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RESUMO

O interesse pela levedura Dekkera bruxellensis tem aumentado na ultima década
pela sua capacidade de instalagdo e manutencao no processo fermentativo industrial
de produgdo de etanol combustivel, chegando a superar a populagdo de
Saccharomyces cerevisiae, a principal levedura usada como fermento. Essa
capacidade esta relacionado a assimilagdo de nutrientes presentes no caldo de
cana, como por exemplo as fontes de nitrogénio, sendo indispensaveis para o
crescimento celular. Diante desse desempenho competitivo e fermentativo
demonstrado pela D. bruxellensis, ha um interesse em esclarecer de que forma
acontece o sucesso dessa levedura no ambiente industrial. Este trabalho tem como
objetivo avaliar a inflluéncia de diferentes fontes de nitrogénio na taxa especifica de
crescimento, bem como na fisiologia e expressdo de genes de células de
D.bruxellensis cultivadas na presenga ou auséncia de oxigénio. Para isso, foram
feitos cultivos na presenca de aminoacidos, nitrato ou aménio como fonte de
nitrogénio em condigcdes aerdbicas e anaerobicas, aliados a analise fisiologica feitas
em HPLC e genética através de expressdo génica por PCR em tempo real. Os
resultados gerados nesse trabalho relatam que a disponibilidade de oxigénio
influéncia a preferéncia de assimilagdo de cada um dos aminoacidos bem como, a
expressao de genes e permeases envolvidos no metabolismo central do nitrogénio
da levedura D. bruxellensis. A glutamina é o aminoacido preferencial independente
da concentracdo de oxigénio, no entanto em anaerobiose aspartato e glutamato
também foram consideradas preferéncias. Os dados também mostram que a
maquinaria catabdlica no meio contendo todos aminoacidos e no meio contendo
nitrato € mais eficiente na auséncia de oxigénio. Além disso, apontam para a
importancia do nitrato como aceptor de elétrons na auséncia de oxigénio, tal como
observado em processos de fermentagdo industrial. Por fim, os resultados
contribuem para uma melhor descricdo de aspectos fisiolégicos relacionados as
fontes de nitrogénio pela levedura D. bruxellensis e revelam a influéncia negativa do
oxigénio sobre a assimilagdo do nitrato, além de oferecer estratégias que ajudam a
favorecer o seu crescimento, contribuindo para uma futura aplicagao biotecnolégica

dessa levedura.

Palavras-chave: Nitrato. Aménio. Aminoacidos. Expressdo génica por qPCR.
Anaerobiose.



ABSTRACT

The interest in the Dekkera bruxellensis yeast has increased in the last decade due
to its capacity of installation and maintenance in the industrial fermentation process
of ethanol fuel production, surpassing the population of Saccharomyces cerevisiae,
the main yeast used as ferment. This capacity is related to the assimilation of
nutrients present in sugarcane juice, such as nitrogen sources, which are
indispensable for cell growth. Given this competitive and fermentative performance
demonstrated by D. bruxellensis, there is an interest in clarifying the success of this
yeast in the industrial environment and how it happens. This work aims to evaluate
the influence of different nitrogen sources on the specific growth rate, as well as on
the physiology and expression of D.bruxellensis cells grown in the presence or
absence of oxygen. For this, cultures were made in the presence of amino acids,
nitrate or ammonia as a source of nitrogen under aerobic and anaerobic conditions,
allied to the physiological analysis done in HPLC and genetics through gene
expression by real-time PCR. The results generated in this work report that the
oxygen availability influences the assimilation preference of each of the amino acids
as well as the expression of genes and permeases involved in the central nitrogen
metabolism of the D. bruxellensis yeast. Glutamine is the preferred amino acid
regardless.The oxygen concentration, however, there were also preferences
considered in anaerobic aspartate and glutamate. The data also shows that the
catabolic machinery in the medium containing all amino acids and in the medium
containing nitrate is more efficient in the absence of oxygen. In addition, they point to
the importance of nitrate as an electron acceptor in the absence of oxygen, as
observed in industrial fermentation processes. Finally, the results contribute to a
better description of the physiological aspects related to nitrogen sources by the D.
bruxellensis yeast and reveal the negative influence of oxygen on the assimilation of
nitrate, besides offering strategies that help to promote its growth, contributing to

biotechnological application of this yeast.

Key-words: Nitrate. Ammonia. Amino acids. Gene expression by qPCR.
Anaerobiosis.



LISTA DE ILUSTRAGOES

REVISAO DA LITERATURA

Figura 1 - Micrografia da linhagem GDB248 da espécie D. bruxellensis................... 14
Figura 2 - Relagao filogenética entre leveduras..............ccoooviiiiiiiiiiiccccee e 17
Figura 3 - Representacao esquematica do metabolismo de aminoacidos............... 25
Figura 4 - Via de assimilagdo do nitrato em leveduras..............cccooviiiiiiiiiiiiiiieeneeen. 29

ON THE CATABOLISM OF AMINO ACIDS IN THE YEAST DEKKERA
BRUXELLENSIS AND THE IMPLICATIONS TO INDUSTRIAL FERMENTATION
PROCESSES

Figure 1 - Growth curves of Dekkera bruxellensis GDB 248 in synthetic medium..... 57
Figure 2 - Growth curves of Dekkera bruxellensis GDB 248 in synthetic medium.... 58
Figure 3 - Level of expression of the permease encoding genes.............c.cccovvvenen. 59

Figure 4 - Level of expression of the enzyme encoding genes..............ccoevvvevvnnnnnns 60

FISIOLOGIA DA LEVEDURA DEKKERA BRUXELLENSIS EM RESPOSTA A
dIFERENTES FONTES NITROGENIO NA PRESENCA E AUSENCIA DE
OXIGENIO

Figura 1 - Velocidade especifica de consumo de glicose...........ccccoevvevriviviiiiieeeennnn. 69



LISTA DE TABELAS

ON THE CATABOLISM OF AMINO ACIDS IN THE YEAST DEKKERA
BRUXELLENSIS AND THE IMPLICATIONS TO INDUSTRIAL FERMENTATION
PROCESSES

Table 1 - Classification of amino acids...............cooiiiii i

Table 2 - Assimilation of amino acids during growth of Dekkera..............................

FISIOLOGIA DA LEVEDURA DEKKERA BRUXELLENSIS EM RESPOSTA A
DIFERENTES FONTES NITROGENIO NA PRESENGA E AUSENCIA DE
OXIGENIO

Tabela 1 - Velocidades especificas maximas de crescimento (UmMax)......................
Tabela 2 - Porcentagem de agucar consumido, rendimento em biomassa, etanol,
glicerol e acetato por células de D. bruxellensis GDB 248 na presenca de
= 0 110 ] o RPN
Tabela 3 - Porcentagem de agucar consumido, rendimento em biomassa, etanol,
glicerol e acetato por células de D. bruxellensis GDB 248 na presenca de
b= 11 0[] o 1o TP
Tabela 4 - Porcentagem de agucar consumido, rendimento em biomassa, etanol,
glicerol e acetato por células de D. bruxellensis GDB 248 na presenca de
= 0 110 ] o RPN

Tabela 5 - Velocidades especificas de CONVErsao ..........ccccoeeeeiieiiiiieeieeiiiieeeeeeeenn.

61

61

69

72

73



2-0G

BCAA
CNM
cDNA
DO
GOGAT
GAAC
GS
HPLC
MW
mRNA
Ln

N
NADH
NADPH
NAD+
NADP+

NADPH-Gdh

NAD-Gdh
NCBI
NCR
NMR
qPCR
QR

rDNA
RNA

SD
RT-gPCR
uv

YNB
WGD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

2-oxoglutarate

Aminoacidos

branched-chain AA

central nitrogen metabolism

DNA complementar

Densidade optica

Glutamine/2-oxoglutarate amino transferase

Via geral de controle dos aminoacidos

Glutamine synthase

Cromatografia liquida de alto desempenho

Peso molecular

RNA mensageiro

Logaritimo neperiano

Nitrogen

Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida)
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida)
Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma oxidada)
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma oxidada)
NADPH-dependent glutamate dehydrogenase

NAD’-dependent glutamate dehydrogenase
National Center for Biotechnology Information
Repressao catabolica do nitrogénio
Repressao metabolica do nitrogénio

PCR quantitativa

Quantificagéo Relativa

Acido desoxirribonucleico ribossomal
Ribonucleic acid / Acido ribonucléico
Synthetic defined medium

PCR quantitativa com transcricéo reversa
Ultravioleta

Yeast Nitrogen Base

Duplicagéo do gendbma total



SUMARIO

1 INTRODUGAO ......c.oeeeeerertesreseessessesaessessesaessessesaesssssesssssesssssssssssessessssssssssasssssnenns 12
LI O 1= N 1 I AV S PP 13
1.1.1 Objetivo geral ... 13
1.1.2 Objetivo eSPeCIfiCO........euummmmmmmmeiinniiiininieeeeeeee e 13
2 REVISAO DA LITERATURA ........oooirirecisieesses e sse e ssesssssesssssesssssssssssssnsnees 14
2.1 CARACTERISTICAS BASICAS DE Dekkera bruxellensis .................ccccceoceen... 14
2.2 ASPECTOS GENETICOS E EVOLUTIVOS DA LEVEDURA D. bruxellensis..... 16
2.3 FISIOLOGIA DE Dekkera bruxellensis................ccouuiieiieeeeeiiiiaieeeeeeeeeeieaaa e 18
2.3.1 Aspectos fisiologicos que contribuem na sustentacdao de D. bruxelensis
na dorna de fermentacgao industrial.........cccc...eoiiiiiiiiiccccc 18
2.3.2 Assimilagao de fontes de carbono por D. bruxellensis..............c..cccccevrrenns 19
2.3.3 Impacto do oxigénio na produgao de biomassa e etanol.........cccccccceevrrenns 20
2.3.4 Impacto do oxigénio na producgao acetato e glicerol..........ccccvrreenccciiiiinnnns 22
2.3.5. Anaerobiose estrita em D. bruxellensis ............ccccueeeencceiiiiiinnnnneessssnsnnnnnn 23
2.4 METABOLISMO DO NITROGENIO ......oovoviiieicecece e, 24
2 S X3 0 T= e o X e 1= - T 24
2.4.2 Assimilagao da fonte de Nitrogénio........cceueeeiiiiiiiiiicccccre e 24
2.4.3 Regulagao dos compostos nitrogenados ..........cccccceevimmemenrirreessssereeesssseeeeas 27
2.4.4 Metabolismo do Nitrato........c.ccooveeeeiiiiiiece e e r e e 28

3 ON THE CATABOLISM OF AMINO ACIDS IN THE YEAST DEKKERA
BRUXELLENSIS AND THE IMPLICATIONS TO INDUSTRIAL FERMENTATION
PROGCESSES. ...ttt as s e 31
4 FISIOLOGIA DA LEVEDURA DEKKERA BRUXELLENSIS EM RESPOSTA A
DIFERENTES FONTES NITROGENIO NA PRESENGA E AUSENCIA DE

(0, ([ =1 1] [ 2 62
5 DISCUSSAOD GERAL ......ccerurereruenirsseresesessssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssenes 85
6 CONCLUSOES ......coieetreccrereres e ses e sss e se s s sas e s sas st s s nss s 90
REFERENCIAS........ccoireiteecetrerseecrtsasse e sesssasas s e st sassesssesssasassessesassensnssssasssnsnsssnans 91
ANEXO A - ANALISE DIFERENCIAL DO PROTEOMA DE DEKKERA
BRUXELLENSIS CULTIVADA EM NITRATO NA AUSENCIA DE OXIGENIO ....... 99
ANEXO B - YEAST AUTHOR GUIDELINES............ooiiiiimmrrrrnssssssss s 112
ANEXO C - GLUTAMINE: A MAJOR PLAYER IN NITROGEN CATABOLITE
REPRESSION IN THE YEAST DEKKERA BRUXELLENSIS..........cccccoiniiemennninns 116

ANEXO D - CURRICULO LATTES ATUALIZADO (2013- ATUAL)......cccovureencne. 117



12

1 INTRODUGAO

Dekkera bruxellensis € uma levedura altamente competitiva no contexto
industrial de producdo de etanol que tem caldo de cana como substrato,
apresentando uma caracteristica comum a poucas leveduras: a capacidade de
crescer num ambiente anaerdbio. O éxito adaptativo das células de D. bruxellensis
no ambiente industrial de produgao de etanol esta relacionado com a capacidade
das células assimilarem nutrientes no caldo de cana, principalmente as fontes de
carbono e nitrogénio. Como fontes de nitrogénio, s&o encontrados principalmente
amonio e nitrato neste substrato, sendo este ultimo assimilado apenas pelas células
de D.bruxellensis e nao pelas células de Saccharomyces cerevisiae. A capacidade
de assimilacdo do nitrato pelas células de D. bruxellensis, acontecendo mesmo na
presenca de amoénio foi descrito como um importante fator de adaptacao para que as
células crescam e se estabelecam no processo de fermentacao industrial.

Apesar de D. bruxellensis ser uma levedura constantemente identificada nas
destilarias de alcool combustivel, cujo ambiente € predominantemente anaerobio,
poucos estudos relatam a fisiologia dessa levedura na auséncia de oxigénio. Sabe-
se que nessa condicdo as leveduras produzem glicerol a fim de re-oxidar o NADH
gerado nos processos anabdlicos, no entanto, € observado uma limitada produgéo
de glicerol pelas células de D. bruxellensis durante o crescimento celular em relagéo
ao que é produzido por S. cerevisiae. Sendo assim, ndo esta claro na literatura
como, em anaerobiose, as células de D. bruxellensis conseguem fechar seu balanco
redox. Tem sido relatado, no entanto, que, em anaerobiose, a adicdo de
aminoacidos ou do nitrato alivia o desbalang¢o redox gerado pela limitada produgao
de glicerol nestas células. Nesse contexto, a hipotese de que a capacidade de
assimilacao de diferentes fontes de nitrogénio altera diversos aspectos fisiolégicos e
genéticos na levedura D. bruxellensis enfatiza a importancia da fonte de nitrogénio
para o sucesso adaptativo dessa levedura na dorna de fermentagao industrial.

Diante disso, a compreensao acerca da capacidade de metabolizagcdo de
cada um dos aminoacidos, do nitrato e da aménio, principalmente na condicdo de
anaerobiose estrita, ajudara na compreensdo de como esses compostos favorecem
a permanéncia da levedura D. bruxellensis no ambiente industrial. Neste contexto,
no artigo intitulado “On the catabolism of amino acids in the yeast Dekkera

bruxellensis and the implications to industrial fermentation processes” foi
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avaliada a capacidade de assimilacdo de cada aminoacido o que permitiu classifica-
los de acordo com sua preferéncia, bem como entender acerca do mecanismo de
repressao catabalica do nitrogénio através do estudo da expressao de permeases e
genes da via do metabolismo central do nitrogénio. Ja o artigo intitulado “Fisiologia
da levedura Dekkera bruxellensis em resposta a presenga de nitrato e/ou
amoénio como fontes nitrogénio na presenga e auséncia de oxigénio” procurou
investigar como a utilizagdo do nitrato e da aménio afetam o metabolismo do
carbono e os rendimentos dos produtos da fermentagcdo em condi¢gdes aerdbias e
anaerobias bem controladas. Os resultados gerados nesse trabalho relatam que a
disponibilidade de oxigénio influéncia a preferéncia de assimilagdo de cada um dos
aminoacidos bem como, a expressao de genes e permeases envolvidos no
metabolismo central do nitrogénio da levedura D. bruxellensis. Alem disso, as taxas
de crescimento no meio contendo nitrato ou aménio bem como, os produtos da
fermentacdo sdo também notavelmente modificados em fungcdo da disponibilidade

nitrogénio e oxigénio.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Estudar o efeito de diferentes fontes de nitrogénio no metabolismo central do
carbono e do nitrogénio na levedura Dekkera bruxellensis na presenga ou auséncia

de oxigénio.

1.1.2 Objetivo especifico

a) Avaliar a capacidade de crescimento de D. bruxellensis na presenca de
diferentes aminoacidos como fonte de nitrogénio em condigbes respiro-
fermentativa na presenga de oxigénio ou completamente fermentativa na
auséncia de oxigénio;

b) Avaliar o papel de genes que codificam permeases e genes envolvidos no
metabolismo central do nitrogénio na levedura D. bruxellensis na assimilagédo de

diferentes fontes de nitrogénio, na presencga ou auséncia de oxigénio;
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c) Investigar como a utilizagdo do nitrato ou aménio afeta o metabolismo do
carbono e os rendimentos dos produtos da fermentagdo em D. bruxellensis em

condicdes aerdbias e anaerobias.
2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS BASICAS DE Dekkera bruxellensis

A levedura da espécie D. bruxellensis, anamorfo Brettanomyces bruxellensis
pertence a Familia Saccharomycetacea (BARNETT et al., 1983). O género
Brettanomyces é conhecido desde 1904. Esta levedura foi isolada no final da
fermentacdo de uma cerveja inglesa e sua participagdo no processo estava
relacionada a caracteristicas aromaticas (CLAUSSEN, 1904). Mais adiante, em
1964, Van der Walt encontrou ascosporos em isolados de B. bruxellensis e B.
intermedius, e descreveu o género Dekkera como teleomorfo de Brettanomyces
(VAN DER WALT, 1964). A morfologia das células da levedura D. bruxellensis é
bastante diversificada, apresentando-se principalmente na forma eliptica (VAN DER
WALT, 1964), conforme apresentada.

Figura 1 - Micrografia da linhagem GDB248 da espécie D. bruxellensis crescidas em

meio Mineral com aménio.

Fonte: Elaborada pelo autor (A) (2017)

A espécie D. bruxellensis tem um longo histérico de episodios de
contaminagéo em destilarias de alcool combustivel no Nordeste brasileiro (BASILIO
et al., 2008; DE SOUZA LIBERAL et al., 2007; PEREIRA et al., 2012) nos EUA,
Canada, Suécia (ABBOTT et al.,, 2005; PASSOTH et al., 2007) e na industria
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mundial de vinho (CHATONNET et al., 1992; LOUREIRO e MALFEITO-FERREIRA,
2003; WOOLFIT et al., 2007) cujos ambientes sdo predominantemente anaerdbios.
Alguns trabalhos relatam a associacéo desta levedura a queda do rendimento em
etanol e a mudancas no aroma e sabor dos vinhos (BASILIO et al., 2008; DE
SOUZA LIBERAL et al.,, 2007; LOUREIRO e MALFEITO-FERREIRA, 2003).
Entretanto, em uma pesquisa feita em quatro destilarias de etanol no nordeste
brasileiro, nas safras entre 2010-2011, D. bruxellensis esteve presente em 70% das
amostras coletadas e sua prevaléncia variou de 0 a 70% nestas amostras. Mesmo
assim, n&o foi relatado um efeito negativo dessa levedura sobre a eficiéncia do
processo fermentativo (PEREIRA et al., 2012).

Por muito tempo a origem da contaminagdo na destilaria de etanol foi
desconhecida. Recentemente, um trabalho tentou identificar a origem dessa
contaminagdo no ambiente industrial de producdo de etanol e se verificou a
existéncia de células na agua de lavagem, no caldo de cana, na vinhaga € no campo
(DA SILVA et al., 2016). Nos vinhos, a contaminagdao geralmente nao acontece
durante a fermentagao, sendo esta levedura frequentemente encontrada durante a
conservacao nos barris ou apods envase, em média de 6 a 10 meses apds o
armazenamento (COCOLIN et al., 2004). Nos vinhos, esse micro-organismo
converte 4&cidos hidroxicindmicos em compostos fendlicos volateis, que, em
determinadas concentragbes ocasionam o aparecimento de “off-flavours”, ou seja,
substancias que conferem odores e sabores indesejaveis as bebidas.

Apesar disso, em alguns vinhos, por exemplo, nos vinhos franceses Chateau
the Beaucastel, D. bruxellensis contribui positivamente para o perfil aromatico
(SCHIFFERDECKER et al., 2014) e outro estudo mostra a capacidade que essa
levedura tem de produzir substancias capazes de conferir sabores desejaveis as
bebidas fermentadas a partir do caldo de cana (CASTRO PARENTE et al., 2015).
Além disso, um trabalho anterior j& havia mostrado que o genoma desta levedura
possui dois genes que codificam para a enzima responsavel pela producao do fenil-
acetaldeido (DE SOUZA LIBERAL et al., 2012), uma substancia que confere o
aroma floral aos vinhos (VERSTREPEN et al., 2003). A presenca de dois paralogos
para este gene chamado de ARO70 no genoma de D. bruxellensis parece ser uma
caracteristica unica dentre os ascomicetos, pelo menos daqueles cujo genoma ja
fora sequenciado (DE SOUZA LIBERAL et al., 2012). Isto reforga o potencial que
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esta levedura pode ter na producdo de bebidas diferenciadas, como ja acontece na
producao de cervejas Belgas do tipo Lambic (MARTENS et al, 1997).

2.2 ASPECTOS GENETICOS E EVOLUTIVOS DA LEVEDURA D. bruxellensis

Apesar do crescente numero de estudos abordando aspectos fisioldgicos de
D. bruxellensis, pouco se sabe sobre suas caracteristicas genéticas, e poucos
trabalhos relatam a diversidade genética desta levedura.

