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Resumo

A produgio do etanol como combustivel é uma alternativa promissora a utilizagio dos
combustiveis fésseis. Nesse contexto, os residuos agroindustriais tém despontado como
matérias-primas capazes de aumentar a producio de etanol sem competir com a
producio de alimentos. Assim, tanto o soro de queijo, quanto subprodutos
lignocelulésicos podem ser utilizados como substratos para a produgio de etanol. No
entanto, a levedura Saccharomyces cerevisiae é incapaz de metabolizar a lactose presente
no soro de queijo e de crescer nas elevadas temperaturas requeridas no processo de
Sacarificagio e Fermentagio Simultidneas (SSF) de biomassa lignocelulésica. Por outro
lado, Kluyveromyces marxianus CCT7735 ¢ uma linhagem desta levedura, que apresenta
potencial para produzir etanol tanto a partir de soro de queijo quanto de subprodutos
lignocelulésicos. Isto porque ela fermenta lactose e cresce em altas temperaturas.
Todavia, ela tem o seu crescimento inibido em altas concentra¢des de etanol. Portanto,
para viabilizar a produgido de etanol, torna-se necessirio compreender os mecanismos de
resposta ao estresse por etanol em K. marxianus. Sendo assim, este trabalho teve como
objetivo descrever e analisar os principais mecanismos de resposta ao estresse por etanol
em leveduras, descritos na literatura, através de uma revisio bibliogrifica, a fim de
compreender como K. marxianus responde ao estresse etandlico. Nesse sentido, a
abordagem utilizada nesta pesquisa foi do tipo exploratério, descritivo e bibliografico.
Desta forma, os artigos obtidos a partir das bases de dados eletronicos foram analisados
e sistematizados de acordo com a sua releviancia para a compreensio dos mecanismos de
respostas ao estresse por etanol em leveduras. A partir da andlise dos mecanismos
envolvidos na tolerdncia ao etanol descritos na literatura concluiu-se que eles contribuem
para o entendimento das respostas moleculares ao estresse etandlico em K. marxianus.
Entretanto, devido a complexidade destes mecanismos torna-se necessirio fazer um

estudo mais detalhado a nivel molecular a fim de compreendé-los melhor.
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Abstract

The production of ethanol as a fuel is a promising alternative to the use of fossil fuels.
In this context, agro-industrial waste has emerged as raw materials capable of increasing
ethanol production without competing with food production. Thus, both whey and
lignocellulosic byproducts can be used as substrates for the production of ethanol.
However, yeast Saccharomyces cerevisiae is unable to metabolize the lactose present in
cheese serum and to grow at the high temperatures required in the Simultaneous
Saccharification and Fermentation (SSF) process of lignocellulosic biomass. On the
other hand, Kluyveromyces marxianus CCT7735 is a strain of this yeast, which has the
potential to produce ethanol both from cheese whey and from lignocellulosic
byproducts. This is because it ferments lactose and grows at high temperatures.
However, it has its growth inhibited at high concentrations of ethanol. Therefore, to
make viable the production of ethanol, it becomes necessary to understand the
mechanisms of ethanol stress response in K. marxianus. Thus, this work aimed to
describe and analyze the main mechanisms of ethanol stress response in yeasts,
described in the literature, through a literature review, in order to understand how K.
marxianus responds to ethanolic stress. In this sense, the approach used in this research
was exploratory, descriptive and bibliographic. In this way, the articles obtained from
the electronic databases were analyzed and systematized according to their relevance to
the understanding of the mechanisms of ethanol stress responses in yeasts. From the
analysis of the mechanisms involved in the tolerance to ethanol described in the
literature it was concluded that they contribute to the understanding of the molecular
responses to ethanolic stress in K. marxianus. However, due to the complexity of these
mechanisms it becomes necessary to make a more detailed study at the molecular level

in order to understand them better.
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Introducao

A produgio de etanol é uma alternativa para substituir a gasolina e
consequentemente diminuir as emissdes de gases poluentes na atmosfera. Atualmente,
boa parte do etanol produzido no mundo ¢é obtida partir da cana-de-agtcar e do milho,
o chamado etanol de primeira geragio (MORALES ez al, 2015). Todavia, essas
matérias-primas sio alimentos, o que dificulta alavancar a produgio de etanol. Assim, é
necessdrio desenvolver novas tecnologias de produgio de etanol que permitam o
aumento da sua produgio sem competir com a produgio de alimentos. Nesse sentido, a
utiliza¢do de subprodutos agroindustriais, que sio abundantes e de baixo custo, é uma
alternativa promissora (GUO ez al, 2015).

