressaltando sua 

importância para a manutenção da homeostase celular e para a sobrevivência em condições 

adversas. 

 

 

Figura 41: Estruturação de regiões da proteína do Whi2p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 



77 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42: Interações proteína-proteína de Whi2p. Avaliação realizada pelo StringDB 

com confiança de 0.700 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 

 

 
HAP4: 

 

 

O fator de transcrição e subunidade do complexo Hap2p/3p/4p/5p, também conhecido 

como Hap ou CCAAT-glucosereprimido heme ativado, é um regulador global da expressão 

gênica respiratória. Ele atua como ativador transcricional, desempenhando um papel essencial 

na regulação da expressão de genes envolvidos no metabolismo respiratório. Este complexo 

está diretamente envolvido no processo de mudança para a fase diaxica, um fenômeno 

observado em microrganismos, incluindo S. cerevisiae e Escherichia coli, quando cultivados 

em meios contendo duas fontes de carbono diferentes, como glicose e lactose (Gancedo, 1998; 

Teixeira & Sá-Correia, 2010). 

O microrganismo consome preferencialmente a glicose como fonte de carbono, já que 

ela é mais facilmente metabolizável. Quando a glicose se esgota, o microrganismo entra na fase 

diauxica e altera seu metabolismo para utilizar a lactose ou outra fonte de carbono presente, em 

um processo de adaptação que envolve mudanças na expressão gênica. Nesse contexto, o 

Hap2p/3p/4p/5p regula a ativação de genes que permitem ao microrganismo realizar essa 

transição metabólica, facilitando a adaptação à disponibilidade de recursos no ambiente (Kurat 

& Schüller, 2003; Stout & Heideman, 2001). 

Além disso, o fator Hap está implicado na regulação da resposta a estresse energético e 

respiratório, coordenando a ativação de genes relacionados ao metabolismo aeróbico, 
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essencial para a sobrevivência do organismo em condições de baixa disponibilidade de glicose 

ou em ambientes com fontes de carbono alternadas (Lai & Tung, 2009). 

Essas características tornam o complexo Hap2p/3p/4p/5p um regulador chave na 

adaptação metabólica dos microrganismos, especialmente em ambientes com variação na 

disponibilidade de fontes de carbono. 

 

 

 

Figura 43: Estruturação de regiões da proteína do Hap4p e seus respectivos domínios e 

famílias. Imagem obtida por análise no InterProScan. 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 44: Interações proteína-proteína da Hap4p. Avaliação realizada pelo StringDB com 

confiança de 0.700 e apenas dados de fontes de experimentos e databases. 
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6. Considerações finais 

 
Foram identificadas diversas mutações associadas à tolerância de células de S. 

cerevisiae aos ácidos fracos, como o ácido lático. O PCK1 foi um gene que sofreu mutações 

em todas as populações avaliadas. Tal gene, se relaciona com da fosfoenolpiruvato 

carboxiquinase, uma enzima chave na gliconeogênese, evidenciando alguma possível alteração 

no fluxo de energia da célula. O presente trabalho mostra um grande potencial para auxílio na 

construção de uma levedura robusta, tanto em produção quanto em tolerância ao ácido lático 

(AL). É importante frisar também o grande potencial percebido da S. cerevisiae no 

desenvolvimento de resistência ao estresse associado à produção de AL. 
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