Em 2007, foi realizado o sequenciamento do genoma de um isolado de
vinicola da levedura D. bruxellensis mostrando que o genoma desta espécie deve
conter cerca de 7.340 genes. Foram identificadas 2.606 sequéncias completas ou
parciais de genes codificadores de proteinas ortdlogos a genes de S. cerevisiae e
outros 277 nao ortdlogos S. cerevisiae, mas, ortdlogos a outras espécies
Saccharomycetales, como, Candida albicans, Hansenula polymorpha e Pichia
pastoris (IWOOLFIT et al., 2007). As proteinas ortdlogas entre D. bruxellensis e S.
cerevisiae apresentam cerca de 48,8% de identidade em aminoacidos enquanto
S.cerevisiae e C. albicans compartilham cerca de 52,9%. O estudo de cariétipo de
30 linhagens de D. bruxellensis isoladas de vinho indicou que o numero de
cromossomos variou de quatro a nove, com tamanhos variando entre um pouco
menos de 1Mb a mais de 6Mb (HELLBORG e PISKUR, 2009). Isso mostra uma
grande diversidade genética nessa levedura, semelhante ao que acontece em S.
cerevisiae.

Borneman et al. (2014) compararam o genoma de quatro cepas de D.
bruxellensis, e duas delas (AWRI1613 e CBS2499) foram determinados como
dipldides enquanto que as outras duas (AWRI11499 e AWRI1608) eram triploides.
Curiosamente, nas linhagens tripléides, estavam dois dos conjuntos cromossémicos
das linhagens dipldides, enquanto o terceiro conjunto de cromossomos foi menos
semelhante, provavelmente devido a uma hibridizacdo das estirpes com uma cepa
de D. bruxellensis ou uma espécie estreitamente relacionada ainda nao identificada
(BORNEMAN et al., 2014).

A analise filogenética de ascomicetos sugere que as linhagens dos clados
Saccharomyces/Kluyveromyces e Dekkera/Brettanomyces foram separadas a 200
milhdes de anos atras (ROZPEDOWSKA et al., 2011) conforme apresenta a Figura
2. Essa divergéncia ocorreu muito antes da "Duplicacdo do Genoma Total” (Whole
Genome Duplication, WGD) que aconteceu em S. cerevisiae (WOOLFIT et al.,
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2007). No evento WGD, Saccharomyces divergiu da linhagem Kluyveromyces pela
caracteristica de reprimir a respiracdo e acumular etanol mesmo na presenca de
oxigénio, sendo essa estratégia referida como “Produzir-Acumular-Consumir” (Make-
Acumulate-Consume, MAC) produzida como consequéncia do chamado efeito
Crabtree (ROZPEDOWSKA et al.,, 2011). No entanto, D. bruxellensis também
desenvolveu essa caracteristica MAC mesmo n&o tendo sofrido WGD. Sendo
assim, as leveduras Saccharomyces e Dekkera parecem ter adquirido a capacidade
de produzir etanol mesmo na presenca de oxigénio e excesso de glicose de forma
independente (HELLBORG e PISKUR, 2009; ROZPEDOWSKA et al., 2011).

Figura 2 - Relagao filogenética entre leveduras. (a) A relagéo filogenética é baseado na sequéncia de
rDNA mitocondrial 15S. Cada um dos grupos de leveduras D/B e S/K podem ser divididos em dois
subgrupos, com base em sua relagdo filogenética e tragos fisioldgicos. (b) A relagdo filogenética

baseada nas sequéncias de rDNA nucleares 26S.
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O fundo molecular para o desenvolvimento do estilo de vida fermentativo e,
portanto, Crabtree positivo de S. cerevisiae foi a duplicagdo dos genes envolvidos na
via glicolitica devido a WGD (WOLFE e SHIELDS, 1997), além de um evento de
reconfiguragdo do promotor, em que o elemento cis-regulatorio, AATTTT, que em
leveduras Crabtree-negativas tais como Kluyveromyces lactis ou Candida albicans
esta presente nos promotores de genes que codificam proteinas ribossémicas
mitocondriais correlacionadas com respiragcao e crescimento rapido, foi perdido na
familia Saccharomycetacea (IHMELS et al., 2005). Independente de S. cerevisiae,
D. bruxellensis também perdeu este elemento nos genes envolvidos na respiragao
(BLOMQVIST e PASSOTH, 2015). As duas leveduras também apresentam
amplificagdo nos genes ADH que codificam a atividade alcool desidrogenase, mas
também ocorreram de maneira independente (PISKUR et al., 2012). O baixo nimero
de genes duplicados em D. bruxellensis sugere que esta levedura nao tenha sofrido
WGD. Em vez disso, um aumento da ploidia pode ter compensado o efeito de WGD
(PISKUR et al., 2012).

Sendo assim, a grande variabilidade genética entre as linhagens da levedura
D bruxellensis e as caracteristicas fisioldogicas que favorecem sua adaptacéo ao
ambiente industrial a tornam um organismo modelo em potencial para se entender
sobre a evolugao de leveduras da fermentagéo alcodlica (BLOMQVIST e PASSOTH,
2015; SCHIFFERDECKER et al., 2014).

2.3 FISIOLOGIA DE Dekkera bruxellensis

2.3.1 Aspectos fisiologicos que contribuem na sustentagdo de D. bruxelensis

na dorna de fermentagao industrial

Diversas linhagens de D. bruxellensis tem se destacado por sua alta
adaptabilidade no processo industrial de produgéao de etanol (DE BARROS PITA et
al., 2011; DE SOUZA LIBERAL et al., 2007; PASSOTH et al., 2007). Esse destaque
esta relacionado ao fato de D. bruxellensis apresentar caracteristicas fisioldgicas
indispensaveis a sobrevivéncia na dorna de fermentagao, tais como: tolerancia a
etanol, capacidade de crescer em anaerobiose, capacidade de fermentar mesmo na
presenca de oxigénio desde que no meio tenha elevada concentragao de glicose
(efeito Crabtree positivo) e capacidade de sobreviver sem DNA mitocondrial (efeito
petite positivo) (ROZPEDOWSKA et al., 2011; VISSER et al., 1990; WOOLFIT et
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al., 2007). Essas caracteristicas sdo comuns a S. cerevisiae, que € a levedura
fermentadora por exceléncia (ROZPEDOWSKA et al., 2011; VISSER et al., 1990).
Entretanto, existem algumas peculiaridades em D. bruxellensis que n&o acontecem
em S. cerevisiae: a incapacidade de acumular trealose, um importante carboidrato
de reserva (LEITE et al., 2016; PEREIRA et al., 2014), e a capacidade de assimilar
nitrato como fonte de nitrogénio (DE BARROS PITA et al., 2011; DE BARROS PITA
et al.,, 2013). A incapacidade de acumular trealose nao afeta a viabilidade dessa
levedura em condigbes fermentativas (PEREIRA et al., 2014), enquanto a
capacidade de assimilar nitrato confere vantagem a D. bruxellensis sobre S.
cerevisiae (DE BARROS PITA et al., 2011). Essa capacidade de assimilar nutrientes
inacessiveis para S. cerevisiae pode favorecer episdédios de contaminagdo na
industria de producgao de etanol, descritos para esta levedura (DE SOUZA LIBERAL
et al., 2007; PASSOTH et al., 2007). No entanto, a ideia de contaminante tem ficado
para tras, visto que, varios trabalhos tém relatado que esta levedura produz etanol
com rendimentos compativeis aos de S. cerevisiae (BLOMQVIST et al., 2010; 2012;
CASTRO PARENTE et al., 2015; DE SOUZA LIBERAL et al., 2007; PEREIRA et
al., 2014). Até o momento, ndo ha dados na literatura sobre como seria a producéo
de etanol se as industrias brasileiras utilizassem apenas D. bruxellensis como
fermento (BLOMQVIST e VOLKMAR, 2015). Além disso, o desempenho celular em
fermentacgdes industriais pode ser afetado por caracteristicas especificas da
linhagem, pela composicdo mineral do caldo (DE SOUZA et al., 2015), bem como
pela qualidade das fontes de carbono e nitrogénio, variagcdo de temperatura e pH
(BLOMQVIST et al.,, 2010; BLOMQVIST et al.,, 2012; DE BARROS PITA et al.,
2013; ROZPEDOWSKA et al., 2011), pela concentracdo de oxigénio no meio
(JOUHTEN et al., 2008; ROZPEDOWSKA et al., 2011).

2.3.2 Assimilagao de fontes de carbono por D. bruxellensis

Ja é bem descrito na literatura a capacidade de D. bruxellensis assimilar uma
grande variedade de fontes de carbono que incluem os monossacarideos glicose,
frutose e galactose, e os dissacarideos sacarose, maltose, celobiose e trealose
(CONTERNO et al.,, 2006; BLOMQVIST et al.,, 2010; LEITE, et al.,, 2012;
MOKTADUZZAMAN et al., 2015; PEREIRA et al., 2014; REIS et al., 2016). Outros
Acucares como arabinose (monossacarideo), lactose (dissacarideo) e rafinose

(trissacarideo) nao favorecem o crescimento em varias linhagens de
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Dekkera/Bretanomyces (CONTERNO et al., 2006). Esta levedura apresenta
preferéncia pela assimilacdo de glicose, frutose e sacarose, agucares capazes de
favorecer altas taxas de crescimento. Essas fontes apresentam relevancia industrial
por fazerem parte da composigcao de substratos, como o caldo de cana e o melago
de cana (CASTRO PARENTE et al., 2015; DE BARROS PITA et al.,, 2013; DE
SOUZA LIBERAL et al.,, 2007; PEREIRA et al., 2014). A taxa de crescimento no
meio com maltose é normalmente menor do que acontece em glicose (BLOMQVIST
et al., 2010; DE BARROS PITA et al., 2013; LEITE, et al., 2013). A lentiddo do
crescimento em maltose pode ser vista como um problema nas industrias de
producao de etanol a base de amido. No entanto, mesmo no caso de S. cerevisiae
na fermentacdo de maltose, normalmente, é adicionado a enzima a-glucosidases,
responsavel pela degradacado da maltose (BLOMQVIST, JOHANNA et al., 2010).
Algumas linhagens de D. bruxellensis podem fermentar celobiose, embora seja mais
devagar e menos eficiente do que acontece em glicose (BLOMQVIST et al., 2010;
REIS et al 2016). Essa potencialidade €& de grande importancia para futuras
aplicagbes em fermentagbes de materiais lignocelulésicos geragao de etanol de 22
geragao. Pensando nisso, Galafassi et al (2011) analisaram cerca de 50 linhagens
pertencentes ao género Dekkera/Brettanomyces quanto a assimilacao de celobiose,
xilose e arabinose. Os resultados mostraram a habilidade de linhagens de D.
bruxellensis em assimilar celobiose, mas ndo xilose e arabinose (GALAFASSI,
SILVIA et al., 2011).

2.3.3 Impacto do oxigénio na produgao de biomassa e etanol

Em principio, todas as leveduras fermentadoras (facultativas) sdo capazes de
gerar ATP por fosforilagdo ao nivel do substrato e, portanto, ndo dependem da
respiragdo para dirigir reagdes que requerem energia. Entretanto, a fungao
fisiologica do oxigénio n&o é limitada ao seu papel como um aceptor de elétrons na
respiracdo mitocondrial. O oxigénio € essencial para biossintese de ergosterol,
componente da membrana plasmatica das células, indispensalvel para o
crescimento celular (DIJKEN et al., 1993). Mesmo com a adigédo do ergosterol no
meio de cultivo, o crescimento anaerdbico € um atributo de poucas leveduras. Um
estudo que avaliou a capacidade de crescimento anaerobico de 75 espécies de
leveduras em meio complexo e em meio mineral mostrou que apenas 17 foram

capazes de crescer nessa condicdo, dentre elas D. bruxellensis, entretanto apenas
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S. Cerevisiae atingiu taxa de crescimento especifico superior a 0,10 h' (VISSER et
al., 1990).

Quando cultivos feitos em quimiostato com S. cerevisiae, cultivadas sob
limitacbes de agucar, com concentragdes de biomassa, e velocidades de agitagao
constantes foi alimentado com altas concentragbes de oxigénio, o metabolismo da
glicose por S. cerevisiae foi totalmente respiratoria e fermentacao alcodlica nao foi
observada. Quando a alimentag¢ao do oxigénio foi diminuida, a fermentacéo alcodlica
e respiracdo ocorreram simultaneamente, e foi possivel também observar
crescimento celular. Em tais niveis de glicose e oxigénio, um aumento da
concentracdo de biomassa poderia ser percebido aumentando a concentragao de
glicose (o que leva também a aumento fermentagcédo alcodlica) ou aumentando a
disponibilidade de oxigénio (0 que permite mais respiracdo e, consequientemente,
um maior crescimento celular). (DIJKEN et al., 1993).

Em D. bruxellensis, segundo Leite et al. (2012), em cultivos aerados feitos em
quimiostato sob limitagdo de glicose ou sacarose, ndao foi detectado metabdlitos
extracelulares como etanol, glicerol e acetato, apresentando assim um metabolismo
completamente respiratério, e o agucar foi totalmente convertido em biomassa e
CO,. Nesse caso, o rendimento em biomassa foi 0.62 gDW gS ' para essas fontes
de carbono, esse valor € 20% maior do que o rendimento apresentado por S.
cerevisiae nas mesmas condi¢cdes de cultivo. Este maior rendimento de biomassa de
D. bruxellensis é acompanhado por uma menor producdo de CO, em ambos o0s
substratos em comparacgao com culturas de quimiostatos de S. cerevisiae em glicose
na mesma taxa de diluicdo. O fato de D. bruxellensis ser mais eficiente do que S.
cerevisiae na conversao de glicose em biomassa pode ser explicado por diferengas
na estrutura do aparelho respiratério. Nesse caso, mais ATP pode ser produzido a
partir da oxidacdo de um equivalente redutor na cadeia respiratoria de D.
bruxellensis, implicando que menos glicose deve ser oxidada para produzir a energia
necessaria para o crescimento celular. A producdo de etanol nesse experimento so
foi observada apds um pulso de glicose de 50 mMol. Indicando que a célula passou
do metabolismo completamente respiratério para o metabolismo respiro-
fermentativo, caracteristico de leveduras Crabtree-positivas (LEITE et al., 2013).

Em limitagdo de oxigénio, o rendimento em biomassa por D. bruxellensis &
maior em relagéo a S. cerevisiae (BLOMQVIST, JOHANNA et al., 2010; DE SOUZA
LIBERAL, A. et al., 2007; PEREIRA et al., 2012; PEREIRA et al., 2014). Entretanto,
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os autores discordam quanto ao rendimento em etanol e produgdo de glicerol. A
maioria dos trabalhos mostra que o rendimento em etanol é semelhante ou maior
que em S. cerevisiae e o0 rendimento em glicerol € menor. Enquanto Segundo
Pereira et al (2012) rendimento em etanol foi menor do que em S. cerevisiae e nao
foi detectado produgéo de glicerol. Nesse caso, o menor rendimento em etanol por
D. bruxellensis pode ter sido em decorréncia da grande aeragao do meio (160 rpm).
Apesar da maioria dos trabalhos relatarem altos rendimentos em etanol, o maior
problema desta levedura € o maior tempo que leva para converter o agucar em
etanol em relagéo a S. cerevisiae.(BLOMQVIST, JOHANNA et al., 2010; DE SOUZA
LIBERAL, A. et al., 2007; LEITE, F. C. B. etal., 2012; PEREIRA et al., 2012).

2.3.4 Impacto do oxigénio na produgao acetato e glicerol

Com relagao a consequéncia da disponibilidade de oxigénio sobre a produgao
de acetato e glicerol em D. bruxellensis, alguns trabalhos mostram que quanto mais
aerado for o meio, as células de D. bruxellensis tendem a desviar mais carbono para
a produgao de acido acético do que para etanol, sendo produzido a partir de
diferentes fontes de carbono como glicose ou etanol (AGUILAR USCANGA et al.,
2003; FREER et al.,, 2003; BLOMQVIST et al.,, 2010; ROZPEDOWSKA et al.,
2011). Apos o total consumo de glicose, as células de Dekkera consomem o acetato
e o etanol produzido (LEITE et al., 2013; ROZPEDOWSKA et al., 2011). Um
trabalho recente mostra que o rendimento em acetato pelas células de D.
bruxellensis é também afetado pela concentracéo inicial de glicose e apenas a partir
de 50g/L de glicose inicial o rendimento em acetato € maior do que o de etanol
(VICTOR et al, 2013), enquanto em condigdes limitantes de oxigénio, D.
bruxellensis nao produz nada ou produz quantidades muito baixas de acido acético
(BLOMQVIST et al. 2010, 2012, DE BARROS PITA 2013).

Em limitacdo de oxigénio é evidente a producao de glicerol a fim de re-oxidar
NADH gerado durante os processos oxidativos (VAN DIJKEN; SCHEFFERS, 1986).
Por outro lado, a producao de glicerol também é perda de energia porque a célula
nao recupera o ATP que é usado para fosforilar a glicose, além de ser perda de
carbono (BLOMQVIST e PASSOTH., 2015). Em Dekkera esta producgao € limitada
quando comparado a S. cerevisiae (AGUILAR USCANGA et al., 2003;
BLOMQVIST, JOHANNA et al.,, 2010; BLOMQVIST, J. et al., 2012; DE SOUZA

LIBERAL, A. et al., 2007). Esta limitagdo levaria ao chamado efeito Custers, isto &, a
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inibicdo temporaria da fermentagdo e crescimento quando células crescidas em

aerobiose s&o transferidas para um ambiente anaerobico (WIJSMAN et al., 1984).

2.3.5. Anaerobiose estrita em D. bruxellensis

Em anaerobiose estrita, o crescimento de D. bruxellensis & pouco
documentado. Visser et al. (1990) tentaram, sem éxito, crescer, em anaerobiose,
uma linhagen de D. bruxellensis em meio mineral e rico. Wijsman (1984) obteve um
crescimento tardio de células de Brettanomyces no meio contendo extrato de
levedura, ele também observou que a fermentacdo anaerdbica foi estimulada pela
adicdo de acetoina ou oxigénio. Ciani e Ferraro (1997) investigaram o efeito do
oxigénio na producao de acido acético utilizando suco sintético de uva como meio de
cultivo. Em condigdes anaerdbicas, quase nenhum acido acético foi produzido, ao
contrario do que aconteceu em condi¢cdes aerobicas. Rozpedowska et al. (2011)
compararam crescimento aerobico e anaerobico da linhagem CBS2499 de D.
bruxellensis suplementada com aminoacidos. Em condi¢des anaerdbicas, o
rendimento da biomassa foi menor e o rendimento em etanol e glicerol foram
maiores do que em aerobiose, e ndo foi produzido acido acético. Por fim, em
contraste, Blomqvist et al 2012, usaram a linhagem CBS11270, ndo obteve nenhum
crescimento em anaerobiose estrita em meio mineral variando as fontes de
nitrogénio, com excec¢ao de um pequeno crescimento em alguns aminoacidos. Que
€ explicado pelo alivio na produgdo de NADH que seria gerado na sintese de
aminoacidos e que ndo seria re-oxidado a NAD" devido a limitada capacidade de
producao de glicerol (ALBERS et al., 1996; BLOMQVIST, J. et al., 2012).

Sendo assim, nenhuma linhagem de D. bruxellensis consegue crescer em
anaerobiose estrita se ndo houver aminoacidos ou extrato de levedura no meio de
cultura. Entretanto, a explicagdo para a baixa produgdo de glicerol devido a
disponibilidade de aminoacidos como fonte de nitrogénio no meio de cultura precisa
ser melhor estudada. Ja € bem documentado que diferentes fontes de nitrogénio
influenciam no crescimento e eficiéncia fermentativa das células de D. bruxellensis
em limitagdo de oxigénio(PARENTE et al., 2015; DE BARROS PITA et al., 2011;
DE BARROS PITA, et al., 2013). Entretanto ndo existem estudos prévios sobre a
influéncia de diferentes fontes de nitrogénio nos produtos da fermentagdo numa
condicdo de anaerobiose estrita. Entre as fontes de nitrogénio, esta levedura é

capaz de assimilar amoénio, glutamato, glutamina, prolina, arginina e nitrato
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(BLOMQVIST, J. et al., 2012; CONTERNO et al., 2006; DE BARROS PITA et al.,

2013), e os detalhes do seu metabolismo serdo discutidos a seguir.

2.4 METABOLISMO DO NITROGENIO

2.4.1 Aspectos gerais

O nitrogénio é um constituinte essencial as células, uma vez que é necessario
a formagcdo de aminoacidos e acidos nucléicos. Em S.cerevisiae e em outras
leveduras, a concentragdo e a qualidade da fonte de nitrogénio é capaz de intervir
nos parametros fisioldgicos e na expressao dos genes da via glicolitica e da via
central do metabolismo do nitrogénio (DE BARROS PITA et al., 2013; MENDES-
FERREIRA et al., 2007). As leveduras podem usar quase 30 fontes de nitrogénio
distintas, como: aminoacidos, uréia, amoénio, bases nitrogenadas e derivados de
purina (COOPER., 1982). Essas moléculas entram na célula por meio de permeases
e sao usadas como blocos de construcdo em reacbes de biossintese ou
catabolizadas para liberar nitrogénio na forma de aménio (via desaminagéao),
glutamato (via transaminacdo) ou ambas (COOPER., 1982; MAGASANIK., 1992).
As leveduras respondem metabolicamente a diferencas na disponibilidade de
nitrogénio, afetando o crescimento celular, além de alterar a eficiéncia da

fermentacao e redistribuicdo das vias biossintéticas.