Dentre esses subprodutos, destaca-se o soro de queijo, no entanto, a tradicional
levedura utilizada na fermentagdo alcodlica, Saccharomyces cerevisiae, é incapaz de
metabolizar a lactose, e, portanto, fermentar o soro de queijo. Por outro lado, algumas
linhagens de Kluyveromyces marxianus sio capazes de converter eficientemente a lactose
do soro de queijo em etanol (BARNETT ez al, 2000). K. marxianus CCT7735, uma
linhagem desta levedura, converte a lactose do soro de queijo em etanol com
rendimentos préximos ao tedrico, quando cultivada em alta concentra¢io de lactose e
baixo nivel de oxigénio (SILVEIRA ez al, 2005). As condi¢des 6timas de produgio de
etanol nesse substrato foram estabelecidas posteriormente (DINIZ ez al., 2014).

O etanol também pode ser produzido a partir de biomassa celulésica, por um
processo conhecido como Sacarificagio e Fermentagio Simultineas (SSF), que utiliza
temperaturas elevadas, em torno de 50°C. No entanto, S. cerevisiae é incapaz de crescer
nessas temperaturas. Uma alternativa interessante para contornar esse problema é o uso
de leveduras termotolerantes, como, por exemplo, K. marxianus que apresenta potencial
para produzir etanol em bagago de cana-de-agicar pré-tratado por meio do processo
SSF (SOUZA ¢t al., 2012).

K. marxianus CCT7735 possui potencial para produzir etanol tanto a partir de
soro de queijo, quanto do bagago de cana-de-agicar. No entanto, esta levedura tem o
seu crescimento inibido em altas concentracbes de etanol devido ao estresse induzido
por este metabdlito. Portanto, para viabilizar a produgio de etanol, torna-se necessirio
compreender os mecanismos de resposta ao estresse por etanol em K. marxiaus

CCT7735. Contudo, tais mecanismos sio ainda desconhecidos nesta levedura. Sendo
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assim, este trabalho teve como objetivo descrever e analisar os principais mecanismos de
resposta ao estresse por etanol em leveduras, descritos na literatura, através de uma
revisdo bibliogréfica, a fim de compreender como K. marxianus CCT7735 responde ao

estresse etandlico.

Metodologia

Este trabalho foi realizado a partir de uma revisio sistemdtica descritiva,
desenvolvida com produgio cientifica indexada nas seguintes bases eletronicas de dados:
PubMed- NCBI, Science Direct, Periddicos Capes e Scielo. Os descritores utilizados na
pesquisa foram “etanol”, “residuos agroindustriais” e “estresse”. Foram selecionados
artigos publicados entre 2005 e 2015 e que abordavam como temdtica a produgio de
etanol por leveduras. E foram excluidos os artigos repetidos e os anteriores ao periodo
determinado. Ao final da pesquisa, foram encontrados 450 artigos, porém, apenas 74
mostraram relevincia sobre o assunto.

Apés a selegio dos artigos conforme os critérios de inclusio previamente
definidos, foram seguidos, nessa ordem, os seguintes passos: leitura exploratéria; leitura
seletiva e escolha do material que se adequam aos objetivos e tema deste estudo; leitura
analitica e andlise dos textos, finalizando com a realiza¢do de leitura interpretativa e

redagio do trabalho.

Resultados e Discussao

Na busca inicial foram encontrados 400 artigos. E apés a leitura dos titulos,
notou-se que alguns artigos se repetiram nas diferentes bases de dados e outros nio
preenchiam os critérios deste estudo. Assim, foram selecionados 150 artigos para a
leitura do resumo e exclui- dos os que nido diziam respeito ao propésito deste estudo.
Apés a leitura dos resumos, foram selecionados 74 artigos para o fichamento, e uma vez
que estes preencheram os critérios inicialmente propostos foram lidos na integra. Todos
os artigos selecionados referiam-se a publica¢es brasileiras e estrangeiras. A maioria das