2.4.2 Assimilagao da fonte de nitrogénio

Para o adequado desenvolvimento das células de levedura, € necessario
monitorar a disponibilidade dos compostos alimentares, ajustar a maquinaria
enzimatica e o sistema de absor¢cdo para uma melhor eficiéncia da utilizacdo das
fontes alimentares (BOER et al., 2007). A membrana plasmatica das leveduras nao
€ livremente permeavel para muitos compostos, sendo assim, leveduras como a S.
cerevisiae, desenvolveram um sistema de transporte para absorver varias
substancias do meio externo, como por exemplo, os aminoacidos, sendo estes
acumulados dentro da célula contra um gradiente de concentragao através de uma
permease geral para aminoacidos (Gap1) com alta capacidade e baixa afinidade
(GRENSON, 1992). Outras permeases de aminoacidos podem transportar
especificamente alguns compostos nitrogenados com baixa capacidade e alta

afinidade em que, mesmo as concentracdes micromolares podem ser transportadas
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para dentro da célula. Os aminoacidos incorporados na célula podem ser usados
diretamente na sintese de proteinas ou, assim com todas as de fontes de nitrogénio,
preferenciais e nao-preferenciais, se dirigir para uma via em comum, a liberagao de
amoénia via desaminagao, ou a producgao de glutamato a partir da transferéncia do
grupo amino para o a-cetoglutarato, numa reagdo de transaminagdo e posterior
producdo de glutamina a partir do glutamato. Estes dois aminoacidos servem como
doadores de nitrogénio para todos os outros compostos nitrogenados da célula e,
juntamente com a aménia, sao interligados por um sistema de enzimas especificas
formando a via do Metabolismo Central do Nitrogénio (COOPER., 1982;
MAGASANIK., 2003; MAGASANIK e KAISER, 2002a). Quando aménia € a fonte de
nitrogénio, sua entrada por difusdo passiva sendo determinada pelo gradiente de
concentracao (MACMILLAN, 1956) e facilitada pela acao de trés permeases, produto
do gene mep1, mep2 e mep3. Essas permeases transportam aménia com diferentes
capacidades e afinidades permitindo assim, uma rapida absor¢cdo quando em
excesso e uma absorcédo lenta embora continua quando apenas uma quantidade
muito limitada (1 uM) esta presente. Dentro da célula, a aménia pode servir para
aminacdo do a- cetoglutarato, sintetizado a partir do acido tricarboxilico, para
produzir glutamato a partir da agdo da enzima glutamato desidrogenase, produto do
gene GDH1 (reacdo 1) (Figura 3) ou pode aminar diretamente o glutamato para
produzir glutamina, sendo esta reagao catalisada pela enzima glutamina sintetase,
produto do gene GLN1(reagao 2). A glutamina como unica fonte de nitrogénio, pode
ser convertida em glutamato, pela agdo da enzima glutamato sintetase, produto do
gene GLT1 (reacdo 3), nesse caso, a amdnia € gerada por desaminagdo oxidativa
do glutamato. O glutamato como unica fonte de nitrogénio, pela acdo da enzima
glutamato desidrogenase, produto do gene GDH2, é degradado a a-cetoglutarato
liberando amdnia para a sintese de glutamina (reacédo 4) (MAGASANIK e KAISER,
2002; MILLER e MAGASANIK, 1990).

Figura 3 - Representacdo esquematica do metabolismo de aminoéacidos, mostrando as fontes
preferenciais (em verde) e ndo preferenciais (vermelho). As fontes de nitrogénio oriundas de
aminoacidos preferenciais sdo convertidas a glutamato, e os esqueletos de carbono sdo desviados
em piruvato e a-cetoglutarato. Aminoacidos de cadeia ramificada, os aromaticos e a metionina (dentro
da caixa) é transformado em a-cetoglutarato por transaminases formando glutamato. Os compostos
nitrogenados sao sintetizados a partir do glutamato ou da glutamina, como indicado nas setas azuis.

Reagbes anabdlicas (1 e 2) sdo catalisadas pela glutamato desidrogenase (GDH1) dependente de
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NAPH e glutamina sintetase (GLN1). As reacdes catabdlicas (3 e 4) séo catalisadas pela glutamato
sintetase (GLT1) dependente de NADH e glutamato desidrogenase 2 (GDH2) dependente de NAD".
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A importancia central do glutamato e da glutamina na biossintese de
compostos nitrogenados € ilustrada na Figura 3 (setas azuis); ~ 85% do total de
nitrogénio celular é incorporado a partir do grupo amino do glutamato, e o restante
15% ¢é derivado do nitrogénio amida da glutamina (Cooper 1982).

Apesar de assimilarem uma ampla variedade de fontes de nitrogénio, as
leveduras apresentam preferéncia na utilizacdo de determinados compostos
nitrogenados (MAGASANIK e KAISER, 2002). Em Saccharomyces foi observado
que amoénia, glutamato, glutamina e asparginina, sao preferencialmente utilizadas
pelas leveduras e induzem altas taxas de crescimento. Quando uma dessas fontes
estd em grande quantidade, ocorre a repressao das vias catabdlicas de degradagao
de outros compostos nitrogenados como arginina, prolina e uréia que sao fontes nao
preferenciais nas quais, estando presentes individualmente no meio, induzem um
crescimento lento e geram um alivio da repressao a nivel transcricional das vias de

assimilagdo de fontes pobres de nitrogénio, esse mecanismo € referido como
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repressdo de catabdlica do nitrogénio (NCR). Esse mecanismo celular determina
qual e em que momento a fonte de nitrogénio sera utilizada, regulando a expressao
da maioria dos genes envolvidos no transporte e metabolismo de fontes secundarias
do nitrogénio, sendo responsavel por prevenir ou reduzir a desnecessaria formagao
de enzimas e permeases para utilizacdo compostos que sao fontes néo
preferenciais quando a fonte preferencial esta disponivel no meio (COOPER e
SUMRADA, 1983; HOFMAN-BANG, 1999; MAGASANIK., 1992). Em D.
bruxellensis, ja se sabe que os genes que codificam permeases sdo suscetiveis a
NCR (de Barros Pita et al., 2013).

2.4.3 Regulagao dos compostos nitrogenados

A regulagdo da expressédo dos genes acontece em resposta a mudangas no
meio celular gerando um sinal intracitoplasmatico, que é traduzido por um ou mais
transdutores de sinais para fatores de transcrigdo responsavel pela ativacdo da
expressado dos genes (MAGASANIK, B; KAISER, 2002a). O controle transcricional
dos genes envolvidos no anabolismo de fontes de nitrogénio pode afetar genes de
uma via anabdlica ou afetar a via geral de controle dos aminoacidos (GAAC),
afetando diversas vias de biossintese de aminoacidos. GAAC é mediado pelo fator
trancricional Gen4, sendo ativada quando a célula esta necessitada de aminoacidos,
nessa situacdo a proteina Gcn2 causa a desrepressao de Gen4 (HINNEBUSCH.,
2002).

A maioria dos aminoacidos presentes no meio externo sao detectados pelas
células através de sensores associados a membrana plasmatica (Ssy1-Ptr3-Ssy5
[SSP] (revisado por Godard., 2007). Esse complexo de proteinas SSP ativa a
expressdo de genes que codificam permeases para aminoacidos via fatores de
transcricao Stp1, Stp2 e Uga35/Dal80 (ABDEL-SATER et al., 2004).

O mecanismo NCR é exercido em muitos genes envolvidos na utilizacdo de
fontes néo preferenciais de nitrogénio, quando fontes preferenciais (amébnia e
glutamina) estao presentes no meio. (MAGASANIK, B., 1992; WIAME., et al 1985).
Os genes sensiveis a NCR sao controlados por componentes regulatérios como o
Ure2 e quatro fatores de transcricao do tipo GATA, GIn3, Gat1, Dal80 e GIzf3. GIn3
e Gat1 ativam a expressdo dos genes, para isso, se dirigem para o nucleo onde
desreprimem a expressado dos genes sensiveis a NCR. Em contraste, Dal80 e Gzf3

atuam como repressores que sao constitutivamente localizados no nucleo. Todos os
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quatro fatores de transcricdo compartiham a caracteristica dedo de zinco
“zincfinger”, que os permite se ligar a sequéncia GATAAG presentes nos promotores
de células sensiveis a NCR.

A expressao dos genes sensiveis a NCR é constitutivamente desreprimido
por uma mutagao que inativa Ure2, indicando que Ure2 participa na repressao dos
genes em células crescidas na presenca de fontes preferenciais (COSCHIGANO;
MAGASANIK, 1991; WIAME et al., 1985). A desrepressdo dos genes sensiveis a
NCR na auséncia de Ure2 é dependente de GIn3, células sem GLN3 sao incapazes
de desreprimir a expresséo dos genes sensiveis a NCR (MINEHART; MAGASANIK,
1991; MITCHELL; MAGASANIK, 1984). Sendo assim, a inativacdo de Ure2 resulta
na localizagao nuclear constitutiva de GIn3. Gat1 também se localiza no nucleo na
presenca de fontes nao preferenciais (KULKARNI et al., 2006). Entretanto, em
contraste com GIn3, a localizagcao de Gat1 nao é tdo afetada com a perda de Ure2.
A localizacdo de Gat1 normalmente aparece independente de Ure2. Outros fatores
devem ser importantes na determinacao da funcao de Gat1 (GEORIS et al., 2008).

Os fatores de transcricao Dal80p e Nil2p tem fungdo de contrapor a ativagao
da transcri¢ado por Nilp1e em menor intensidade por GIn3p. A regido “zinc finger” de
Dal80p e Nil2p é altamente homodloga a regido de Nillp e um pouco menos
homodloga a regido de GIn3p, mas Dal80p e Nil2p faltam os dominios que
provavelmente sao responsaveis pela habilidade de GIn3p e Nillp de ativar a
expressao dos genes (STANBROUGH; MAGASANIK, 1995). Os dois fatores de
transcricdo negativos possuem papeis diferentes na ativagédo da expressao génica
por Nil1p. Nilp2 antagoniza a ativagdo da expressao autdogena de NIL1em células
crescidas em glutamina ou glutamato como fonte de mitrogénio. Enquanto Dal80p
limita a ativacdo da expressdao dos genesem células cultivadas em fontes de
nitrogénio nao preferenciais(MAGASANIK, B; KAISER, 2002).

2.4.4 Metabolismo do nitrato

Nos fungos, a presenca de ambnia no meio de -cultura influencia
sobremaneira a assimilagdo de outras fontes de nitrogénio. Em particular a
assimilagcdo de nitrato é completamente inibida pela presenca de amodnia
(MACMILLAN, 1956) Em Hansenula polymorpha, além da amoénia outras fontes
preferenciais como, glutamato e glutamina no meio de cultura inibem a assimilagao
de nitrato (SIVERIO, 2002).
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Para linhagem GDB 248 D. bruxellensis, esse mecanismo é diferente, além
de assimilar nitrato como unica fonte de nitrogénio ela pode apresentar um co-
consumo com amoénia (DE BARROS PITA et al., 2011, 2013) enquanto, S.
cerevisiae nao € capaz (BARNETT et al., 1983). Em Dekkera, a co-assimilagédo do
nitrato com a amoénia é possivel devido a expressao dos genes do nitrato mesmo na
presenga de amoénia (DE BARROS PITA, W. et al., 2011). Entretanto ainda n&o foi
relatado na literatura se existe uma concentragcdo de amoénia que reprime a
expressao dos genes de assimilagao de nitrato.

Varias espécies de leveduras também sdo capazes de assimilar nitrato e
nitrito, entretanto, a via metabdlica tem sido estudada especialmente nas leveduras
com interesses biotecnoldgicos como a Hansenula polymorpha, Pichia anomala e
Arxula adeninivorans (BOER et al., 2009; PASSOTH et al., 2006; PEREZ et al.,
1997). A assimilagao de nitrato por D. bruxellensis, parece ser bem semelhante ao
que acontece em fungos filamentosos . O transporte para dentro da célula acontece
através de um transportador de nitrato codificado pelo gene YNT1, em seguida,
nitrato € convertido a amoénio por duas redugdes sucessivas catalizadas pela nitrato
redutase codificada pelo gene YNR1 e nitrito redutase codificado pelo gene YNI1,
respectivamente (FIGURA 4).

Figura 4 - Via de assimilagdo do nitrato em leveduras
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Fonte: Adaptado de Siverio (2002).
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A multiplicidade de transportadores de nitrato é uma caracteristica comum
encontrada em leveduras, fungos filamentosos, algas e plantas. Em H. polymorpha,
o transporte de nitrato de baixa afinidade foi observado em mutantes sem YNT1. No
entanto, o gene envolvido neste transporte ainda n&o foram clonados (MACHIN et
al., 2004).

Na linhagem de D. bruxellensis sequenciada foi mostrado a presengca de um
cluster génico que contem os genes necessarios para a via de assimilagao do nitrato
(WOOLFIT et al., 2007). Estudos mais recentes mostram que a capacidade de
assimilar nitrato por D. bruxellensis melhora a habilidade de crescer em condi¢cdes
anaerobias e favorece o metabolismo fermentativo, funcionando como uma valvula
redox, eliminando o “efeito custer” (GALAFASSI, S. et al., 2013). Por outro lado,
quando fornecido como unica fonte de nitrogénio, nitrato ndo promove o crescimento
anaerobico em algumas linhagens (BLOMQVIST et al., 2012; GALAFASSI et al.,
2013) Galafassi et al. (2013) mostrou que, no meio de cultivo contendo aménia e
nitrato em anaerobiose ouve produgdo de acetato, o que ndao aconteceu no meio
contendo apenas amoénia como fonte de nitrogénio. O acetato nesse caso foi
explicado para disponibilizar o NAD(P)H necessario para redugao de nitrato.

Dessa forma, os estudos tendo nitrato como fonte de nitrogénio pode revelar
fatos importantes sobre a fisiologia e genética dessa levedura presente
costumeiramente no ambiente industrial de producéo de etanol.

O fato de D. bruxellensis ser uma levedura de relevancia industrial torna
essencial o conhecimento sobre aspectos do seu metabolismo. Sendo assim,
conhecer sobre o metabolismo de assimilacdo das fontes de nitrogénio em
aerobiose e em anaerobiose € um conhecimento essencial para se compreender 0

porqué da vantagem adaptativa dessa levedura no ambiente industrial.
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Abstract

In the last years several reports have reported the capacity of the yeast Dekkera
(Brettanomyces) bruxellensis to survive and adapt to the industrial process of alcoholic
fermentation. Much of this feature seems to relate to the ability to assimilate limiting sources
of nutrients, or somehow some that are inaccessible to Saccharomyces cerevisiae, in
particular the sources of nitrogen. Among them, amino acids (AA) are relevant in terms of
beverage musts, and could also be important for bioethanol. In view of the limited knowledge
on the control of AA, the present work combines physiological and genetic studies to
understand how it operates in D. bruxellensis in response to oxygen availibility. The results
allowed to separate the AA in three groups of preferentiality and showed that glutamine is the
preferred AA irrespective to the presence of oxygen. Glutamate and aspartate were also
preferred AA in anaerobiosis as indicated by the physiological data. Gene expression
experiments showed that, apart from the conventional Nitrogen Catabolic Repression
mechanism that is operating in aerobiosis, there seems to be an oxygen-independent
mechanism acting to overexpress key genes like GAPI, GDHI, GDH?2 and GLTI to ensure
adequate anaerobic growth even in the presence of non-preferential nitrogen source. This

could be of major importance for the industrial fitness of this yeast species.

Keywords: aerobiosis; anaerobiosis; gene expression; nitrogen catabolite repression;nitrogen

central metabolism
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Introduction

The yeast Dekkera bruxellensis is now widely regarded as part of the microbial population in
industrial ethanol fermentation processes, reaching high counts and sometimes overcoming
the population of Saccharomyces cerevisiae (De Souza Liberal et al 2007; Blomqvist and
Passoth 2015). This yeast is well-adapted to several niches, most of them linked to industrial
production plants, which ensures its constant introduction to the fermentation process (Da
Silvaet al. 2016). Such adaptive ability may be attributed to its high capacity to assimilate
nutrients, especially those limiting or, in someway, unaccessible to S. cerevisiae (de Barros
Pita et al., 2011; Leite et al., 2013; Blomqvist and Passoth, 2015). In spite of being regarded
as contaminant organism, D. bruxellensis has attracted attention for its biotechnological
potential for producing fuel ethanol from cellobiose, fermented beverages and molecules for
use in the industry of fine chemicals and food (Reis et al. 2016; Blomqvist and Passoth 2015;
Radecka et al. 2015; Steensels et al. 2015). However, many aspects of its metabolism are still
poorly understood, such as the molecular mechanisms enabling cells to assimilate and
metabolise different nutrients, dissimilate them into different metabolic routes, as well as their
regulations. In a very recent report, Phenotype Microarray (PM) technology revealed the
capacity of this yeast to use a series of carbon (C) and nitrogen (N) sources for cell growth
(Crauwels et al. 2015). The "nitrogen factor" is rather important, especially when considering
industrial processes such as fuel-ethanol fermentation using sugarcane juice, a substrate that
hardly contains organic N-source. De Barros Pita et al. (2011) showed that in sugarcane
samples ammonium could be present at 13.3 mM (10.3 mgN/l) and in some cases together
with nitrate at 3.2 mM (0.72 mgN/l). Thus, the adaptive mechanism to such environment
depends on the production efficiency of intracellular building blocks for the anabolic

processes from this scarced N-sources.
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In the general aspects of the Central Nitrogen Metabolism (CNM), two limiting steps must be
taken into consideration: the uptake by general or specific permeases and further assimilation
by transamination and catabolic reactions by the structural enzymes (Magasanik and Kaiser,
2002; Godard et al., 2007). Ammonium 1is primarily assimilated in a molecule of 2-
oxoglutarate (2-OG) towards glutamate, by NADPH-dependent glutamate dehydrogenase
(NADPH-Gdh, coded by GDH1I gene). Further, ammonium is used to aminate glutamate into
glutamine, by ATP-dependent glutamine synthase (GS, coded by GLNI gene). When
glutamate is present in the medium, it can be broken down, by NAD -dependent glutamate
dehydrogenase (NAD-Gdh, coded by GDH?2 gene) to generate ammonium and 2-OG. On the
other hand, if glutamine is provided, it is partially converted towards glutamate in a
transamination reaction with 2-OG by NADH-dependent glutamate synthetase, also known as
glutamine/2-OG amino transferase (GOGAT, coded by GLT! gene). Glutamate is the main
amino donor in the biosynthesis of other amino acids (AA), mostly by transmination reactions
catalised by several general or specific enzymes. Conversely, when other AA are supplied to
the medium, they can be directly assimilated for protein synthesis, proteinogenic AA, or act as
amino donor in reverse transamination reactions with 2-OG to maintain high internal
concentration of glutamate (Crépin et al., 2017).

The genes and enzymes involved in these metabolic steps are generally controlled by
regulatory mechanisms that select the use of the so-called preferencial N-sources in detriment
of non-preferential. This strategy enables cells to control the proper usage of N-sources and is
the basis of the Nitrogen Catabolite Repression (NCR) mechanism (Ljungdahl and Daignan-
Fornier, 2012). Therefore, the presence of preferential N-sources in the medium transduces a
signal that ultimately triggers NCR and down-regulates the expression of genes involved in
the metabolism of non-preferential N- sources. On the other hand, genes subjected to NCR are

derepressed or up-regulated in the presence of non-preferential N-sources or in condition of
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nitrogen starvation (Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012). In S. cerevisiae, ammonium and
glutamine are inducers of NCR as preferential nitrogen sources (Magasanik and Kaiser, 2002;
Godard et al., 2007; Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012), whereas in D. bruxellensis,we
have just proposed that glutamine has centralaction in this control (Cajueiro et al., 2017).
Besides ammonium, N sources can be present in the environment in the form or organic
molecules like AA, specially when considering complex substrates such as grape and cerals
musts. These AA can be uptaken by the yeast cells as exogenous N source and be used
directly for protein synthesis after being linked to tRNA molecules. In a very recent report,
Crépinet al. (2017) used isotopic labelling to reveal that that in S. cerevisiae most of AA are
preferentially proteinogenic and only a limited number of them AA would serve as amino
donor (or even carbon supplier) for de novo synthesis of other AA. Therefore, the presence of
proteinogenic AA as solely N source would represent a condition of N starvation for the yeast
cells, with consequent interference in cells growth and gene regulation.

The regulation of nitrogen metabolism is a key process for cell adaptation inindustrial
environments, as it can be observed in sugarcane juice for fuel-ethanol production or even in
grape or malt worts for wine and beer production.The presente study aimed to evaluate the
capacity of D. bruxellensisto metabolise different AA as N-source in respiro-fermentative
metabolism in presence of oxygen or fully fermentative condition in anaerobiosis. Herein, we
report the preference of D. bruxellensis cells for each one of the 20 AA, which slightly
changes according to oxygen avaliability. The data also showed that the lack of growth in
most of AA is not due to a decreased uptake, as we report by measuring N consumption and
expression of permease-encoding genes. Moreover, differential expression of enzyme-
encoding genes of CNM revealed differences in the realeasing of cells from NCR, an
important aspect that is related to sequencial or parallel assimimilation of different N-sources

with importance to industrial yield and productivity.
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Material and Methods

Strain and growth conditions

Dekkera bruxellensis GDB 248 industrial strain (de Barros Pita et al. 2011; Leite et al. 2013;
Cajueiro et al., 2017) was used in the present study. Reference synthetic defined (SD) medium
was composed by yeast nitrogen base w/o amino acids and ammonium sulphate (Difco Co.,
USA) at 1.7 g/l supplemented with glucose and ammonium sulphate to 20 g/land 5 g/l,
respectively. Specific SD contained different N sources adjusted to initial N concentration of
1.05 gN/l: ammonium (sulphate salt), a single AA or mixture of 20 AA. Cells were cultivated
in SD at 30°C and 150 rpm in a rotator shaker until late exponential growth phase, harvested
by centrifugation for 5 min at 5,000 rpm and room temperature and suspended in sterile
distilled water. For growth experiments, cells were added to specific SD media to initial
concentration of 0.1 at Aepnm and cultivated as following. For aerobic cultivations, cells were
mixed with specific SD to a final volume of 150 ul in sterile microtitre plates and cultivated in
multireader Synergy HT (BioTek, Swissland) at 30°C and maximum speed. Absorbance
readings at 600nm were automatically recorded every hour. For anaerobic cultivations, cells
were mixed with specific SD to a final volume of 1500 ul in sterile flowerplate™ and
incubated in Biolector microfermenter (m2pLab, Germany). Cultivations were performed at
30°C at 85% constant humidity and was flushed with ultrapure nitrogen gas (>99.999%
purity)sterile supplied at 0.5% vvm. Automatic readings of light scattering were taken every
hour and the values converted to Agoonm by pre-defined calibration curves. Ergosterol (10
mg/l) and Tween 80 (420mg/l) was added to the media in anaerobic experiments(Jouhten et
al., 2008; Blomgqvist et al., 2012). To certify the complete anaerobic environment, each
experiment was accompanied by cultivation of S. cerevisiae JP1 strain in SD medium

contained glucose (20 g/1) as positive control or glycerol (10 g/l) as negative control. Growth
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rates were calculated as the angular coefficient of the most linear exponential growth interval
(R*>0.99)from Ln(Agoonm) vs time curves (Leiteet al. 2013). The results represent the mean
value of triplicates.

Nitrogen determination and N uptake assay

Nitrogen content of peptone medium or N content in the uptake assays were determined by
the test with ninhydrin that reacts with the amine groups generating a purple colour in a dose-
dependent intensity (Abernathy et al. 2009). The ninhydrin solution (sol. A) was prepared by
dissolving 8 g of Ninhydrin in 400 ml of diluent consisting of 300 ml of ethylene glycol
solution (1%) and 100 ml of 4 M sodium acetate solution pH 4. The second solution was
made by dissolving 500 mg of SnCl, in 5 ml ethylene glycol (1%) (sol. B). The reaction
solutions were freshly prepared by mixing 25 ul of solution B with 1 ml of solution A.
Nitrogen concentration was measured by mixing 20 ul of culture sample with 200 ul of the
reaction solution. The mixture was incubated at 100°C for 10 minutes, followed by incubation
at 4°C for 5 minutes. Then, 2.8 ml of ultra pure water was added to each tube and the
absorbance was measured at 575 nm. The determinations were performed in duplicate for
each sample. Calibration dose-response curves were prepared with standard AA solutions.
Ammonium solution was used as negative control of ninhydrine reaction (Abernathy et al.
2009).

For uptake assay, yeast cells were cultivated in SD containing peptone until mid log phase
(around 1.0 Agoonm), collected by centrifugation and suspended in specific SD medium
containing one of the AA to 10% (w/v), condition similar to what we have used in our
fermentation experiments (Parente et al., 2015; Reis et al., 2016). Samples at point zero were
collected, filtered in 0.22 um and the supernatant analysed as above for initial N
concentration. Cell suspensions were incubated at 30°C for 2 h. Samples were collected and

filtered, and the supernatant analysed for final N concentration. AA specific uptake rate was
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measured as [(Ninitiai-Nfina1)/2h)/100gCell]Jand the results represent the mean value of
triplicates.

Quantitative PCR

Yeast cells were withdrawn at 24 h of cultivationin specific SD medium, harvested by
centrifugation and immediately subjected to RNA extraction, quantification and integrity
analysis in agarose gel and used for cDNA synthesisaccording to the methods described by de
Barros Pita et al. (2012). Six genes orthologous to S. cerevisiae were used as target genes:
MEPI, GAPI, PUT4, GDHI, GDH2 and GLTI. Additionally, TEFI and ACTI were used as
reference genes. Primers for qPCR were described by De Barros Pita et al. (2013).
Amplification efficiencies and reaction specificity were analysed according De Barros Pita et
al.(2012). RT-qPCR assays were performed with SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, USA) in the ABI Prism 7300 device (Applied Biosystems). Negative PCR
controls (for unspecific amplification) and negative RT controls (for genomic DNA
contamination) were always run in parallel for internal control (de Barros Pita et al., 2012).
Amplification curves were analysed by using SDS v.2.0 software (Applied Biosystems) and
relative quantifications were conducted in Microsoft® Excel® 2010. For the quantification of
gene expression, the Normalisation Factor was obtained from reference genes by using
geNorm applet, according to the User’s Guide (Vandesompele et al., 2002). Herein, we used
the terms up-regulated (fold change>2) or down-regulated (fold change>-2) to designate the

abundance of transcripts of a given gene in a specificSD medium relative to reference SD.

Results and Discussion

Physiology of amino acids assimilation
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The overall picture of the oxygen-dependence for the metabolism of L-amino acids
(AA) in D. bruxellensis was established by comparing the yeast growth in inorganic
(ammonium) or organic (AA mixture at equimolar concentrations) nitrogen sources (Fig. 1).
Full condition of anaerobiosis was attested by the lack of growth ofS. cerevisiae in medium
containing glycerol as sole carbon source (data not shown). In general, higher growth rates
were reached in anaerobiosis than in aerobiosis. A recent work using 29 strains of D.
bruxellensis showed that concentrations of acetic acid higher than 40 mM can affect cell
growth, glucose consumption and ethanol production rate, as well as biomass and ethanol
yield (Moktaduzzaman et al., 2015).However, we have evidences the points for differences in
AA metabolisation between aerobiosis and anaerobiosis. In ammonium-based medium, yeast
cells grew at 0.15 h! in aerobiosis, which is similar to those reported by Leite ef al. (2013) for
shake flask cultivations, whereas in anaerobiosis, cells grew at 0.20 h™ (Fig. 1A). In the
mixture of 20 AA, yeast cells grew at 0.12 h™'in aerobiosis and at 0.15 h™' in anaerobiosis
(Fig. 1B). A few points should be considered from the latter results. First, growth rate in the
mixture of 20 AA is considerably lower (aprox. -23%) in comparison to ammonium, both in
aerobiosis and anaerobiosis, with longer lag phase and shorter exponential phase. Similar
result (-23%) was reported for Metschnikovia pulcherrima, while for S. cerevisiae, Lachancea
thermotolerans, Hanseniaspora uvarum and Torulospora delbrueckiithe mixture of AA
promoted higher growth rate than ammonium (Kemsawasd et al. 2015). Thus, the presence of
nitrogen for each AA at 52.5 mgN/l in the form of poorly-usable N source could lead to a
state of nitrogen starvation (see below). Two wine isolates of D. bruxellensis were able to
grow in synthetic wine medium containing Yeast Assimilable Nitrogen (YAN) at 96 mgN/1
prepared with a mixture of 16 amino acids, lacking asparagine, cysteine, glutamine and

proline (Childs ef al., 2015), which represents eight times less nitrogen than we used in this
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work. Therefore, we assume that growth of the ethanol strain GDB 248 was not limited by
nitrogen supply in the medium, but for its capacity to metabolise most of AA in the medium.

Assimilation capacity of each of individual AA was tested by cultivating the cells in
single AA as N source (Fig. 2). Again, higher growth rates were achieved in anaerobiosis than
in aerobiosis. The results based solely in the maximal growth rate calculation allowed us to
place the AA in three categories as the criterion of N quality (Table 1): preferential, secondary
and poorly-usable (which also includes those unusable). The presence or absence of oxygen
did not influence in the categorisation of most AA, although some exceptions were observed
and explored below. Over 60% of AA were classified as poorly-usable by D. bruxellensis
(Table 1). In S. cerevisiae, those AA were classified as proteinogenic (Crépinet al., 2017).
Thus, those proteinogenic AA might cause N starvation that impairs protein synthesis and cell
growth. This scenario may be likely similar in D. bruxellensis (Fig. 2).

In this report we propose glutamine as the most preferred AA for D. bruxellensis
irrespective of oxygen presence (Table 1), most likely due to its central position as main
intracellular N sensor in this yeast (Cajueiro et al., 2017).In S. cerevisiae, asparagine was
reported as one of the preferred amino acid (Magasanik and Kaiser, 2002; Godard et al.,
2007; Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012), whereas in the present work, it was classified as
secondary (in anaerobiosis) or poorly-usable (in aerobiosis) N source (Table 2; Fig. 2).
However, both studies agreed that cysteine and proline are the poorest assimilable AA. In
addition, the branched-chain amino acids (leucine, isoleucine and valine), as well as the
aromatics (phenylalanine, tyrosine and tryptophan) and methionine, are also considered
poorly-usable N sources. It is noteworthy that such classification is not absolute, since the
ability of each AA to support growth might vary between different strains of yeast, and even
for S. cerevisiae such variations are observed for nitrogen assimilation according to the

genetic background of strains (Magasanik and Kaiser, 2002). When studying a S. cerevisiae
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wine strain, Kemsawasd et al. (2015) classified all AA as “intermediate” N-source, equivalent
to what was classified herein as non-preferential. Only the mixture of 20 AA was considered
as “good” N-source and lysine as “bad” N-source, respectively preferential and poorly-usable
in the present study. Overall, the present classification partly agrees with that proposed by
Blomgqvist et al. (2012) when testing the AA requirement for D. bruxellensis growth under
anaerobic condition. In that work the authors reported that arginine supported the higher
number of cell generations, while tryptophan, proline and cysteine hardly supported yeast
growth. Afterwards, Crauwels ef al. (2015) used Phenotype Microarray (PM) technology to
report that different D. bruxellensis strains from beer and wine were able to assimilate all AA
(although some variation was observed among the strains) as sole nitrogen source after eight
days of incubation. Moreover, they reported that alanine, glutamate and proline could also be
metabolised as carbon source. Unfortunately, such semi-quantitative approach did not provide
information about the preferentiality of these nutrients. Moreover, it is very intriguing that
proline could also be used as carbon source (Crauwelset al. 2015),since it did not support
yeast growth as N source reported in the present work (Table 1; Fig. 2). According to isotopic
studies, proline is primarily a proteinogenic AA and is hardly catabolised, which in turns does
not seem to support yeast growth (Crépin et al., 2017).

Glutamine, classified as preferential AA, promoted cell growth at 0.08 h™' and 0.09 h™'
in the presence or absence of oxygen, respectively. This AA is produced from amination of
glutamate at expenses of ATP by the action of GS coded by GLTI gene. Moreover, aside of
exerting its metabolic functions, glutamine can be also metabolised by GOGAT, coded by
GLTI gene, towards two molecules of glutamate. Indeed, in S. cerevisiae this
glutamine/glutamate core of CNM, in combination with transaminases, is capable of
producing de novo all proteinogenic AA necessary for balanced cell growth (Crépin et al.,

2017). As side-effect, the GOGAT reaction could also help to maintain the redox equilibrium
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by consuming the excess of NADH in anaerobiosis, an important feature for D. bruxellensis
since it does not produce glycerol as S. cerevisiae for metabolic redox balancing (Leite ef al.,
2013). Glutamate was classified as preferential N source in anaerobiosis (0.09 h™") and as
secondary N source (0.05 h™') source in aerobiosis. However, similar final biomasses were
achieved by glutamate and glutamine in the presence or absence of oxygen when the
cultivations approached the stationary phase after 72 h of growth (data not shown). Aspartate
was also pointed as preferential in anaerobiosis (0.14 h™) and secondary (0.06 h™) in
aerobiosis (Table 2). It can be promptly used as amino donor in transamination reaction
catalysed by product of 44T gene involving 2-OG towards the production of glutamate and
oxaloacetate. This [I-keto acid is the backbone for synthesis de novo of threonine and
isoleucine (Crépinet al., 2017). In turn, alanine was classified as secondary N source in both
aerobiosis and anaerobiosis (0.06 h™). This AA is catabolised by transamination with 2-OG to
generate pyruvate and glutamate. Therefore, the growth behaviour in alanine or aspartate
could be explained by the further metabolisation of glutamate in the presence or absence of
oxygen. However, the fast entry in the stationary phase of alanine-based aerobic cultures (Fig.
2) might be the result of anoverflow of cytosolic acetate produced from pyruvate coming
simultaneously from glucose and alanine. We detected the production of 4 mM of acetate in
the end of aerobic cultivations with alanine, while no acetate was detected in anaerobiosis.
Alanine was considered “good” N source for Hansenia sporauvarum and Torulospora
delbrueckii (Kemsawasdet al., 2015). Also in anaerobiosis, the growth rate and the profile of
the growth curve of D. bruxellensis achieved in medium containing alanine was similar to
arginine and asparagine (Fig. 2).

Arginine promoted growth of D. bruxellensis cells at rates of 0.06 h'and was
classified as secondary N source in both aerobiosis and anaerobiosis (Table 1). This AA is

reported as one the most important N donor for synthesis de novo of AA and supported high
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growth rates for five wine yeast species (Kemsawasdet al., 2015; Crépinet al, 2017). It
contains four atoms of N and is first deaminated by arginase coded by CAR! gene to urea and
ornithine. Urea is then converted to two ammonium ions, while the catabolism of ornithine
produces one molecule glutamate and one of proline. At last, proline is converted to glutamate
by proline oxidase in aerobic condition. Globally, it is expected four moles of glutamate from
one mol of arginine in aerobiosis. On the other hand, only three mols of glutamate are
produced from one mol of arginine in anaerobiosis, with accumulation of one mol of proline
(Magazanik 1992; Martin et al 2003).As proline is poorly-usable as N source (Table 1), only
3N are useful from arginine in anaerobiosis. Yet, this certainly represents enough nitrogen for
the yeast cells as the final biomass achieved by arginine and aspartate was similar (Fig. 2).In
S. cerevisiae, arginineaccumulates in vacuole and is released later in growth phase when N
sources are scarce for the building of AA (Crépinet al., 2017).

Asparagine promoted yeast growth at 0.06 h™ in anaerobiosis. Yet, in aerobiosis,
irregular behaviour of the cultures impaired accurate calculation of growth rate. On the other
hand, it is one of the most preferred N sources for S. cerevisiae and other four wine yeasts
(Kemsawasdet al., 2015). It is first deaminated by asparaginasecoded by ASPI gene to
produce ammonium and aspartate. Ammonium is converted to glutamate in the CNM by
NADPH-Gdh, while the formed aspartate produces another molecule of glutamate. Therefore,
one mol of asparagine could produce up to two moles of glutamate, while one mol of
aspartate produces only one mol of glutamate. From this point of view, asparagine should be
more efficient than aspartate as reported for other yeasts (Kemsawasdet al., 2015).

Leucine was classified as secondary N source in acrobiosis (0.06 h™") and as not-usable
N source in anaerobiosis (Table 1). However, it was observed that leucine sustained
exponential growth for only a short period in aerobiosis, followed by abrupt cell death as

cultivation continued (Fig. 2). This was similar to reported for the wine yeast
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Lachanceathermotoleransthat grew at high rate, achieved high maximal count number but
ended the cultivations with lower count number (Kemsawasdet al., 2015). This is one of the
three branched-chain AA (BCAA) that is well known for its low capacity to support cell
growth of S. cerevisiae (Boer et al., 2007) because it is mostly incoporporated directly into
proteins and does not serve as amino donor for synthesis de novo of AA (Crépin et al.
2017).In S. cerevisiae, it was demonstrated that 80% of the assimilated leucine goes directly
to proteins (Crépin et al., 2017). In agreement to this result, we reported that D.
bruxellessisdid not grow during oxygen-limited fermentation of BCAA-based synthetic
mediumprobably due tofast production of isoamyl alcohol, indicating that its concentrations
around 10 mg/lwas cytotoxic for this yeast (Parente et al., 2015).

Threonine was classified as secondary N source in aerobiosis (0.06 h™") and as not-
usable N source in anaerobiosis (Table 1). This AA can be deaminated by threonine
deaminase coded byCHAI gene to release one molecule of ammonium and one 2-
oxobutanoate (Bornaes at al., 1992). On the other hand, it was reported amongst the last
effective AA for growth in five wine yeasts (Kemsawasd et al., 2015). Just on the contrary,
we observed that serine promoted growth in anaerobiosis as secondary N source and
supporting only an irregular and very low growth in aerobiosis (Fig. 2). Low aerobic growth
rate was reported for 7. delbrueckii growing in this AA, contrasting to high growth rate
observed for other four wine yeast (Kemsawasd et al., 2015). The product of CHAI gene also
acts as serine deaminase that hydrolyses serine towards ammonium and pyruvate (Bornaes at
al., 1992). Phenylalanine also promoted yeast growth in anaerobiosis as secondary N source
(0.07 h™"), but not in aerobiosis (Fig. 2). It was capable of supporting aerobic growth as
“intermediate” N source for four wine yeasts, and as “good” for H. uvarum (Kemsawasd et
al., 2015).Thus, aspartate, serine, alanine and phenylalanine have in common the fact that they

promote yeast growth in anaerobiosis but not in aerobiosis.
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The remaining 10 AA were classified as poorly usable N sources, some of them not
useful at all, in both culture conditions. Among them, it can be highlighted that isoleucine
(BCAA) and tyrosine (aromatic) were classified as “intermediate” N source for four wine
yeasts, and as “good” sources for L. thermotolerans (Kemsawasd et al., 2015). It can be
explained by their limited participation for synthesis de novo of other AA (Crépin et al.,
2017).

One important question to be addressed relies on the capacity of the yeast cells to
uptake AA that do not supported yeast growth them as the first barrier for their use for cell
growth. We chose two AA that did not support yeast growth either in aerobiosis and
anaerobiosis and other two as representative of secondary N source only in anaerobiosis.
Results from Table 2 clearly showed that all AA tested were efficiently uptaken by the yeast
cells, with more than 80% of nitrogen consumed. This N consumed wouldbe enough to
sustain cell growth if the AA was prone to internally release its amino group for the
biosynthesis of other AA, associated with the lack of a toxic compound. AA consumption by
S. cerevisiae was calculated as five-times higher than the demand for biomass formation, most
of the assimilable AA is directly used for protein synthesis and not for synthesis de novo of
other AA (Crépin et la., 2017). Therefore, the uptake by either general or specific AA
permeases does not seem to be the limiting step of AA assimilation by D. bruxellensis cells,
which was corroborated by the following experiments on permeases gene expression.

Genetic aspects of AA assimilation

Analysed were performed on the expression of three genes encoding enzymes of the
CNM and three genes encoding permeases. We concentrated the studies in the third category
of poorly-usable AA in order to figure out how they influence gene expression and regulate
NCR mechanism in D. bruxellensis. Glycine and isoleucine were considered mostly as

proteinogenic AA in S. cerevisiae (Crépin et al., 2017) and did not support growth of D.
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bruxellensis cells as well (Fig. 2), although were uptaken at high rates by this yeast (Table 2).
It indicated that the limitation of with these AA relies on the further steps of catabolisation as
amino donor. Alanine and phenylalanine showed the particularity of promoting yeast growth
in anaerobiosis, albeit at low rate, but not in aerobiosis (Fig. 2). In S. cerevisiae the first
serves as important amino donor, while the second for primary a proteinogenic AA (Crépin et
al., 2017). The mixture of all AA was also used in the study of gene expression because it
induced cell growth similar to ammonium (Fig. 1). Thus, the poorly-usable AA may be
directly incorporate into proteins while preferential and secondary AA may serve as amino
donor for de novo synthesis of other AA as well.

We first examined the expression of three genes involved in nitrogen uptake: MEPI
(ammonium permease), GAPI (general amino acid permease) and PUT4 (high-affinity
permease for proline, and also for alanine and glycine) (Fig. 3). GAPI is a suitable model to
study the regulation of genes of nitrogen metabolism in S. cerevisiae due to its up-regulation
by the NCR activators GIn3p and Gatlp and down-regulated by the NCR repressors Dal80p
and Gzf3p (Stanbrough and Magasanik, 1996; Coffman ef al., 1997; Magasanik and Kaiser,
2002; Godard et al., 2007). PUT4 gene was included in the present analysis because it is
referred to as NCR sensor in S. cerevisiae (Magasanik and Kaiser, 2002; Fayyad-Kazan et al
2016). Its expression decreases with ammonium concentrations above 616 mgN/l in the
medium, and consequently, its intracellular availability, and the authors concluded that PUT4
expression is regulated by ammonium concentration rather than ammonium flux (ter Schure et
al., 1995).

As reference for the preferential AA, we first compared the expression of those genes
in medium containing glutamate, a model molecule when studying NCR mechanism in S.
cerevisiae and that promote down-regulation of GAPI (Stanbrough and Magasanik, 1996).