publicacées apresentava idioma inglés.
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Dos artigos selecionados observou-se que nas ultimas décadas, o interesse pelos
biocombustiveis vem aumentando consideravelmente, pois além de ser uma fonte de
energia renovével, sio menos poluentes que os combustiveis fésseis (DEMIRBAS e al.,
2009; MARYANA et al, 2014). O etanol, principal biocombustivel produzido no
mundo, é obtido substancialmente a partir da fermenta¢do da cana-de-agtcar e do
milho, todavia, essas matérias-primas também sdo utilizadas pela industria de alimentos
(MARYANA et al., 2014). Sendo assim, uma alternativa para aumentar a produgio de
etanol sem competir com a produgdo de alimentos é o desenvolvimento de novas
tecnologias que utilizam subprodutos agroindustriais abundantes e de baixo custo como
matérias-primas (GABARDO ez al, 2014). Além disso, essas fontes de energia
apresentam grande quantidade de aguicares potencialmente fermentdveis 4 etanol capaz
de atender a crescente demanda por combustiveis (SAVALIYA ez al., 2015).

O soro de queijo é um efluente oriundo da inddstria de laticinios que promove
polui¢do ambiental quando descartado sem tratamento prévio na natureza (SOUZA er
al., 2010; KOUSHKI e# al,, 2012). A fermentag¢io da lactose, abundante agtcar do soro
de queijo, constitui-se uma alternativa promissora para aliar o tratamento desse efluente
A obtengio de etanol (FLORENCIO e aZ, 2013). A reutilizagio do soro de queijo é
fortemente desejavel, pois pode transformar essa fonte de carbono disponivel em energia
renoviavel sem concorréncia com as culturas alimentares (ARIYANTI e
HADIYANTO, 2013). Porém, S. cerevisiae, a tradicional levedura da fermentagio
alcodlica nio assimila a lactose como fonte de carbono (RUSSEL, 1986; KARGI e
OZMICHI, 2006; LING, K.C, 2008). Por outro lado, algumas linhagens de K
marxianus sio capazes de fermentar a lactose (GUIMARAES ¢f al., 2010; GABARDO
et al., 2014).

Biomassas lignocelulésicas, sio matérias-primas abundantes e de baixo custo que
também podem ser utilizadas na produgio de etanol, pelo processo de Sacarificagio e
Fermentagio Simultineas (SSF) (OLOFSSON ez al, 2008; TOMAS—PE]O et al.,
2009; SOUZA et al., 2012; WAHONO ez al.,, 2014;). Esse processo é conduzido em
temperaturas em torno de 50°C, que correspondem as temperaturas 6timas das enzimas
celuloliticas. Entretanto, a temperatura 6tima de crescimento da levedura 8. cerevisiae é
30°C, ou seja, o seu crescimento ¢ inibido nas temperaturas utilizadas no processo SSF.
Nesse contexto, a utilizagio de leveduras que sio capazes de fermentar em altas

temperaturas ¢ crucial para o processo SSF. Por ser termotolerante, K/uyveromyces
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marxianus vem sendo utilizada em virios estudos de produgio de etanol de segunda
geragio (MORENO ez al, 2013; GABARDO e al., 2014). Algumas linhagens desta
levedura sio consideradas excelentes produtoras de etanol (CASTRO, C. R. A;
ROBERTO, I. C, 2014) pois conseguem metabolizar virios tipos de agucares,
incluindo glicose, manose, galactose, xilose e arabinose (RODRUSSAMEE et al .,
2011; SIGNORI ez al., 2014).

K. marxianus é uma levedura hemiascomiceta, homotdlica, relacionada
filogeneticamente as leveduras Kluyveromyces lactis e 8. cerevisae (LANE;
MORRISSEY, 2011). Inicialmente, K. marxianus foi classificada como uma levedura
Crabtree negativa (FONSECA, 2008), isto ¢, em ambientes aerdébios ela direciona o
metabolismo preferencialmente para o ciclo do édcido tricarboxilico. Todavia, hd estudos
mostrando que algumas linhagens produzem etanol quando cultivadas em altas
concentra¢des de agucar, sendo classificadas como respiro-fermentativas, ou seja, a
fermentagio e a respira¢io ocorrem simultaneamente (LANE; MORRISSEY, 2011).

Essa levedura tem sido isolada de diferentes ambientes, apresentando alta
diversidade metabdlica e substancial grau de polimorfismo intraespecifico (FONSECA
et al., 2008). A levedura K. marxianus CCT 7735, isolada do ambiente de laticinios na
regidio da Zona da Mata Mineira, denominada inicialmente K. marxianus UFV-3, é
capaz converter a lactose do soro de queijo em etanol com rendimentos préximos ao
teérico, quando cultivada alta concentragio de lactose e baixo nivel de oxigénio
(SILVEIRA ez al., 2005). As condigdes 6timas de produgio de etanol nesse substrato
foram estabelecidas posteriormente (Diniz ez al., 2014).