The results of the present study showed that the presence of glutamate in the medium did not
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significantly change the expression of MEPI and GAPI in aerobiosis (Fig. 3), as previously
reported by us for D. bruxellensis (de Barros Pita et al., 2013) and by others for S. cerevisiae
(Stanbrough and Magasanik, 1996). However, it promoted up-regulation of those genes in
anaerobiosis (Fig. 3). Expression of PUT4 was not altered by the presence of glutamate either
in aerobiosis or in anaerobiosis (Fig. 3). On the other hand, significant up-regulation of this
gene was reported at N-limited aerobic cultivation irrespective the type of N source used in
the medium (de Barros Pita et al., 2013). Therefore, glutamate did not alter the expression of
three permease genes above the ammonium level in aerobiosis. However, we observed a
remarkable finding showing their oxygen-dependent regulation. Unfortunately, no data is
available for S. cerevisiae in such condition. We have just reported that in D. bruxellensis the
regulation of MEPI expression may respond to different mechanism of that responsible for
the regulationofGAP! and PUT4 in aerobiosis (Cajueiroet al., 2017).MEPI gene was
generally down-regulated when the cells were cultivated in medium containing one of the four
poorly-usable AA tested (glycine, isoleucine, alanine and phenylalanine), irrespective to the
presence of oxygen (Fig. 3).Our previous work showed that proline (a poorly-usable AA)
promoted up-regulation this gene by four times (de Barros Pita et al., 2013). Up-regulation of
GAPI gene was observed for these AA in both environments, but not in glycine in aerobiosis
(Fig. 3).It was observed a very high level of GAPI transcripts in the presence of
phenylalanine in aerobiosis(>800x) (Fig. 3). This AA was reported to highly up-regulate
(>900x) one of its own catabolic geneAROI10-1 in D. bruxellensis, which encodes for
phenylpyruvate decarboxylase (De Souza Liberal et al., 2012).PUT4 was also up-regulated by
these poorly-usable AA in aerobiosis, but glycine. It corroborated our recent results indicating
that these genes respond to the same regulatory circuit in aerobiosis (Cajueiroet al., 2017).
However, PUT4 up-regulation was not observed in anaerobiosis for none of these N sources

(Fig. 3). Therefore, it is reasonable to assume that an unknown different regulatory
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mechanism acts in anaerobiosis, releasing GAPI expression but not PUT4.It indicated that
Gapl permease may be the main uptake mechanism of these AA in whatever environment.So
far, no study on the regulation of these genes has been done in anaerobiosis even in S.
cerevisiae.When all 20 AA were used in the medium, we observed up-regulation of GAPI
and PUT4 genes only in aerobiosis (Fig. 3), although yeast growth was more pronounced in
anaerobiosis (Fig. 1). This indicates that the catabolic machinery for AA is more efficient in
the absence of oxygen when usable AA like arginine, aspartate, glutamate and glutamine, are
present in the medium as shown by the growth curves (Fig. 2). As consequence, the presence
of their catabolic products inside the cells in anaerobiosis, ammonium and/or glutamate as
discussed above, signals for the excess of nitrogen in the medium that induces NCR response
and maintain their regulation in the level observed for cultivations in ammonium.

Afterwards, genes encoding enzymes of the CNM (GDHI, GDH2 and GLTI) were
analysed. As stated above, most of assimilable (preferential or secondary) AA may release
ammonium and/or glutamate in the due course of their catabolism. Glutamate, the sensor
molecule in S. cerevisiae, had almost no influence in the expression of these three genes in
aerobiosis (Fig. 4). This response was similar to our previous work, and may be related to the
lack of NCR binding motifs in its promoter region (Cajueiro et al., 2017). On the other hand,
GDHI and GDH2 showed up-regulation (>10-fold) when the cells were cultivated in
glutamate in anaerobiosis (Fig. 4). In the case of poorly usable AA, these genes showed
similar expression profile with a tendency for up regulation in aerobiosis and down-regulation
in anaerobiosis (Fig. 4). Again, it points out for a component of the regulatory circuit that
responds not only to the type of N source but also to the availability of oxygen. Thus, in
anaerobiosis and in the presence of preferential N-source (except ammonium), another
independent NCR binding motif may specifically act on the promoter of GDHI gene. In S.

cerevisiae, the presence of non-preferential sources induces the expression level of these
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genes, which are activated by the transcription factors GIn3p, Nillp and Gendp to compensate
the low intracellular concentration of glutamate (Magasanik and Kaiser, 2002; Hernandez et
al., 2011). It explains the low level of GDH?2 transcripts observed when poorly usable AA
were used (Fig. 4). This gene is also upregulated when nitrate is the N-source (Cajueiro et al.,
2017).The profile of gene expression of GDHI and GLTI genes in medium containing all AA
(Fig. 4) was similar to that observed for GAPI and PUT4 (Fig. 3). It corroborated the
hypothesis that signal of nitrogen limitation seems stronger in aerobiosis, probably due to less
efficient AA metabolisation as observed from the growth curves (Fig. 2).

In conclusion, our data reveal that oxygen availability exerts a great influence on the
preference of nitrogen sources as well as on the expression pattern of the permeases and genes
involved in CNM in the yeast D. bruxellensis. As expected, glutamine was considered a
preferred source independent of oxygen availability and most amino acids were considered to
be poorly usable in both aerobic and anaerobic conditions. Therefore, the catabolic machinery
for AA is more efficient in the absence of oxygen when usable AA like arginine, aspartate,
glutamate and glutamine are in the medium. Such metabolic regulation of N metabolism may
be one of the key processes for adaptation of the cells in a given industrial environment. In
parallel work, we have specifically analysed the regulation of these and other genes of D.
bruxellensis in response to nitrate as N source in anaerobiosis (manuscript in preparation).
Together, these results may provide un evaluable information on the adaptive success of D.
Bruxellensis to the industrial context and revealed new insights in the genetic regulation of the
sensing mechanisms involved in N availability in the medium. So far, the present work
represents the first study on D. bruxellensis connecting physiological and genetic aspects of
AA in anaerobiosis and sheds light on possible particularities of the regulation of N in the

absence of oxygen, a condition usually found in industrial fermentation processes.
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Figure 1 - Growth curves of Dekkera bruxellensis GDB 248 in synthetic medium containing

ammonium sulphate (A) or a mixture of all 20 amino acids (B) as nitrogen source. Cells were

cultivated in aerobiosis (open circles) or in anaerobiosis (closed circles).
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Figure 2 - Growth curves of Dekkera bruxellensis GDB 248 in synthetic medium containing

one of the 20 amino acids as nitrogen source. Cells were cultivated in aerobiosis (open

circles) or in anaerobiosis (closed circles).
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Figure 3 - Level of expression of the permease encoding genes MEPI, GAPI and PUT4 of

Dekkera bruxellensis cultivated in single amino acids or in a mixture of 20 amino acids

relative to their expression in ammonium based medium.
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Figure 4 - Level of expression of the enzyme encoding genes GDHI, GDH2 and GLTI of

Dekkera bruxellensis cultivated in single amino acids or in a mixture of 20 amino acids

relative to their expression in ammonium based medium.
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Table 1 - Classification of amino acids according their potential to promote growth of

Dekkera bruxellensis GDB 248 in aerobiosis or in anaerobiosis.

Category

Condition Preferential Secondary

Poor usable

Arginine, aspartate,

O, Glutamine glutamate, leucine,
threonine
Aspartate, Alanine, arginine,
N» glutamate, asparagine, serine
glutamine phenylalanine,

Alanine, asparagine, cysteine, glycine,
isoleucine, lysine, histidine, methionine,
phenylalanine, proline, serine, tyrosine,
tryptophan, valine

Cysteine, glycine, isoleucine, leucine,
lysine, histidine, methionine, proline,
threonine, tryptophan, tyrosine, valine

Table 2 -.Assimilation of amino acids during growth of Dekkera bruxellensis

GDB 248 in synthetic defined medium with glucose.

N concentration in the medium Nitrogen
(mg/l) consumed N uptake rate
Amino acids Initial Final (%) (mg/h.gCell)
Glycine 1048.6 (£15.7)  151.2 (£2.3) 85.6 44.0 (+0.7)
Alanine 10514 (x11.1)  67.2(=0.7) 93.6 48.2 (£0.5)
Isoleucine 1048.6 (£58.4) 1974 (+4.2) 81.2 41.7 (£2.7)
Phenylalanine 1054.2 (x10.3)  204.4 (+£0.6) 80.6 41.6 (£0.5)
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4 FISIOLOGIA DA LEVEDURA DEKKERA BRUXELLENSIS EM RESPOSTA A

DIFERENTES FONTES NITROGENIO NA PRESENGCA E AUSENCIA DE
OXIGENIO

Artigo em fase de preparagao
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Resumo

O interesse pela levedura Dekkera bruxellensis tem aumentado na ultima década
pela sua capacidade de instalagdo e manutencéo no processo fermentativo industrial
de producao de etanol combustivel, cujo ambiente é predominantemente anaerobio.
Sabe-se que tanto a fonte de carbono como a fonte de nitrogénio podem interferir no
crescimento celular e na produgao de metabdlitos. A capacidade de assimilagao de
nitrato, mesmo na presenga de amoénio, pelas células de D. bruxellensis ja foi
descrita como um importante fator na competitividade dessa levedura na dorna de
fermentacdo industrial. Assim, o objetivo desse trabalho foi investigar como a
utilizagao do nitrato e da aménia afetam o metabolismo do carbono e os rendimentos
dos produtos da fermentacdo. Esses aspectos foram investigados em meios
definidos em condicdes aerdbias e anaerdbias bem controladas. Nossos resultados
mostraram que, para D. bruxellensis, a presenga de nitrato (como unica fonte de
nitrogénio ou no meio misto), em anaerobiose, atua como aceptor de elétron
permindo aumentar consideravelmente a velocidade especifica de crescimento e de
consumo de glicose em relacdo ao meio com aménia além de determinar mudancgas
profundas na distribuicdo dos produtos finais do metabolismo do acucar. Esse
trabalho também evidencia o efeito negativo da presenca de oxigénio sobre o

crescimento de D. bruxellensis em nitrato.

Palavras-chave: Amoénio; Nitrato; Anaerobiose; Acetaldeido; Aceptor de elétrons
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Introducgao

A levedura Dekkera bruxellesis € uma das poucas leveduras capazes de
crescer em anaerobiose estrita, embora seja necessaria a adicao de esterodis e
acidos graxos insaturados (BLOMQVIST et al., 2012). Essa levedura tem despertado
o interesse da comunidade cientifica por apresentar uma boa adaptacdo ao
ambiente industrial de produgdo de etanol (DE SOUZA LIBERAL et al., 2007;
BASILIO et al., 2008) sendo também descrita no processo de vinificagdo em todo
mundo por ser considerada um contaminante (LOUREIRO e MALFEITO-FERREIRA,
2003).

Muitos aspectos da fisiologia de D. bruxellensis ja foram estudados em
aerobiose (CONTERNO et al.,, 2006; ROZPEDOWSKA et al., 2011; LEITE et al.,
2013). Uma caracteristica marcante dessas células em aerobiose € a capacidade de
produzir etanol mesmo em presenga de oxigénio, quando submetidas a elevadas
concentracbes de glicose caracterizando assim o efeito Crabtree positivo (VAN
DIJKEN e SCHEFFERS, 1986; ROZPEDOWSKA et al.,, 2011). Entretanto, existe
uma escassez de relatos sobre o crescimento anaerobio de D. bruxellensis. Visser et
al. (1990) tentaram, sem éxito, crescer em anaerobiose, uma linhagem de D.
bruxellensis em meio mineral ou rico. WIJSMAN (1984) obteve crescimento apés
uma extensa fase lag de células de Brettanomyces no meio contendo extrato de
levedura, ele também observou que a fermentagdo anaerébica foi estimulada pela
adicdo de acetoina ou oxigénio. @ Rozpedowska et al. (2011) observaram
crescimento de D. bruxellensis, em anaerobiose, em meio suplementado com
aminoacidos. Por fim, Blomqvist et al 2012, ndo notaram crescimento em
anaerobiose estrita em meio mineral variando as fontes de nitrogénio, com exce¢ao
de um pequeno crescimento na presenga de alguns aminoacidos. Que é explicado
pelo alivio na produgao de NADH que seria gerado na sintese de aminoacidos e que
n&do seria re-oxidado a NAD" devido a limitada capacidade de produgdo de glicerol
pelas células de D. bruxellensis (ALBERS et al., 1996; BLOMQVIST et al., 2012).

Diante disso, a caréncia de dados em anaerobiose pode ser devida ao fato da
maioria das linhagens ndo crescerem ou apresentarem baixas velocidades de
crescimento nessa condicdo (ROZPEDOWSKA et al., 2011; BLOMQVIST et al.,
2012). Além do mais, D. bruxellensis apresenta o efeito Custers, conhecido pela
inibicdo temporaria da fermentagdo e crescimento quando células crescidas em

aerobiose sao transferidas para um ambiente anaerébico. Esse efeito € causado por
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um estresse redutivo, ja que no caso de Dekkera ocorre a incapacidade de fechar o
equilibrio redox através da produgédo de glicerol ou de outro composto reduzido.
(WIJSMAN et al., 1984). Varios estudos reportam a baixa produgao de glicerol pelas
células de D. bruxellensis em relacdo a S. cerevisiae em anaerobiose estrita
(ROZPEDOWSKA et al., 2011) e em limitagao de oxigénio (USCANGA et al., 2003;
BLOMQVIST et al., 2012; PEREIRA et al., 2012; PARENTE et al., 2015). Sabe-se
no entanto que, a adicdo de aceptores de elétrons como acetoina ou ainda, a
presenca de nitrato estimula a fermentacgao aliviando o efeito Custers (SCHEFFERS,
1966; GILIS, 1999; GALAFASSI et al., 2013).

Sendo assim, diante da escassez de estudos quantitativos de crescimento
anaerobio de D. bruxellensis diante diferentes fontes de carbono e nitrogénio,
incluindo nitrato, o objetivo deste estudo foi conhecer a fisiologia da linhagem
industrial GDB 248 de D. bruxellensis em cultivos aerdbicos e anaerébicos frente a
diferentes fontes de carbono na presenca de amoénio, nitrato ou amodnio e nitrato

como fontes de nitrogénio.

Materiais e métodos
Linhagem da levedura

A linhagem usada nesse trabalho foi Dekkera bruxellensis GDB 248 (de
Souza Liberal et al., 2007). As células foram estocadas em placas contendo meio YP
(1% extrato de levedura, 2% de peptona bacteriolégica, 2% agar) e revitalizadas
para cada experimento em meio YP com 20g L de glicose durante 48 h. Em
seguida, as células foram centrifugadas e resuspendidas em meio mineral liquido
(YNB sem aminoacidos/aménio: 1,7 g L™"; sulfato de aménio: 5 gL™; glicose: 20 g L™)
e cultivadas a 30 °C sob agitacdo de 160 rpm durante 24 h. Estas células foram
utilizadas como pré-indculos para os experimentos de crescimento celular na
presencga e auséncia de oxigénio.
Experimentos de cultivo celular

Os ensaios aerdbicos ou anaerodbicos foram realizados em microfermentador
BioLector (Biotek, Suiga) que permite analise em tempo real da cinética de 48
experimentos de crescimento celular em tempo real em placas FlowerPlate™
(Biotek, Suiga). As células do pré-indculo foram usadas para inocular o volume de
1,5 mL de meio mineral descrito acima contendo combinagdes de diferentes fontes

de carbono (glicose, frutose, sacarose, maltose e celobiose) na concentragéo de 20
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g L™ e de fontes de nitrogénio na forma de sulfato de Aménio (5 g L™), nitrato de
sodio (6,43 g L") ou a mistura de sulfato de aménio (2,5 g L") e nitrato de sédio
(3,21g L ™). A concentracdo inicial de células foi calculada para em torno de 0,2
unidades de absorbancia a 600 nm (Aesoo). As placas foram incubadas a 30°C, 800
rom, 85% de umidade do ar e aeragao com ar comprimido no fluxo de 0,5 vvm pelo
periodo de 72 h. Para os cultivos anaerdbicos, o meio foi suplementado com
ergosterol (10 mg I'") e Tween 80 (420 mg I') como fonte lipidica (Jouhten et al.,
2008; Blomqvist et al., 2012). Para os cultivos anaerdbicos, as placas foram
colocadas dentro de uma camara anaerdbica com vazao de 0,5 vvm de nitrogénio
ultrapuro (99,999% de pureza; <1 ppm 0O;). Os experimentos em cada condigao
foram realizados em duplicata bioldgica, com réplicas técnicas. A variagdo de
biomassa durante os cultivos foi medida no espectrofotobmetro a 600nm. O peso
seco da biomassa na presenca de amoénio ou nitrato foi determinado
gravimetricamente por filtragdo, em cultivos em frascos, como previamente descrito
(Olsson and Nielsen, 1997). Brevemente, 20 ml das culturas foram filtrados em
membranas de 0,45 uym com peso pré-determinado. Os filtros foram lavados com
agua destilada, secos em estufa por 2 horas a 105°C, mantidos por 1 h em
dessecador e logo apds pesados em balanga analitica. A diferenga de peso de cada
filtro foi usada para determinagdo da concentragdo celular nas culturas (em g/l). O
valor de absorbancia (Asoo) das culturas foi relacionado com o valor de concentragao
para se estabelecer o fator de calibragdo FC (Conc.=Asp0xFC). Os experimentos em
cada condicao foram realizados em duplicata biolégica, com réplicas técnicas.
Calculo da velocidade especifica maxima de crescimento

Em cada cultivo, a fase de crescimento exponencial foi identificada pela
regido linear do grafico de In(Aspo) contra o tempo, calculando-se a velocidade
especifica maxima de crescimento a partir do coeficiente angular da regressao linear
obtida. Para cada condi¢do testada, a estimativa da velocidade especifica maxima
de crescimento corresponde a meédia dos valores obtidos a partir de dois
experimentos independentes realizados em duplicata, levando em consideragado o
desvio padrao que foi calculado a partir das 4 determinacoes.
Quantificagao de metabdlitos

Ao final de cada experimento, amostras foram coletadas e centrifugadas e o
sobrenadante foi filtrado em filtro 0,22 um para determinagdo da quantidade de

agucar residual e da producéao de etanol, acetato e glicerol por cromatografia liquida
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de alto desempenho (HPLC). Para isso, foi utilizada coluna de permuta ibnica HPX-
87H (BioRad, EUA) e solucdo de 5 mM de H,SO4 como fase movel no fluxo de 600
MI/min. O volume de amostra injetado foi 20 yL e a temperatura do forno foi 35 °C.Os
compostos foram identificados considerando os tempos de retencao relativos e
quantificados com base na comparacao direta utilizando uma curva padrdo. Os
valores representam a média de duas repeticbes bioldgicas independentes com,
pelo menos, duas repetigcdes técnicas. A analise dos dados determinou que o erro
na medicao foi inferior a 10% em todos os casos.
Calculos de rendimento e consisténcia das analises

O rendimento em biomassa, etanol e acetato e glicerol foram calculados a
partir da quantidade final de produtos dividido pelo total de acucar consumido. A
consisténcia das anadlises na condigdo anaerobica foi feita através do software
MACROBAL 2.02, obtido da Delft University of Technology, Holanda (HELLINGA,
1992), sendo utilizada uma incerteza de 10% para biomassa, glicerol e acetato e 3%
para etanol e glicose. O carbono recuperado foi calculado a partir da producéo de
biomassa, metabdlitos e CO,. O didéxido de carbono ndo foi mensurado, mas foi
estimado pelo software, como descrito por LEITE et al (2013) para dados de
quimiostato de cultivos de D. bruxellensis em condig¢ao de limitacdo de carbono.
Ensaios de velocidade especifica de consumo de glicose em anaerobiose

As células de Dekkera bruxellensis foram cultivadas em meio mineral
contendo mistura de sulfato de amoénio/nitrato de sédio sob anaerobiose em
microfermentador BiolLector até o inicio da fase exponencial. Em paralelo, foram
preparados tubos com 14 ml de meio mineral contendo ergosterol a 10 g I”' e Tween
80 a 420g I"" e as seguintes condicdes: 1) Sulfato de Aménio a 5 g I'"; 2) mistura de
sulfato de aménio a2,5 g I" e nitrato de sodio a 3,21g I 3) mistura de sulfato de
aménio a 5 g I"" e acetaldeido a 0.09 g I'"; 4) nitrato de sédio a 6,43 g I”". Estes tubos
foram borbulhados com nitrogénio ultrapuro para gerar ambiente anaerdbio. As
células foram coletadas e re-suspensas em cada uma das condicbes acima para a
concentracdo de aproximadamente 0.5 g I”. O ensaio de assimilagdo foi iniciado
pela adicdo de glicose para concentracdo inicial de 20 g I”' a 30°C com constante
borbulhamento de nitrogénio (<1 ppm O). Amostras foram coletadas pelo periodo
de 6h, centrifugadas a 10000rpm e 4° C por 5 min e o sobrenadante estocado a -
20°C para posterior quantificagdo de metabdlitos por HPLC. As velocidades

especificas foram calculadas dividindo-se o coeficiente angular da reta da curva de



69

relacdo entre a quantidade de glicose consumida pelo tempo e incubagdo.Todos os

ensaios foram feitos em duplicata biolégica, com duplicata técnica para cada ensaio.

Resultados

O crescimento de D. bruxellensis GDB 248 sobre diversas fontes de carbono
foi estudado em condicbes aerdbicas e anaerdbicas em um sistema de micro
fermentacao, utilizando aménio, nitrato ou uma mistura de aménio e nitrato como
fontes de nitrogénio. A duragéo da fase exponencial de crescimento foi regularmente
de 6 a 8 horas e as velocidades especificas maximas de crescimento (Umax) estéo

apresentadas na Tabela 1.
Tabela 1 - Velocidades especificas maximas de crescimento (Unax) de D. bruxellensis GDB 248 em
meio minimo, contendo diferentes fontes de carbono e nitrogénio, na presenga ou auséncia de

oxigénio.

pumax(h~ *)*

Amonio Nitrato Amonio/Nitrato
Fonte de Carbono

Aerobiose Anaerobiose Aerobiose Anaerobiose Aerobiose Anaerobiose

Glicose 0,21+0,01 0,20+0,01 0,45+0,01 0,25+0,03 0,23+0,01 0,24 £0,01
Frutose 0,21+0,01 0,19+0,01 0,14+0,06 0,24+0,01 0,22+0,01 0,23 0,01
Sacarose 0,22+0,01 0,20+0,01 0,43%+0,01 0,21+0,01 0,23+0,01 0,21 £0,01
Maltose 0,20+0,01 0,17+0,01 0,11+0,04 0,19+0.01 0,22+0,01 0,19+0,03
Celobiose 0,15+0,01 0,15+0,01 0,10+0,01 0,16+0,01 0,45+0,01 0,16 £0,02

*Valores de Pmax €M h™. As velocidades especificas maximas de crescimento representam a média
dos valores obtidos a partir de dois experimentos independentes realizados em duplicata, seguido

dos desvios padrdes calculados a partir das quatro réplicas.

Quando aménio é utilizada como unica fonte de nitrogénio, as células de D.
bruxellensis crescem com velocidades um pouco maiores em aerobiose do que em
anaerobiose, para quaisquer das fontes de carbono testadas. O inverso se observa
quando nitrato é a unica fonte de nitrogénio: as velocidades especificas maximas de
crescimento foram em média 40% maiores em anaerobiose do que em aerobiose,
para quaisquer das fontes de carbono estudadas. Ja no meio contendo uma mistura
de amoénio e nitrato (meio misto) ndo houve diferengas significativas nas velocidades
de crescimento em aerobiose e anaerobiose.

Nos cultivos realizados em anaerobiose, a presenga de nitrato (como Unica

fonte de nitrogénio ou em meio misto) levou a velocidades maximas de crescimento
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substancialmente maiores do que em presenca apenas de amoénio. Esse efeito ndo
€ observado nos cultivos em aerobiose, nos quais a presenga de nitrato ndo leva a
um aumento da velocidade de crescimento em relacdo ao meio contendo apenas
amoénio, causando ao contrario uma diminuigcao significativa da velocidade (entre 30
e 45%) quando o nitrato é a unica fonte de nitrogénio.

Observa-se ainda que, as velocidades especificas de crescimento na
presenca dos dissacarideos maltose e celobiose foram sempre significativamente
menores do que nos outros agucares, independente da fonte de nitrogénio utilizada
ou da disponibilidade de oxigénio.

Os cultivos foram interrompidos apés 72 horas, determinando-se ao final a
densidade celular, bem como as concentragdes de agucar residual, e dos produtos
formados (etanol, glicerol e acetato). Os rendimentos observados estédo
apresentados nas Tabela 2, 3 e 4 de acordo com a fonte de nitrogénio utilizada.

Quando aménio é a fonte de nitrogénio, o crescimento de D. bruxellensis em
condi¢cbes aerdbicas sobre glicose leva a produgdo de quantidades expressivas de
etanol e acetato, mas nenhum glicerol é detectado (Tabela 2). Em termos molares, a
producao de etanol, acetato e glicerol obedece a raz&o 5 : 1 : 0. Os rendimentos em
biomassa e metabdlitos sdo semelhantes em todas as fontes de carbono testadas,
com excegao de celobiose, onde muito menos etanol é produzido e mais biomassa é
formada. Quando o crescimento é realizado em condicbes anaerébicas, mais etanol
€ produzido e observa-se producdo de glicerol, mas a producédo de acetato é
suprimida (Tabela 2). Em anaerobiose, etanol, acetato e glicerol sdo produzidos
numa razdo de 9 : 0 : 0,1, em termos molares. O rendimento em biomassa é
semelhante ao observado em aerobiose, ndo havendo nesse caso diferenga
significativa entre as diversas fontes de carbono, incluindo a celobiose.

Quando as células sédo crescidas aerobicamente sobre glicose utilizando
nitrato como fonte de nitrogénio, a distribuicdo de produtos € semelhante a
observada em meio com aménio (Tabela 3). A produgdo de etanol e acetato
obedece uma propor¢cao de aproximadamente 4:1 em termos molares, e nenhum
glicerol é detectado. O crescimento aerdbico sobre celobiose em meio com nitrato se
acompanhou de um menor rendimento em etanol e maior rendimento em biomassa
quando comparada as outras fontes de carbono, como ja observado no meio
contendo amoénio. Entretanto, em anaerobiose o crescimento sobre nitrato leva a

uma distribuicdo de produtos diferente da observada em meio contendo aménio:
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observa-se produgédo de acetato e a produgdo de glicerol € menor. Em nitrato, a
razao molar de etanol, acetato e glicerol observada em anaerobiose € de 9: 0,7 :0,1.

Quando em meio misto, em aerobiose, o padrao de produtos foi semelhante
ao observado em amoénio e em nitrato, com produgdo de acetato e etanol e
nenhuma producdo de glicerol (Tabela 4). J& em anaerobiose, a producdo de
acetato e glicerol é intermediaria as observadas no meio com amonio e no meio com

nitrato, em todas as fontes de carbono.
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Tabela 2 - Porcentagem de aglcar consumido, rendimento em biomassa, etanol, glicerol e acetato por células de D. bruxellensis GDB 248 na presenca de

amonio como fonte de nitrogénio em diversas fontes de carbono, em condi¢des aerdbicas e anaerdbicas.

AMONIO
Fonte de 4 Acucar consumido . Rendimento (g/g)
Carbono H () (%) Xl Biomassa Etanol Glicerol Acetato
Aerobiose  Glicose 0,214 100% 1,59 + 0,23 0,08 + 0,01 0,27 % 0,01 ND** 0,071 = 0,01
Frutose 0,211 100% 1,65 + 0,32 0,09 + 0,02 0,26 * 0,02 ND 0,080 + 0,02
Sacarose 0,219 100% 1,60 + 0,03 0,08 + 0,01 0,26 * 0,03 ND 0,073 + 0,01
Maltose 0,204 100% 1,52 + 0,10 0,07 + 0,01 0,26 = 0,02 ND 0,065 + 0,01
Celobiose 0,150 65% 1,57 = 0,10 0,11 = 0,01 0,99 % 0,02 ND 0,094 + 0,02
Anaerobiose Glicose 0,200 100% 1,45 + 0,02 0,08 + 0,01 042 + 0,01 0,012 £ 0,001 ND
Frutose 0,195 100% 1,48 + 0,03 0,08 + 0,01 044 % 0,03 0,013 + 0,002 ND
Sacarose 0,200 100% 1,52 + 0,03 0,07 + 0,01 041 + 0,01 0,011 + 0,002 ND
Maltose 0,170 100% 1,44 + 0,03 0,07 + 0,01 043 = 0,04 0,010 + 0,000 ND
Celobiose 0,150 87% 1,46 + 0,03 0,08 + 0,01 048 + 0,01 0,013 = 0,001 ND

e peso seco foi estimado a partir da DO final como descrito na metodologia.

**ND: ndo detectado
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Tabela 3 - Porcentagem de agucar consumido, rendimento em biomassa, etanol, glicerol e acetato por células de D. bruxellensis GDB 248 na presencga de

nitrato como fonte de nitrogénio e diversas fontes de carbono, em condigbes aerdbicas e anaerdbicas.

NITRATO
Fonte de 4. Acucar consumido ) Rendimento (g/g)
M (h7) X (gL)

Carbono (%) Biomassa Etanol Glicerol Acetato
Aerobiose  Glicose 0,150 74% 0,61 + 0,33 0,04 £+ 0,02 0,22 £ 0,03 ND** 0,08 + 0,02

Frutose 0,140 64% 0,70 + 0,36 0,06 + 0,03 0,22 + 0,03 ND 0,07 + 0,01

Sacarose 0,130 66% 0,69 + 0,20 0,05 £ 0,01 0,97 £ 0,04 ND 0,08 + 0,01

Maltose 0,110 50% 0,48 + 0,12 0,04 + 0,01 0,48 = 0,01 ND 0,11 = 0,01

Celobiose 0,096 39% 0,77 + 0,07 0,09 * 0,01 0,94 £ 0,01 ND 0,18 + 0,01
Anaerobiose Glicose 0,249 100% 163 + 0,06 0,08 + 0,01 0,45 = 0,02 0,009 + 0,001 0,044 + 0,004

Frutose 0,240 100% 1,45 + 0,16 0,08 + 0,01 0,46 = 0,04 0,007 + 0,001 0,042 + 0,008

Sacarose 0,210 100% 165 + 0,21 0,08 + 0,01 0,39 + 0,02 0,005 + 0,001 0,041 + 0,004

Maltose 0,190 100% 1,54 + 0,07 0,07 + 0,01 0,41 = 0,02 0,008 + 0,002 0,041 + 0,003

Celobiose 0,160 100% 1,67 + 0,02 0,08 + 0,01 0,43 = 0,03 0,008 + 0,000 0,034 + 0,003

o) peso seco foi estimado a partir da DO final como descrito na metodologia.

**ND: ndo detectado
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Tabela 4 - Porcentagem de agucar consumido, rendimento em biomassa, etanol, glicerol e acetato por células de D. bruxellensis GDB 248 na presenca de

amonio e nitrato como fonte de nitrogénio e diversas fontes de carbono, em condigdes aerdbicas e anaerdbicas.

MISTO (AMONIO E NITRATO)

Fonte de Rendimento (g/g)
u(h™") Acucar consumido (%) X (g/L™y*
Carbono Biomassa Etanol Glicerol Acetato
Aerobiose Glicose 0,230 66% 1,12 £ 0,25 0,08 £ 0,02 0,22 £ 0,04 ND** 0,07 £ 0,02
Frutose 0,225 63% 1,18 + 0,73 0,07 + 0,04 0,27 + 0,02 ND 0,12 + 0,03
Sacarose 0,230 59% 1,15 + 0,26 0,09 + 0,02 0,22 + 0,05 ND 0,12 + 0,03
Maltose 0,216 57% 1,08 + 0,30 0,09 + 0,02 0,19 = 0,03 ND 0,11 %+ 0,03
Celobiose 0,153 36% 1,00 + 0,15 0,12 + 0,02 0,15 + 0,03 ND 0,14 + 0,06
Anaerobiose Glicose 0,245 100% 1,78 £+ 0,08 0,09 =+ 0,01 0,42 £ 0,01 0,010 £ 0,001 0,025 = 0,002
Frutose 0,230 100% 1,44 + 0,26 0,08 £ 0,01 0,44 £+ 0,03 0,008 + 0,001 0,025 = 0,003
Sacarose 0,210 100% 1,64 £+ 0,10 0,08 £ 0,01 0,42 £ 0,02 0,005 %+ 0,001 0,025 = 0,002
Maltose 0,190 100% 1,63 + 0,11 0,08 + 0,01 0,42 + 0,02 0,008 + 0,003 0,024 + 0,002
Celobiose 0,160 100% 1,67 £ 0,01 0,08 + 0,01 0,44 + 0,01 0,009 £+ 0,001 0,018 + 0,002

o) peso seco foi estimado a partir da DO final como descrito na metodologia.

** ND: ndo detectado
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Com relacao a celobiose, no crescimento aerébio se observou, uma vez mais, uma
menor produc¢do de etanol e maior rendimento em biomassa em comparagéo com as
outras fontes de carbono.

O efeito da adigdo de aceptores de elétrons como o acetaldeido e o nitrato
sobre a velocidade de consumo de glicose de células de D. bruxellensis GDB 248 foi
avaliado em um sistema anaerobio. Neste trabalho, a Figura 1 mostra que nos meios
contendo nitrato ou acetaldeido, a velocidade especifica de consumo de glicose é
cerca de duas vezes maior do que a observada em meio contendo apenas com

amonio.

Figura 1 - Velocidade especifica de consumo de glicose por células de D. bruxellensis, pré-cultivadas
em meios contendo diferentes fontes de nitrogénio. Os resultados representam a média dos valores

de duas replicatas bioldgicas e duas replicas técnica.

8 0.18 @

8

% 016 @

S

° 014 @

E —

ar 012 @

S <

°8 owe

- O

3% oo0se

t '

7]

o 0.06 @

)

w

S 004 @

K}

g 002 @

& (o) ) $)
N Sl
N
s
&
b}?’



76

Discussao

O crescimento aerébio de D. bruxellensis sobre aménio pode apresentar
diferentes rotas metabdlicas, desde um metabolismo completamente oxidativo, na
qual apenas biomassa e CO, sao formados, até um metabolismo respiro-
fermentativo, em que além de biomassa e CO,, € observado a produgao de etanol e
acetato (BLOMQVIST et al, 2012; LEITE et al., 2013; GALAFASSI et al., 2013).
Enquanto em condigdes anaerobicas, D. bruxellensis ndo produz nada ou produz
quantidades muito baixas de acido acético (BLOMQVIST et al., 2010, 2012, et al.,
2013). Na auséncia de oxigénio é evidente a produgao de glicerol pelas leveduras,
no entanto, ja € bem conhecido da literatura que a levedura D. bruxellensis
apresenta uma baixa produgao de glicerol durante o crescimento celular em relagao
ao que é produzido por S. cerevisiae (WIJSMAN et al., 1984; VAN DIJKEN e
SCHEFFERS, 1986; ROZPEDOWSKA et al., 2011), o qual em condi¢des
anaerdbicas € produzido como meio de re-oxidacdo do NADH produzido pelos
processos anabdlicos (VAN DIJKEN e SCHEFFERS, 1986). Essa deficiéncia parece
estar relacionada com o chamado “efeito Custers” nesta levedura (WIJSMAN et al.,
1984). Sendo assim, ndo esta bem definido na literatura como, em anaerobiose, as
células de D. bruxellensis conseguem fechar o balango redox. Sabe-se, no entanto,
que a adigao de aceptores de elétrons como acetoina ao meio de cultura acelera o
metabolismo da glicose, aliviando o “efeito Custers” (WIJSMAN et al., 1984; VAN
DIUKEN e SCHEFFERS, 1986). Também tem sido relatado que a adigdo de
aminoacidos ao meio de cultivo anaerébio favorece o crescimento das células de D.
bruxellensis, ja que levaria ao alivio na produgdo de NADH gerado a partir da
sintese desses aminoacidos (ALBERS et al., 1996; BLOMQVIST et al., 2012).
Recentemente, foi sugerido também que a assimilagéo de nitrato funcionaria como
uma valvula redox capaz de abolir este “efeito Custers” (DE BARROS PITA et al.,
2011; GALAFASSI et al., 2013). No entanto, o efeito positivo do nitrato em
anaerobiose ja havia sido descrito por Gilis em 1999, mostrando que a presencga do
nitrato acelera a fermentagcao em células de Brettanomyces, sendo mais eficiente do
que acetoina. Diante do exposto, neste estudo foi avaliado como a utilizagdo do
nitrato ou aménio afeta o crescimento e os rendimentos dos produtos da

fermentagdo em D. bruxellensis em condi¢des aerdbias e anaerdbias.
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A linhagem GDB 248 de D. bruxellensis utilizada no presente estudo se
mostrou capaz de crescer sobre nitrato como unica fonte de nitrogénio, tanto em
aerobiose como em anaerobiose, 0 que nem sempre ocorre com outras linhagens
(BLOMQVIST et al., 2012; GALAFASSI et al., 2013) e a metabolizagdo do nitrato
nessa levedura provavelmente se da como em Hansenula polymorpha, por sua
reducdo sequencial a nitrito e amoénio, visto que, 0s genes necessarios para a
assimilagcado de nitrato em Hansenula estao presentes nos dados da sequéncia de
genes de D. bruxellensis (IWOOLFIT et al., 2007).

Neste trabalho, em aerobiose, a velocidade de crescimento de D. bruxellensis
tendo apenas nitrato como fonte de nitrogénio € menor do que em amoénio, enquanto
em anaerobiose, a presenga do nitrato (como unica fonte de nitrogénio ou em meio
misto) permite aumentar consideravelmente a velocidade especifica da linhagem
GDB 248 de D. bruxellensis em comparagdo com um meio contendo apenas
amoénio. Esses resultados corroboram com a ideia do nitrato funcionar como uma
eficiente valvula redox em anaerobiose como foi sugerido por Galafassi et al.,
(2013). Sendo assim, diante da limitada producédo de glicerol pelas células de D.
bruxellensis, a assimilacdo redutiva de nitrato oferece rota alternativa para a
reoxidacao do excesso de NADH, uma vez que a reducdo de um mol de nitrato a
amoénio consome 4 moles de NAD(P)H (SIVERIO, 2002). Resultados semelhantes
foram observados por Galafassi et al., (2013) mostrando a maior velocidade de
crescimento das células de D. bruxellensis no meio misto em relagdo ao meio
contendo apenas aménio em anaerobiose. Adicionalmente, resultados obtidos em
sistema anaerdbio neste trabalho mostraram que, na linhagem GDB248 de D.
bruxellensis, o nitrato funciona como um aceptor de elétrons tdo eficiente quanto o
acetaldeido, dobrando a capacidade de metabolizagdo de agucares em anaerobiose,
quando comparada a um meio contendo apenas aménio.

Os resultados obtidos neste trabalho destacam o fato de que a velocidade
especifica de crescimento sobre nitrato em anaerobiose é mais rapida do que em
aerobiose quando o nitrato é unica fonte de nitrogénio, mas ndo no meio misto. Esse
fato evidencia um efeito negativo da presencga de oxigénio sobre o crescimento de D.
bruxellensis em nitrato. E possivel que esse efeito se deva a uma menor atividade
da enzima nitrato redutase em aerobiose, a qual se tornaria limitante para a

assimilagao de nitrogénio quando o nitrato € a unica fonte. Uma diminui¢cdo da
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atividade nitrato redutase em aerobiose foi relatada por Galafassi et al., (2013) ao
estudar o crescimento de outra linhagem de D. bruxellensis em meio misto.

Quanto aos produtos do metabolismo, o crescimento das células de D.
bruxellensis em cultivos descontinuos realizados em micro fermentador produziu
diferentes perfis de subprodutos que variaram em fungdo das diferentes fontes de
nitrogénio e da presenga ou auséncia do oxigénio.

Em todas as fontes de nitrogénio testadas na condicdo aerdbica
D.bruxellensis apresentou um metabolismo respiro-fermentativo em que, bastante
etanol foi produzido acompanhado de acetato. A producgdo de etanol em condi¢des
aerobicas a caracteriza como Crabtree positiva, assim como S. cerevisiae,
entretanto S. cerevisiae ndo produz acetato em condi¢gbes aerdbicas (PRONK et
al.,1996).

Em anaerobiose, o perfil de distribuicdo dos produtos € diferente: em
presenca de amoénio, continua a ser produzido etanol e cessa a producado de
acetato, passando a haver producao de glicerol, o que € esperado ja que o glicerol é
necessario para reoxidar o NADH gerado em processos anabdlicos (VAN DIJKEN e
SCHEFFERS, 1986). Entretanto, em D. bruxellensis, a quantidade de glicerol
produzida por grama de biomassa (1,7 mmol de glicerol / g cel) € muito inferior aos
9,1 mmol/gcel referidos na literatura para S. cerevisiae (VERDUYN et al., 1990).
Sabe-se que em S. cerevisiae essa produgao de glicerol responde pela eliminagao
de 82% do excesso de NADH produzido teoricamente durante o crescimento
anaerobico, quando a biomassa contém 47% de proteina e 7% de RNA (Verduyn et
al., 1990; VAN DIJKEN e SCHEFFERS, 1986). Sendo assim, o perfil de produtos
observado em D. bruxellensis, em especial a baixa produgao especifica de glicerol,
nao permite explicar como o balango redox de é fechado em cultivos descontinuos
realizados em anaerobiose. E possivel que nessas condi¢cdes a levedura apresente
uma a composicdo elementar ou macromolecular significativamente diferente
daquela descrita para cultivo aerdbio sob limitagao de carbono (LEITE et al., 2012).

Em presenca de nitrato houve diminuicdo da produgdo de glicerol em
relacdo ao produzido no meio com aménio, mas também observa-se a formagao de
acetato. A producdo de acetato em meio misto na auséncia de oxigénio ja foi
reportada por Galafassi et al (2013), sendo 0.033g g~, esse rendimento é

semelhante ao valor encontrado nos nossos cultivos em meio misto. A diminui¢éo da
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producao de glicerol no meio com nitrato em anaerobiose, sendo 25% menor do que
em amoénio, ndo poderia ser de outra maneira porque para dar conta da assimilagao
de nitrogénio demandada pela formacdo de biomassa € necessario destinar a
assimilagao de nitrato um fluxo de equivalentes redutores bem superior ao destinado
a produgao de glicerol no meio contendo aménio.