K. marxianus possui os genes LACI12 e LAC4 que codificam a permease de lactose
e a enzima f-galactosidase, respectivamente (LANE e MORRISSEY, 2010;
GABARDO et al., 2014). Primeiro, a lactose é transportada do meio extracelular pela
permease, em seguida, a enzima P-galactosidase catalisa a reagdo de hidrélise da
molécula de lactose em glicose e galactose. A glicose é direcionada para a via glicolitica,
enquanto a galactose é metabolizada pela via de Leloir (SYRIOPOULOS et aZ., 2008),
formando a glicose 1-P que ¢ convertida em glicose 6-P, que entra na via glicolitica
(SEIBOTH e al, 2007). O piruvato, dltimo intermedidrio da via glicolitica,
dependendo das condigoes de cultivo pode seguir pelo ciclo do Acido citrico sendo

totalmente oxidado a CO; ou entrar na via fermentativa sendo reduzido a etanol (BAI ez

al., 2008; PFEIFFER e MORLEY, 2014).
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K. marxianus CCT 7735 também apresenta potencial para produzir etanol em
bagaco de cana-de-agtcar pré-tratado por meio do processo SSF (SOUZA et al., 2012).
Ao contrério de §. cerevisiae, K. marxianus e boa parte das leveduras sio incapazes de
sobreviver em concentragdes superiores de etanol a 6% v/v (FLEET,1990; GIL ez al,
1996; PINA et al, 2004). K. marxianus CCTT 7735 apresenta forte inibi¢io do seu
crescimento na concentragio de etanol de 8% (v/v) (SILVEIRA ez al, 2005). Apesar de
S.cerevisiae ser mais tolerante ao etanol, o acimulo deste metabdlito durante a
fermentagdo interfere em sua viabilidade e capacidade fermentativa (LEWIS ez al,
2010; KIM ez al., 2013a). Sendo assim, o efeito e as respostas adaptativas ao etanol vém
sendo amplamente investigados a fim de compreender os mecanismos de tolerdncia ao
etanol.

As leveduras necessitam manter um ambiente intracelular adequado ao seu
crescimento e funcionamento. Porém, em condi¢des de estresse ocorre instabilidade
celular, levando a flutuagdes no ambiente interno. Altas concentragdes intracelulares de
etanol inibem o crescimento celular, provocando altera¢des metabdlicas e estruturais que
levam 2 redugio da viabilidade das leveduras durante o processo fermentativo (WANG
et al., 2007; RICCI ef al., 2012; BLEOANCA ez al., 2013).

Inicialmente, o etanol realiza ligagio com os grupos polares dos fosfolipidios
presentes nas membranas, reduzindo assim a quantidade de dgua presente nesta
estrutura, o que induz a sua desidratagio (PATRA ez al, 2006). A interagio deste dlcool
com os lipidios da membrana celular interfere na integridade desta estrutura,
aumentando a sua permeabilidade e fluidez, o que promove a dissipagdo do potencial
eletroquimico de membrana com a subsequente acidificagdo intracelular (MA e LIU,
2010a; VANEGAS ez al., 2012; PASCHOS ez a/., 2015). Além disso, este metabdlito
induz a redugio da espessura da membrana (DICKEY er a4/, 2010), afetando o
transporte de pequenas moléculas tais como aminoacidos e agicares (ALEXANDRE ez
al., 2001; LEI ez al, 2007; BLEOANCA et al, 2013). O etanol estimula ainda a
formagio espécies reativas de oxigénio que causam danos a0 DNA (HONG ez aZ., 2010;
KAHR et al, 2011; SASANO, 2012a), lipidios e proteinas (AUESUKAREE ez al,
2009; ANDERSON ez al., 2012). Ele também inativa enzimas importantes, como a
hexoquinase e piruvato quinase, pela mudanca conformacional da estrutura destas