A partir dos dados de rendimentos e velocidades especificas de
crescimento foi possivel calcular os fluxos de consumo de glicose e formagao de
produtos tal como mostrado na Tabela 5. Os fluxos foram calculados para os
experimentos em anaerobiose, nas diversas fontes de nitrogénio, tendo glicose
como substrato e a consisténcia dos dados foi testada utilizando o software
MACROBAL (HELLINGA,1992). Como a quantidade do numero de velocidades
medidas sao superiores ao grau de liberdade do sistema de equacgdes (grau de
redundancia = 1), isso permite o calculo de velocidades ndo medidas e também de
velocidades estimadas de valores com varidancia reduzida em relacdo aos
experimentais (VAN DER HEIJDEN et al.,, 1994). Observa-se que o balango de
carbono foi fechado de maneira satisfatéria e a estatistica do teste mostrou néo
encontrar evidéncias de que exista um erro experimental nos dados. Nesta tabela,
observa-se que a velocidade especifica de consumo de glicose foi maior no meio
com nitrato. Quanto a produgéo de glicerol, nota-se que a simples eliminagdo da
produgcdo desse produto ndo seria capaz de prover os equivalentes redutores
necessarios a assimilacdo de nitrato, sendo assim,um fluxo suplementar de
NAD(P)H é obtido por meio da produgao de acetato pela oxidagdo de acetaldeido,
em detrimento da producdo de etanol. No ensaio s6 com nitrato pode-se verificar
que, a produgdo de acetato pode responder por cerca de 50% da demanda de
equivalentes redutores decorrente da assimilacdo de nitrato (Tabela 5), obedecendo
a uma razao de 2:1 (acetato/NOs3), bastante superior aquela referida por Galafassi et
al., (2013), em que a taxa especifica de produgédo de acetato corresponde a taxa
especifica de consumo de nitrato obedecendo uma razédo 1:1. Assim, quando o
nitrato € a unica fonte de nitrogénio, a producédo de acetato representa um meio de
produzir o NAD(P)H suplementar necessaria a assimilagcdo do nitrato, sendo

fundamental para de fechar o balanco redox.
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Tabela 5 - Velocidades especificas de conversdao medidas e estimadas para células de Dekkera bruxellensis no estado estacionario em

condi¢des anaerobicas

VELOCIDADE ESPECIFICA DE CONVERSAO (mmol™” g* h'")*

Substrato/Produto S. cerevisiae (D=0,1 h-1)**  D. bruxellensis AMONIO D. bruxellensis NITRATO
Valor Estimado Valor Medido Valor Estimado  Valor Medido  Valor Estimado
g Biomassa 3,99 74 = 0,7 74 £ 0,7 92 + 0,9 92 + 0,9
q Glicose -5,81 -145 £+ 04 -14,0 £ 0,3 -16,5 £ 0,5 -16,9 + 04
g Etanol 8,7 240 = 1,0 251 + 0,6 289 + 1,3 275 + 0,8
g Glicerol 0,91 03 = 0,0 0,3+ 01 0,3 £+ 01 0,3 £+ 0,1
q Acetato 0,02 - - 30+ 0,3 29 + 0,3
g NH4 - - 1,1 + 0,0 - -
g NO3 - - - - 1,4 + 0,0
q CO2 - - 255 + 0,0 - 30,7 £ 0,0
g Lactato 0,05 - - -
Carbono recuperado (%) 94,75% 93% 100% 107% 100%
NAD(P)H-produzido (biomassa)*** 11,02 11,02 11,02
NAD(P)H-produzido (acetato)*** 0,02 - 11,83
NAD(P)H-consumido (glicerol)*** 9.1 1,71 1,16
NAD(P)H-consumido (nitrato)*** - - 21,91
Excesso NADPH sem destino*** 1,94 9,3 -0,22

*Os fluxos mensurados (g: mmol’ g" h") correspondem & média dos valores obtidos a partir de dois experimentos

independentes realizados em duplicata, seguido dos desvios padrdes calculados a partir das quatro réplicas. ** D=0,1 h
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**Verduyn et al., (1990).

Kok -1

mmol g

Tanto em aerobiose como em anaerobiose as velocidades especificas de
crescimento sdo consideravelmente maiores em glicose, frutose e sacarose do
que nos dissacarideos maltose e celobiose. Isso indica que existem diferencas
metabdlicas na assimilagdo desses agucares, como também ja foi reportado em
estudos anteriores (DE BARROS PITA et al., 2013; LEITE et al., 2013). Sabe-se
que, algumas linhagens de D. bruxellensis podem consumir a celobiose e
maltose, e assim como acontece com a linhagem do presente estudo, essa
assimilagao ocorre mais devagar e menos eficiente do que acontece em glicose
(BLOMQVIST et al., 2010; DE BARROS PITA et al., 2013). No caso da celobiose,
apesar da baixa velocidade de crescimento, na presenga de oxigénio observa-se
mais biomassa e menos etanol em relacdo as outras fontes de carbono
independente da fonte de nitrogénio, sendo assim, talvez o efeito Crabtree seja

diferente em celobiose.

Conclusao

Nossos resultados mostraram que, para D. bruxellensis, a presenca de
nitrato (como unica fonte de nitrogénio ou no meio misto) atuando como aceptor
de elétron permite aumentar consideravelmente a velocidade especifica de
crescimento e de consumo de glicose em relacdo ao meio com aménio em
anaerobiose além de determinar mudancas profundas na distribuicdo dos
produtos finais do metabolismo do acucar. Esse trabalho também evidencia o
efeito negativo da presenca de oxigénio sobre o crescimento de D. bruxellensis
em nitrato. Portanto, os resultados aqui apresentados contribuem para uma
melhor descricdo de aspectos fisioldgicos importantes da levedura D. bruxellensis
e oferece estratégias que ajudam a favorecer o seu crescimento, contribuindo

para uma futura aplicagao biotecnoldgica dessa levedura.
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5 DISCUSSAO GERAL

A capacidade de crescer em anaerobiose é pouco documentada em D.
bruxellensis visto que, seu crescimento nessa condicdo acontece em baixas
velocidades especificas (BLOMQVIST et al.,, 2012; ROZPEDOWSKA et al.,
2011). Essa limitagdo no crescimento acontece devido ao desbalangco redox
gerado pela pouca produgao de glicerol, que tem a fungao de re-oxidar o NADH
produzido durante a sintese de aminoacidos (WIJSMAN et al., 1984). Sabe-se
que a adicao de aminoacidos pode aliviar esse problema, visto que diminuiria o
excesso de NADH (BLOMQVIST et al., 2012). A presenca de nitrato como fonte
de nitrogénio também funciona como uma valvula redox devido a dependéncia de
NAD(P)H pelas enzimas de assimilagdo do nitrato. Diante disso, sabendo que a
concentragéo e a qualidade das fontes de nitrogénio sdo capazes de influenciar a
taxa de crescimento e a eficiéncia fermentativa em diferentes leveduras
(MENDES-FERREIRA et al., 2007; DE BARROS PITA et al., 2011; ESPINOSA
VIDAL et al., 2012), o primeiro trabalho aqui apresentado teve o objetivo de
avaliar a capacidade de D. bruxellensis metabolizar diferentes aminoacidos como
fonte de nitrogénio em aerobiose ou anaerobiose estrita, além de comparar o
padrao de expressdo permeases e genes envolvidos no metabolismo central do
nitrogénio. Foi relatado que as velocidades especificas de crescimento foram
maiores em anaerobiose do que em aerobiose, o que poderia ser explicado pela
alta producdo de acetato em aerobiose, uma caracteristica marcante em D.
bruxellensis (Leite et al., 2013). Uma concentragdo de até 1.7 g L™ (28mM) de
acetato foi observado em nossos cultivos aerdbicos (dados nao apresentados)
que pode ser suficiente para inibir uma maior taxa de crescimento na linhagem
utilizada no presente estudo.

A preferéncia das células de D. bruxellensis por cada um dos 20 AA,
modifica ligeiramente de acordo com disponibilidade de oxigénio e que a
glutamina foi o aminoacido preferencial independente da disponibilidade de
oxigénio. A classificagdo quanto a preferéncia por cada fonte de nitrogénio,
classificadas como sendo preferencial ou nao preferencial (pobres), é feita com
base dois critérios. O primeiro critério & relacionado a capacidade de cada
composto individual ajudar no crescimento quando estdo presentes como unica

fonte de nitrogénio. O segundo critério reflete a constatacdo de que as fontes
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preferidas de nitrogénio geralmente reprimem 0s processos necessarios para a
utilizacdo das fontes de nitrogénio nao preferenciais (COOPER 1982;
MAGASANIK 1992; MAGASANIK E KAISER, 2002). E importante ressaltar que, a
classificagdo de fontes de nitrogénio ndo € absoluta, e seus efeitos repressivos
podem variar significativamente entre diferentes linhagens de levedura. Em S.
cerevisiae, ambnio e glutamina sao fontes preferenciais indutoras da NCR
(MAGASANIK e KAISER, 2002; GODARD et al., 2007; LJUNGDAHL AND
DAIGNAN-FORNIER, 2012), por outro lado, em D. bruxellensis, glutamina tem
uma acao central nesse controle (CAJUEIRO et al., 2017).

Neste trabalho, observou-se que a absorgdo dos AA por permeases gerais
ou especificas ndo parece ser o passo limitante da assimilagao de AA por células
de D. bruxellensis, o que foi corroborado com o experimento mostrando a
eficiente captacdo dos aminoacidos e com o perfil de expressdo dos genes que
codificam as permeases. Os dados de quantificacdo relativa indicaram que os
genes MEP1, GAP1 e PUT4 apresentaram diferentes padrbes de expressao,
tanto em aerobiose quanto em anaerobiose. O gene MEP1, que codifica o
transportador de baixa afinidade para aménio, ndo apresentou sobre-expressao
em nenhum dos aminoacidos pobres que foram testados, tanto na presenca como
na auséncia de oxigénio. Ja o gene GAP1 apresentou sobre-expressao quando
as células foram cultivadas em todos os aminoacidos considerados fontes pobres
em aerobiose e anaerobiose, com excegao da glicina em aerobiose, na qual ndo
houve mudanga na expressao. O gene PUT4, permease para prolina, apresentou
padrao de sobre-expressado para os aminoacidos de terceira categoria que foram
testados, com menor destaque para a glicina que ndo houve expressdo do gene
em relacdo a condigdo de referéncia, enquanto em anaerobiose, ndo houve
expressdo em nenhum dos aminoacidos testados. Isto mostra que, em aerobiose,
0 gene PUT4 esta sob o controle de repressao catabdlica do nitrogénio, e sugere
que nesta levedura o produto do gene PUT4 esta relacionado ndo s6 com a
assimilacédo da prolina, como acontece em S. cerevisiae (JAUNIAUX et al., 1987),
mas com o de outras fontes de nitrogénio consideradas nao preferenciais. Esse
resultado difere do apresentado por De Barros Pita et al (2013), na qual, em
aerobiose, todos esses genes acima que codificam permeases estdo sob o
controle do mecanismo de NCR, sendo induzidos quando a fonte preferencial de

nitrogénio esta limitante no meio ou quando a fonte secundaria esta presente. Em
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S.cerevisiae, a expressao e atividade das permeases Gap1p e Put4p também
estdo sujeitos a regulagdo do nitrogénio (JAUNIAUX e GRENSON, 1990;
MAGASANIK e KAISER, 2002) e a presenga de fontes preferenciais leva a
diminuicdo da atividade das permeases e como consequéncia a indugao de vias
especificas de assimilagdo de nitrogénio sdo diminuidas (COOPER e SUMRADA,
1983). Além disso, em glutamato observa-se uma expresséo significativa de
GAP1 apenas em anaerobiose, em S. cerevisiae na presenga de oxigénio, o
crescimento sobre glutamato gera um sinal de direcionamento da permease Gap1
para o vacuolo, por outro lado, o crescimento sobre fontes pobres como prolina,
direciona a permease para membrana plasmatica (STANBROUGH e
MAGASANIK, 1995). Isso reforca a ideia de regulacdo das permeases
dependente da concentracdo de oxigénio. Além disso, a expressao diferencial de
genes que codificam a enzima do CNM revelou diferengas na liberagdo da NCR,
aspecto importante que esta relacionado a assimilacdo sequencial ou paralela de
diferentes fontes de nitrogénio com importancia para o rendimento industrial e
produtividade.

Ao estudar como a utilizacdo do nitrato ou aménio afeta o metabolismo do
carbono e os rendimentos dos produtos da fermentagdo em D. bruxellensis em
condi¢gbes aerdbias e anaerdbias, observou-se que, a presenga de nitrato (como
unica fonte de nitrogénio ou no meio misto) atuando como aceptor de elétron
permite aumentar consideravelmente a velocidade especifica de crescimento e de
consumo de glicose em relagdo ao meio com amdnio em anaerobiose além de
determinar mudancas profundas na distribuicdo dos produtos finais do
metabolismo do agucar. A taxa especifica de crescimento no meio com amdnio e
glicose, em anaerobiose, foi quase trés vezes maior do que a reportada para
outra linhagem de D. bruxellensis (ROZPEDOWSKA et al., 2011). Em aerobiose,
as taxas de crescimento no meio com nitrato e glicose, foram superiores ao
relatados também pelo nosso grupo em crescimentos aerdbicos. Segundo de
Barros Pita et al (2011), as taxas de crescimento foram 0.09 e 0.16 h™' em meio
sintético contendo nitrato e no mix de aménio e nitrato respectivamente. E
importante ressaltar que a transferéncia de oxigénio é mais eficiente no presente
estudo, visto que o BiolLector proporciona maior agitacdo em contraste com o

estudo anterior feito em shaker.
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As maiores velocidades especificas no meio com nitrato em anaerobiose
quando comparado ao meio na presenga de oxigénio, é outro importante achado
nesse trabalho. Sendo assim, esses dados sugerem que a assimilagao do nitrato
é fortemente influenciada pela concentragdo de oxigénio dissolvido no meio,
podendo exercer um efeito negativo sobre a assimilacdo do nitrato em aerobiose,
0 que nao acontece quando amoénio esta presente como fonte de nitrogénio.
Adicionalmente, dados ndo ainda n&o publicados pelo nosso grupo mostram que
a expressdo do gene YNRT1 no meio apenas com nitrato em anaerobiose
corresponde ao dobro da expressdo em aerobiose, tendo amdnio como condi¢éo
de referéncia. Esse conjunto de dados apontam um efeito negativo do oxigénio
sobre a assimilagao de nitrato a nivel da nitrato redutase.

Durante o crescimento anaerébico no meio com amoénio, D. bruxellensis
converteu a menos glicose em biomassa do que em aerobiose devido a maior
producdo de etanol, juntamente com a producdo de glicerol. Entretanto, os
rendimentos em etanol e glicerol em anaerobiose foram consideravelmente
maiores dos que os reportados por Rozpedowska et al. (2011) que encontraram
0.34 e 0.007 (g/g) respectivamente. Enquanto, o rendimento em biomassa
apresentado pela nossa linhagem em anaerobiose foi 41% menor do que a
linhagem CBS2499 (ROZPEDOWSKA et al., 2011). No meio com nitrato, na
presengca de oxigénio, os rendimentos em biomassa e etanol foram
consideravelmente menores do que em anaerobiose e do que os rendimentos em
amoénio, mesmo assim, o etanol foi o principal produto do metabolismo dos
agucares. Em anaerobiose, nos nossos ensaios também houve uma expressiva
producao de acetato no meio com nitrato e no meio misto, sendo o rendimento em
meio misto 24% menor do que o observado por Galafassi et al (2013). Nos
Nossos ensaios, ndo houve produgao de glicerol em aerobiose. Na auséncia de
oxigénio a produgao de glicerol aconteceu em todos os meios testados, sendo
menor, em média 45%, nos meios na presenca com nitrato € no meio misto em
relacdo ao meio com amdnio em todas as fontes de carbono. Ja é sabido que a
presenca do nitrato como fonte de nitrogénio modifica os produtos da fermentagao
(GALAFASSI et al.,, 2013), isso € bem evidente em condi¢des anaerobicas,
contribuindo para o ajuste redox, entretanto a questdo de como D. bruxellensis
resolve o problema redox gerado pela Ilimitada producdo de glicerol,

especialmente na presenga de amdnio, continua desconhecida.
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Diante do exposto, a hipotese de que a capacidade de assimilagdo de
diferentes fontes de nitrogénio altera diversos aspectos fisioldgicos e genéticos na
levedura D. bruxellensis foi confirmada. Portanto esse trabalho contribui para uma
melhor descricdo de aspectos fisioldgicos importantes da levedura D. bruxellensis
ajudando a entender, de maneira ainda superficial, como as fontes de nitrogénio

favorecem a permanéncia da levedura D. bruxellensis no ambiente industrial.
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6 CONCLUSOES
A capacidade de assimilagdo de diferentes fontes de nitrogénio bem como a

disponibilidade de oxigénio alteram diversos aspectos fisiolégicos e genéticos na
levedura D. bruxellensis;

Glutamina é o aminoacido preferencial independente da disponibilidade de
OXxigénio;

A maquinaria catabdlica para aminoacidos € mais eficiente na auséncia de
oxigénio quando arginina, aspartato, glutamato ou glutamina estdo no meio;

A absorcao dos aminoacidos por permeases gerais ou especificas ndo € o passo
limitante da assimilacdo de AA por células de D. bruxellensis, &, todavia, a
capacidade de matabolizar cada aminoacido;

O padrao de expressdao dos genes envolvidos no metabolismo central do
nitrogénio na levedura D. bruxellensis indica que existe um mecanismo regulatorio
que responde nao apenas em funcdo da fonte de nitrogénio, mas também em
funcao da disponibilidade de oxigénio;

A presenca de nitrato (como unica fonte de nitrogénio ou no meio misto) atuando
como aceptor de elétron permite aumentar a velocidade especifica de
crescimento e de consumo de glicose em relagdo a amoénio em anaerobiose
determinando mudancas profundas na distribuicao dos produtos finais;

O nitrato funciona como um aceptor de elétrons tado eficientemente quanto o
acetaldeido, dobrando a capacidade de metabolizagdo de agucares em
anaerobiose, quando comparada a um meio contendo apenas amonio;

Os resultados obtidos nesse trabalho contribuem para uma melhor descricdo de
aspectos fisioldgicos relacionados as fontes de nitrogénio pela levedura D.
bruxellensis e revelam possiveis particularidades da regulagdo do nitrogénio na

auséncia de oxigénio.
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ANEXO A - ANALISE DIFERENCIAL DO PROTEOMA DE DEKKERA
BRUXELLENSIS CULTIVADA EM NITRATO NA AUSENCIA DE OXIGENIO

1-Introducao

A levedura Dekkera bruxellensis tem chamado a atencdo pela sua
capacidade de instalagdo e manutencao no processo fermentativo industrial de
producdao de etanol combustivel. Inicialmente classificado como contaminante,
estudos recentes tém revelado um conjunto de caracteristicas fisiologicas que
mostram seu potencial biotecnolégico (Blomqvist et al., 2010; Leite et al., 2013;
Castro Parente et al., 2015; Reis et al., 2016). Uma caracteristica marcante na
levedura D. bruxellensis € a habilidade de assimilar nitrato, uma fonte de
nitrogénio presente no caldo de cana e que nao é assimilada por Saccharomyces
cerevisiae, predominante no processo, essa caracteristica confere vantagem a
levedura D. bruxellensis, na dorna de fermentagcéo (de Barros Pita et al., 2011,
Pereira et al., 2012; De Barros Pita et al., 2013; Pereira et al., 2014). Entretanto
pouco se sabe a respeito dos aspectos fisiologicos e genéticos dessa levedura
em anaerobiose plena, condicdo predominante na industrial de produgdo de
etanol. Galafassi et al (2013) mostraram a capacidade de células de D.
bruxellensis assimilar nitrato em anaerobiose e a assimilagdo dessa fonte de
nitrogénio inibe o efeito Custers, comum nas células de D.bruxellensis, que
acontece devido a incapacidade de producdo de glicerol por D. bruxellensis.
Sendo assim, a eliminacdo do excesso de NADH associado a produgao de
biomassa em anaerobiose fica grandemente facilitada pela possibilidade de
reducdo do nitrato. Esse estudo corroborou o trabalho anterior de De Barros
Pitaet al. (2011) que mostrou o efeito do nitrato no crescimento celular e
capacidade de fermentacado de D. bruxellensis em substrato industrial. Ainda em
relacdo a condicdo anaerdbica, dados recentes ainda n&o publicados mostram
gue auséncia oxigénio exerce uma influéncia positiva, juntamente com o nitrato na
taxa especifica de crescimento da levedura D. bruxellensis quando comparada a
condicdo aerobica. No entanto, estudos genéticos mais detalhados s&o
necessarios para se entender o funcionamento das vias metabdlicas envolvidas
no processo de assimilagdo de fontes de nitrogénio em D. bruxellensis. Um

trabalho recente de protebmica em aerobiose com a linhagem de D. bruxellensis
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utilizada neste trabalho mostrou que as proteinas diferencialmente expressas na
presenca de nitrato, tendo amodnio como referéncia, mostraram que o nitrato induz
maior metabolismo oxidativo, favorecendo a respiracao celular (Neto et al., 2014),
como ja havia sido sugerido em trabalhos anteriores (De Barros Pita et al., 2011;
De Barros Pita et al., 2013ab; Leite et al., 2013). Além do mais, a presenca de
nitrato parece favorecer a estocagem de nitrogénio via produgao de espermidina
(Neto et al., 2014). Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar em nivel
traducional o efeito da presenga de nitrato durante o crescimento anaerébico das

células de D. bruxellensis.

2-Material e métodos
2.1- Linhagem da levedura e condi¢oes de pré-cultura

A cepa industrial da D. bruxellensis GDB 248 (de Barros Pita et al., 2011)
foi utilizada neste estudo. A linhagem foi mantida em meio YPD (1% de extrato de
levedura, 2% de glicose, 2% de peptona bacteriolégica e 2% de agar) com
repique constante para novas placas a fim de manter colbnias de células frescas.
As células foram inoculadas em frascos de agitagao contendo YPD (1% de extrato
de levedura, 2% de glicose e 2% de peptona bacterioldgica) para pré-cultura. As
pré-culturas foram incubadas a 30 ° C e 160 rpm por 48 h. Em seguida, as células
foram centrifugadas e resuspendidas em meio mineral liquido (1,7 g L"YNB sem
aminoacidos e sulfato de aménio; 20 gL™ de glicose; 5 g L™ de sulfato de aménio)
a 30 °C sob agitagéo de 160 rpm durante 24 h.

2.2- Meios e Condigoes de cultivo

Foi utilizado meio mineral YNB sem sulfato de aménio e aminoacidos, com
suplementacao de sacarose como fonte de carbono (20g I'). Sulfato de Aménio, 5
g I" ou nitrato de sodio, 6,43 g I'"; foram utilizados como fonte de nitrogénio. Os
meios para culturas anaerdbicas foram suplementados com ergosterol, 10 mg I e
Tween 80, 420mg I (Jouhten et al., 2008; Blomqyvist et al., 2012).