proteinas (HONG ez al., 2010; DOGAN et al., 2014; PASCHOS ez al,, 2015).
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Porém, quando as leveduras sio submetidas ao estresse por etanol, elas
conseguem desenvolver virias respostas moleculares para reparar os danos e proteger as
estruturas celulares dos efeitos induzidos pelo etanol, a fim de reestabelecer a
homeostase intracelular. Devido a exposi¢io aos efeitos téxicos do etanol, as leveduras
reorganizam as atividades celulares para se adaptarem a essa condigdo de estresse,
garantindo assim a sua sobrevivéncia (ARAKI ez al, 2009; PLAZA et al., 2013;
PASCHOS ez al., 2015). As estratégias utilizadas pelas leveduras para tolerar os efeitos
téxicos do etanol incluem a regulagdo da expressdo génica, remodelamento de estruturas
celulares e sintese de metab6litos (YU ez al, 2012; LI ez al, 2012). As principais
respostas da levedura §. cerevisiae ao estresse por etanol envolvem as proteinas do choque
térmico (HSPs), bem como as chaperonas SSA e APJI, que sio altamente expressas
nesta condi¢io de estresse. As HSPs pertencem a classe das chaperonas, enzimas que
atuam auxiliando o enovelamento proteico, assegurando assim a conformagio funcional
das proteinas apés os processos de desnaturagio provocados pelo etanol.
(MCCLELLAN ez al., 2007; GONG et al., 2009; NICOLAOU et al., 2010). Desta
forma espera-se que K. marxianus ative diversas respostas celulares, incluindo enzimas
metabdlicas, antioxidantes, sintese de metabdlitos e chaperonas moleculares a fim de
minimizar os danos intracelulares e reestabelecer a homeostase.

As vias de transdugio de sinal que regulam a atividade dos fatores de transcri¢do
Hsf1, Msn2 e Msn4 sio requeridas na protegio contra o estresse por etanol (BERRY e#
al., 2011). Hsfl é um fator de transcri¢io que induz a expressio de genes que codificam
proteinas do choque térmico, HSEs (ARAKI ez 4/, 2009; NOGUCHI ¢t 4/, 2011). O
etanol estimula a transloca¢io de Msn2 e Msn4 do citoplasma para o nicleo, levando a
ativagio da transcri¢io dos genes associados aos elementos de respostas ao estresse
(WATANABE e¢f al., 2009; NOGUCHI ef al, 2011), dos genes que codificam as
proteinas de choque térmico e dos genes cujos produtos controlam a acumulagio de
trealose (VOORST et al., 2006; BLEOANCA ez al., 2013). Assim, os genes de sintese
da trealose (7PS1, TPS2, TSL1, PGM?2, ¢ UPGI) sio regulados positivamente sob o
estresse por dlcool, elevando assim a quantidade de trealose no meio. Esse metabdlito
ajuda no dobramento correto de proteinas, inibe a desnatura¢do de proteinas, bem como
diminui a permeabilidade da membrana (DING ez a/, 2010; MAHMUD ez al., 2012;
ZHENG et al, 2013; WANG ez al, 2014). As respostas ao estresse por etanol

envolvendo os fatores transcricionais HSF1 e Msn2/Msn4 sio fundamentais para
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estabilizar e prevenir a agregagio de proteinas desnaturadas e mal dobradas
(BLEOANCA ¢z al., 2013).

Neste contexto, a resposta transcricional possibilita a identificagio de genes de
resposta ao etanol em K. marxianus. Na literatura, a alteragdo na expressio de genes
relacionados a organizagio da parede celular, membrana, biogénese, biossintese de
proteinas e trealose, bem como aqueles envolvidos no metabolismo de aminoacidos,
nucleotideos, lipidios, dcidos graxos e ergosterol sdo descritos como responsiveis por
conferir a levedura S. cerevisae tolerincia ao etanol (TEIXEIRA ez al, 2009
YOSHIKAWA ef al., 2009; PEREZ-GALLARDO ez al,, 2013). E desta forma, eles
também devem estar relacionados a tolerdncia ao etanol em K. marxianus, podendo ser
alvo de estudos posteriores. Além disso, a ativagio de genes relacionados a resposta ao
estresse ambiental (ESR) induz a expressdo dos genes associados a gera¢io de energia,
tais como genes que codificam enzimas glicoliticas (BERRY ez aZ, 2011). Por outro
lado, os genes envolvidos no crescimento celular, sintese de RNA mensageiro e de
proteinas sio reprimidos (STANLEY ez a/, 2010). Esse fator de resposta coincide com
os relatos de estudo anteriores de que altas concentra¢des de etanol inibem o
crescimento de K. marxianus.

Os mecanismos de tolerdncia ao etanol em leveduras sio complexos e envolvem
multiplos genes e, embora a expressio de virios genes tenha sido associada as linhagens
de leveduras §. cerevisiae resistentes ao etanol, é importante quantificar a expressio
desses genes em K. marxianus para entender a relevincia dos mesmos durante a
tolerdncia ao etanol (LIU ez a/, 2009; MA e LIU, 2010b). A andlise da expressio génica
permite compreender as respostas transcricionais ocorridas nas células devido as
varia¢coes ambientais (PUROHIT ez a/, 2015).

Os danos provocados pelo etanol na membrana de leveduras, leva a mudanga na
composi¢io fosfolipidica desta estrutura (HENDERSON ez 4/, 2011), aumentando o
conteido de dcidos graxos insaturados e ergosterol para estabilizar a sua fluidez
(ZHAO, 2009; VANEGAS e al, 2012). Em 8. cerevisize, os icidos graxos
monoinsaturados palmitoléico e oleico sio sintetizados para compensar os danos
causados pelo estresse por etanol, conferindo tolerdncia as leveduras (YOU ez a/, 2003;
AGUILERA et al., 2006; LEWIS ez al., 2010). O ergosterol, principal esterol da
membrana de S. cerevisise (HENDERSON e al, 2011), preserva a integridade

estrutural da membrana em condi¢des de estresse ambiental (DICKEY ez 4/, 2010).
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Essa molécula interage com os lipideos, formando uma fase liquida ordenada,
modulando a intera¢do do etanol com a membrana, protegendo-a dos efeitos deletérios
dos dlcoois (VANEGAS e al., 2010). Nesse sentido, espera-se que K. marxianus sob
estresse por etanol promova alteragdes moleculares na membrana com o intuito de
reorganizar a sua bicamada lipidica impedindo assim a redugdo induzida pelo etanol na
espessura desta estrutura. Portanto, essas modificagdes devem ocorrer para manter a
espessura adequada da membrana, conferindo assim, um fator de sobrevivéncia celular
diante a toxicidade do etanol.

Embora os estudos presentes na literatura contribuam para a compreensio da
tolerdncia ao etanol em K. marxianus, esses mecanismos sio complexos, e as respostas
adaptativas a este metabdlito ainda nio sdo totalmente compreendidas. Entretanto,
estudos recentes sobre o perfil metabélico de leveduras sob estresse etandlico, tem
permitido avaliar as mudangas intracelulares que ocorrem nessas condi¢des. Sendo
assim, a abordagem metabolomica permite identificar metabélitos associados a resposta
ao estresse por etanol em K. marxianus CCT7735. E assim, tais informa¢des podem
contribuir para elucidar o processo de tolerincia ao etanol nesta levedura.

Segundo LI e# al, (2012), o estresse por etanol causa impactos no perfil dos
metabdlitos relacionados ao metabolismo de carboidratos, lipideos e aminoacidos.
LOURENCO et al, (2013) também identificou alteragdes no metaboloma de .
cerevisiae sob estresse por etanol. Neste artigo o acimulo de aminodcidos e
intermedidrios do ciclo de Krebs foi relacionado com a prote¢io celular durante o
estresse. Além disso, a andlise de leveduras mutantes, S. cerevisiae BY4742, sob estresse
por etanol demonstrou que os metabdlitos, prolina, valina e inositol contribuem para a
tolerincia destas leveduras ao etanol (OHTA ef a/, 2015). Neste sentido, devem
ocorrer mudangas nos niveis de dcidos graxos e aminoacidos, associadas a tolerancia ao
etanol K. marxianus.

Em §. cerevisiae, a prolina exerce papel importante na sua adaptagio ao etanol
(SEKINE ez al, 2007; YOSHIKAWA ez al., 2009; LOURENCO et al, 2013). Este
aminodcido promove a estabilidade das membranas, inibe a agregagio de proteinas e
elimina as espécies reativas de oxigénio (ROS) (DING ez al, 2009; SASANO, 2012ab).
Portanto, pode-se considerar que o aminodcido prolina tem seus niveis aumentados
durante o estresse por etanol em K. marxiaus, contribuindo portanto, para aumentar a

estabilidade das membranas, prevenir a agregacio proteica durante o redobramento
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proteico, bem como eliminar as espécies reativas de oxigénio impedindo seu actimulo

intracelular.

Conclusao

A anilise dos mecanismos envolvidos na tolerdncia ao etanol descritos na literatura tem
contribuido para o entendimento das respostas moleculares ao estresse etandlico em K.
marxianus CCT 7735. Entretanto, esses mecanismos sio complexos e dependem de
vérias intera¢des celulares. Portanto, torna-se necessirio fazer um estudo mais detalhado

a nivel molecular a fim de compreendé-los melhor.
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