Os cultivos aerdbicos foram feitos em frascos agitados em shaker orbital a
150rpm e os cultivos anaerdbicos foram realizados no Biolector system, um micro
fermentador que permite temperatura, humidade e oxigenag¢ao controlados. O
experimento em anaerobiose foi realizado com fornecimento de Nitrogénio (<1
ppm O2) numa placa do tipo FlowerPlate, com o volume de trabalho de 1500ul a

30° C. A células do pré-indculo foram adicionados em cada meio de cultivo com
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0.1 de densidade optica (ODeoonm) inicial. Os ensaios aconteceram em triplicata
técnica e biologica.

O crescimento foi monitorado até atingir uma densidade éptica (ODgoonm)
entre 1-1.5, que representa a fase exponencial de crescimento nessas condigdes,
baseado em cultivos anteriores. Foram coletados 12 mL de cada amostra para
centrifugacdo a 5000g por 5 minutos a temperatura ambiente e imediato
congelamento em nitrogénio liquido. As células foram mantidas a -80°C até a
extracdo de proteinas para analise protedmica.

2.3- Extragao de proteinas totais

Cada amostra coletada com células de D. bruxellensis foi submetida a
extragao de proteinas totais como segue o protocolo abaixo (Neto et al., 2014). As
amostram foram descongeladas no gelo e o pellet foi inicialmente lavado com 2
ml de agua Milli-Q estéril, centrifugado e re-suspendido em 200ul de agua Milli-q
estéril. Em seguida, foi adicionado 200ul de 0.6M de NaOH e apds 5 min de
repouso em temperatura ambiente, a suspensao foi centrifugada a 10000xg a 4°C
por 5min. Ao pellet obtido foi adicionado 200ul de Tampao de Amostra SDS
(60mM tris-HCL, pH 6.8%; 5% glicerol; 4% B-mercaptoetanol; 2% SDS; 0.0025%
azul de bromofenol) e fervido por 3 min para lise celular. Apos centrifugagéo a
5000xg a 4°C por 5min, os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos e
mantidos a 4°C.

Enquanto isso, foram adicionados aos precipitados 200ul de Tampao de
Amostra SDS e o0 mesmo volume de esferas de vidro 425-600um (Sigma), sendo
agitado por 5 minutos em ciclos de 30 segundos em banho de gelo e 30 segundos
no vortex (Kushnirov, 2000). Apds nova centrifugagao, o segundo sobrenadante
foi misturado ao primeiro.

As proteinas foram precipitadas em 1mL de uma solugcdo de 0.1M de
acetato de amodénio em metanol, apdés incubacdo a -20°C por 30 minutos e
centrifugados a 17000xg, por 20 minutos a 4°C. Em seguida as proteinas
precipitadas foram lavadas trés vezes em uma solugdo gelada de 1 mL de
acetona 80%, centrifugado mais uma vez por igual periodo e rotagao e lavadas
com 1 mL de etanol 70% gelado. Apds centrifugagcdo o pellet foi secado em
temperatura ambiente por 15 minutos, em seguida, solubilizado em 200uL de
tampao contendo 8.0M de uréia e 2.0 M de tiouréia e estocados a -80°.

2.4- Quantificagao
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As proteinas soluveis totais foram quantificadas pelo método de Bradford,
que utiliza Coomassie Birilliant Blue G-250 como reagente de coloragdao e uma
solugado padronizada de albumina de soro bovino (BSA) na concentragao de 2.0
mg.mL™", para o estabelecimento da curva padrdo (Bradford, 1976).

2.5- Integridade das Proteinas

Para verificar a integridade dos extratos, foi realizada eletroforese em gel
de poliacrilamida 12% de SDS-PAGE com 1.0mm de espessura, a 17mA, com
voltagem constante, 150 V. Apds a eletroforese os géis foram corados com azul
de Coomassie Brilliant (Candiano et al 2004) e posteriormente digitalizados em
scanner de transparéncia ImageScaner IlI(GE LifeSciences).

2.6- 2D-PAGE

A focalizagdo isoelétrica (IEF) foi realizada com fitas DryStrip (GE
LifeScience) de 11 cm e pH imobilizada de 4-7 para cada uma das trés réplicas
bioldgicas. As quais foram hidratados com 200 pg de proteinas dissolvidas em
solugao de uréia 7 M e tioureia 2 M, 2% CHAPS (m/v) , 194 mM de DTT, IPG
buffer/ pH 4-7 n&o linear 1,0% (GE Life Sciences) e 0,005% de azul de
bromofenol(m/v). Para hidratacdo completa as fitas foram incubadas em IPG-Box
(GE Life Sciences) por cerca de 18hs. A focalizagéo foi realizada no aparelho
Multiphor Il Electrophoresis Unit (GE Life Sciences) e conduzida a 10°C em trés
etapas: i) 300 V — 30 V/h™;ii) 3500V-2900 V/h™'; e iii) 3500 V-6170 V/h™', com
condigbes constantes de corrente (2 mA) e poténcia (5 W).

Antes da eletroforese 2D-PAGE as fitas foram mantidas em solucdo de
equilibrio contendo 50 mM de Tris-HCI, pH 8,8; 6 M de uréa; 30% de glicerol(v/v);
2% de SDS; 1% de DTT) e em seguida alquilado em solugéo de iodoacetamida
(IAA) (50 mM de Tris-HCI, pH 8,8; 6 M de ureia, glicerol a 30%, SDS a 2%, 2,5%
de IAA). A eletroforese também foi realizada no Multiphor Il Electrophoresis Unit
(GE Life Sciences) em gel de poliacrilamida 12,5% com 24 cm (GE Life Sciences),
utilizando duas tiras por gel, a 15 ° C em dois passos: i) 120 V, 20 mA e 30 W
durante 30 minutos; e ii) 600 V, 50 mA e 30 W durante 1 hora e 30 minutos,
tempo necessario para que ocorra a transferéncia da amostra para o gel. Os géis
2D foram corados com 0,02% de Coomassie blue PlastGel R (GE Life Sciences)
(Pacheco et al., 2013; Neto et al., 2014).

2.7. Analise de imagens e selecao de spots diferenciais
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Apo6s a descoloragéo os geis foram digitalizados no ImageScanner Il (GE
Life Sciences) com o uso do programa LabScan 6.0 (GE Life Sciences). Os
arquivos de imagem foram analisados com o software Image Master 2D Platinum
v7.05 (GE Life Sciences). Para que o programa faca inferéncias estatisticas
foram cadastrados os valores do gradiente de pH da fita DryStrip e dos valores de
massa molecular das bandas geradas pelo marcador utilizado. Apds esse
procedimento o programa gera informacdes a respeito da localizagdo do spot no
gel, ponto isoelétrico (pl), massa molecular (MW) e informa as comparagdes e
inferéncias estatisticas, como a razdo da % do volume (Ratio), referente a razao
entre dois spots correspondentes em um match, e o valor da ANOVA.

Assim, foram selecionados o0s spots que apresentaram valor de
porcentagem de volume = 1,5 e p < 0,05 para ANOVA, que representa a
confiabilidade estatistica dos dados.

2.8. Identificacao dos spots diferenciais através da espectrometria de
massas e anotagao

Os spots selecionados foram excisados manualmente a partir dos géis e
digeridos com tripsina (Shevchenko et al., 1996). Os peptideos foram extraidos
utilizando uma solugcdo de extragcdo (5% de acido trifluoroacético (TFA) em
solugao com 50% de acetonitrila), e apds 40 minutos em banho de gelo, a solugéo
foi retirada e adicionada uma sulugao de tripsina. Apds evaporagao da amostras,
utilizando evaporadores centrifugos tipo Speed-Vac, as amostras foram
armazenadas a -20 tratados até a realizagao das analises por espectrometria de
massas. Os espectros MS foram obtidos no espectrometro Autoflex Il MALDI-ToF
| ToF (Bruker Daltonics) usando uma matriz a-ciano. Os espectros foram
identificados usando o software Mascot com o método: Peptide Mass Fingerprint,
contra o banco de proteinas de D. bruxellensis obtidos a partir do UniProt
(http://www.uniprot.org/). As proteinas putativamente anotadas foram salvas no
formato FASTA a partir do acesso UniProt (http://www.uniprot.org/batch/) e
agrupadas por fungao molecular, processo bioldgico e localizagao subcelular com
o software Blast2Go (Conesa et al., 2005)

3-Resultados e Discussao preliminar
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3.1-Influéncia da fonte de nitrogénio no crescimento da levedura D.
bruxellensis

A partir do perfil das curvas de crescimento apresentados na Figura 1 foi
possivel calcular as velocidades de crescimento nos valores de 0,22h™ e 0,20n™
para o0s cultivos em aménio na presenga e auséncia de oxigénio,
respectivamente, e de 0,13 h' e 0,21 h™" em nitrato na presenca e auséncia de
oxigénio, respectivamente. Esses dados estdo de acordo com dados anteriores
(capitulo 2 desta tese) que mostram que o crescimento em nitrato € maior em
anaerobiose do que em aerobiose. Os valores acima de 0,2 h™' para os cultivos
em amodnio sao devidos ao uso do dissacarideo sacarose como fonte de carbono,
que induz maior velocidade de crescimento do que o0s monossacarideos
constituintes glicose e frutose (ver capitulo 2 desta tese). Na tentativa de
uniformizar o momento fisiolégico das células nas quatro condi¢gdes de cultivo,
amostras foram coletadas na fase exponencial de crescimento, quando as

culturas atingiram entre 1 e 1,5 de densidade 6ptica a 600 nm. (Figura 1).

Figura 1 - Cinética do crescimento celular de
Dekkera bruxellensis GDB 248 durante
cultivos aerdbicos (simbolos abertos) e
anaerodbicos(simbolos fechados) em meio
mineral contendo sacarose como fonte de
carbono e aménio (diamante) ou nitrato
(quadrado) como fonte de nitrogénio. Os
resultados representam a média dos valores
de réplicas biolégicas com duas réplicas
Tempo (h) técnicas para cada ponto.

3.2 Analise protedmica

OD (600nm)
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A Figura 2 representa um gel representativo das extragbes proteicas
realizadas neste trabalho, com as bandas de proteinas bem definidas e sem
degradacdo para as quatro condigbes de cultivo, assim como anteriormente
mostrado por Neto et al. (2014). A partir dessa analise de qualidade, as proteinas
extraidas foram submetidas a separacao eletroforética bidimensional (2D) que as

separam inicialmente pelo ponto isoelétrico e em seguida pela massa molecular.

ANAEROBIOSE AEROBIOSE

AMONIA NITRATO AMONIA
R3 R1 RZ R3 Rl R2 R3

NITRATO
kba M RI R2 R3 Rl R2

97.0
66.0

45.0

30.0

20.1

144

Figura 2 - SDS-PAGE de extrato de proteinas a partir de
replicatas de células de D. bruxellensis GDB248 crescidas em
nitrato ou amdnio como fonte de nitrogénio, na presenga ou
auséncia de oxigénio

A figura 3 apresenta um gel representativo da separagcdo 2D, com os spots
protéicos diferencialmente expressos sendo reconhecidos e numerados. Em
média, a eletroforese 2D proporcionou a detecgao de 288 spots por gel no meio
com amoOnio em anaerobiose (Figura 3A), 281 spots por gel no meio com nitrato
em anaerobiose (Figura 3B), e 187 spots por gel no meio com nitrato em
aerobiose (Figura 3C). Foram considerados pepitideos diferencialmente
acumulados (Differentially Acumulated Polypeptides — DAP) aqueles que foram

exclusivos de uma unica condicdo ou que na anadlise relativa apresentaram
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valores acima ou abaixo de 1,5 na razdo de area entre uma amostra teste e uma

amostra referéncia nas duas comparacgodes realizadas.
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FIGURA 3 - Proteinas diferencialmente acumuladas em 2D-PAGE. A)
Géis-2D mostrando o perfil do proteoma e os spots numerados
correspondentes as DEPs identificadas na seguintes condigdes: A)
amonio anaerobiose; B) nitrato anaerobiose e C) nitrato aerobiose.
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Na comparagao 1 foram detectados 59 DAPs considerando a razido entre
0s spots do cultivo em nitrato em anaerobiose pelo cultivo em nitrato em
aerobiose. Na comparacao 2 foram detectados 40 DAPs considerando a razéo
entre os spots do cultivo em nitrato em anaerobiose pelo cultivo em aménio em
anaerobiose. Desses, foi possivel a identificagdo de 22 proteinas na comparacgao |
(Tabelas 1 e 2) e 20 proteinas na comparacgao Il (Tabelas 3 e 4).

A tabela 1 como primeira referéncia mostra as proteinas mais acumuladas
em nitrato/aerobiose em relagao ao cultivo em nitrato/anaerobiose, destacando-se
as proteinas relacionadas com o metabolismo oxidativo que é induzido nesta
condicdo. Isto mostra a consisténcia da analise protedmica deste trabalho. Jana
tabela 2 estdo listadas as proteinas mais acumuladas na condigcao
nitrato/anaerobiose em relagcdo a nitrato/aerobiose, com destaque para as duas
enzimas da via do metabolismo central do nitrogénio. Neste caso, a proteina
glutamato desidrogenase, apesar de ter sido comum nas duas condigbes, foi
cinco vezes mais acumulada em anaerobiose do que em aerobiose, enquanto a
glutamina sintasefoi acumulada significativamente apenas em anaerobiose. Esses
dados enriquecem os resultados de crescimento na qual a velocidade especifica
de crescimento no meio com nitrato € 40% maior em anaerobiose do que na
presengca de oxigénio em diversas fontes de carbono. Além de corroborar com
dados de expressao génica ainda nido publicados pelo nosso grupo, na qual
mostra a alta expressdo do gene GDH71 em anaerobiose quando comparado a
condicao aerdbica.

A tabela 3 como segunda referéncia lista proteinas mais acumuladas em
amonio/anaerobiose que nao constituem processos ou mecanismos bioldgicos

caracteristicos em relagao ao crescimento em nitrato/anaerobiose. Por outro lado,
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quando se avalia na tabela 4 as proteinas acumuladas em nitrato/anaerobiose em
relacdo a amodnio/anaerobiose, verifica-se uma tendéncia no metabolismo do
piruvato pelo ciclo de Krebs mesmo em anaerobiose, o que pode representar
maior acetil-coA e consequentemente de a-cetoglutarato para suprir a demanda
biossintética de glutamato e glutamina sugerido pelo acumulo em

nitrato/anaerobiose de suas enzimas geradoras (Tabela 2).

4-Conclusao parcial

Esses dados de protedbmica corroboram tendéncia desta levedura pelo
metabolismo oxidativo e, consequentemente, pela geracdo de biomassa em
detrimento ao metabolismo fermentativo,que impde uma alta demanda pela
producao de glutamato e glutamina. E isto fica mais evidente quando a fonte de
nitrogénio disponivel no meio € o nitrato. Em anaerobiose a eventual maior
produgao desses compostos esta intimamente relacionada com a maior produgao
de biomassa do que em aerobiose, € isto vai ao encontro da preferenciabilidade
dos diferentes aminoacidos por esta levedura em aerobiose e em anaerobiose,
como mostrado no capitulo 1 desta tese. O nitrato parece ter papel importante
como aceptor de elétrons na auséncia de oxigénio como mostrado no capitulo 2
desta tese, explicando, mesmo que de maneira parcial, o0 maior crescimento
celular em anaerobiose. Isto pode se dar pela produgcédo de glutamato como
sugerido pelo acumulo de glutamato desidrogenase (Tabela 2) talvez pela sua
isoforma 2 que é dependente de NADH, como sugerido pela co-expressao dos
genes GDH1 e GDH2 mostrado no capitulo 1 desta tese. Isto explicaria a baixa

producao de glicerol durante o crescimento anaerdbico desta levedura.
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Tabela 1 - Proteinas de Dekkera bruxellensis mais acumuladas na condi¢cao de nitrato aerobiose na comparacao I. As anota¢des dos DEPs
foram obtidas por espectometria de massa- MALDO ToF/ToF e analisadas via PMF

Spot Ratio ANOVA Proteina ID UniProt  Score % Mobs - Mcal plobs - plcal
2* 1,85 3,9E-02 Zinc finger protein ypr022c I2KOD6 53 9 9422 - 61838 5,05 - 8,81
6* 2,57 1,6E-02 Asparaginyl-trna synthetase (Fragment) 12K256 52 16 18228 - 51332 5,30 - 8,07
9* 7,29 3,1E-02 Uncharacterized protein 12JXP4 56 19 20884 - 25325 5,93 - 6,09
16* 4,65 2,3E-02 Ph domain protein 12JYH7 52 10 24587 - 57387 6,09 - 6,45
17* 4,52 2,9E-03 Peroxiredoxin tsa1 12JY42 59 25 23484 - 21743 5,46 - 5,23
18* 2,96 1,9E-02 Peroxiredoxin tsa1 12JY42 65 29 23907 - 21743 5,25 - 5,23
30* 7,09 1,7E-02 Dihydroorotate dehydrogenase (quinone) A2VBP6 60 18 27861 - 48784 5,23 - 9.24
33* 2,03 1,7E-02 Asparaginyl-trna synthetase 12K256 52 12 27932 - 51332 5,86 - 8,07
37* 1,86 3,0E-02 Mitochondrial peroxiredoxin prx1 MYO1_YEAST 77 19 28219 - 25902 6,03 - 5,86
57* 2,39 4,6E-02 Asparaginyl-trna synthetase (Fragment) 12K256 50 11 32793 - 51332 4,27 - 8,07
60* 7,87 1,1E-02 ATP synthase subunit alpha 12JUZ8 52 9 34455 - 59240 5,75 - 9,15
69* 2,43 3,9E-02 Asparaginyl-trna synthetase (Fragment) 12K256 52 12 35668 - 51332 5,91 - 8,07
75* 1,78 9,9E-03 Dna-(Apurinic or apyrimidinic site) lyase 12JUz4 53 38 35668 - 15017 5,03 - 9,76
258 Exclusivo-AERO 8,8E-03 Flavohemoprotein 12K374 52 16 22893 - 37241 5,91 6,68
264 Exclusivo-AERO 1,6E-02 Protein phosphatase regulatory 12JSA8 53 23 34626 - 25373 5,96 - 5,12
260 Exclusivo-AERO 3,5E-03 Triosephosphate isomerase 12JZV0 51 25 26340 - 26938 5,92 - 6,21

*Spots comuns na comparagao
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Tabela 2 - Proteinas de Dekkera bruxellensis mais acumuladas na condi¢do de nitrato anaerobiose na comparacao |. As anotagdes dos DEPs
foram obtidas por spectometria de massa- MALDO ToF/ToF e analisadas via PMF

ID
Spot Ratio ANOVA Proteina UniProt  Score % Mobs - Mcal plobs - plcal
128" 5,1049 273E-02 Glutamate dehydrogenase I2JSKO 78 15 47103 - 50395 ©:76 - 7,01
198 Exclusivo-ANERO 2,79E-04 Glutamine synthetase 12JZCA1 93 20 41339 - 41701 6,42 - 6,46
205 Exclusivo-ANERO 6,52E-03 Phosphotransferase 12JZ204 74 26 51791 - 53261 6,39 - 5,8
209 Exclusivo-ANERO 1,29E-03 Adenylosuccinate lyase 12JW61 50 9 56546 - 55232 6,31 - 6,01
215 Exclusivo-ANERO 4,16E-02 Pyruvate dehydrogenase E1 12JWY8 73 29 60663 - 36443 95,19 - 4,81
249 Exclusivo-ANERO 9,44E-03 Triosephosphate isomerase 12JZV0 51 25 24715 - 26938 95,78 - 6,21
*Spots comuns na comparacgao |
Tabela 3 - Proteinas de Dekkera bruxellensis mais acumuladas na condicdo amdnio anaerobiose na comparacgao Il. As anotagdes dos DEPs
foram obtidas por espectometria de massa- MALDO ToF/ToF e analisadas via PMF
Spot Ratio ANOVA Proteina ID UniProt Score % Mobs - Mecal plobs - plcal
39 5,38 1,8E-02 Triosephosphate isomerase 12J2V0 140 51 25522 - 26938 6,83 - 6,21
89* 1,85 2,7E-02 Alcohol dehydrogenase 12JSFO 49 25 38243 - 37665 638 - 6,65
297 Exclusivo-NH4  1,1E-03 Nut2p 12JWi4 58 44 28449 - 16245 6,84 - 5,36
302 Exclusivo-NH4 1,7E-06 Fructose-bisphosphate aldolase 12JTP7 56 19 40583 - 39786 6,36 - 6,08
308 Exclusivo-NH4 1,9E-02 Phosphotransferase 12K3Z7 124 25 60696 - 54447 5,54 - 5,59
321  Exclusivo-NH4 7,3E-03 Heat shock protein 70 [2K1X5 50 13 81132 - 71860 5,14 - 5,26

*Spots comuns na comparagéo |l



Tabela 4 - Proteinas de Dekkera bruxellensis mais acumuladas na condicao nitrato anaerobiose na comparacéao Il. As anotag¢des dos
DEPs foram obtidas por espectometria de massa- MALDO ToF/ToF e analisadas via PMF

Spot Ratio ANOVA Proteina ID UniProt Score % Mobs - Mcal plobs - plcal
26* 7,99 8,1E-03 Triosephosphate isomerase 12JZV0 52 20 25101 - 26938 5,85 - 6,21
67* 1,85 3,7E-02 Cbs and pb1 domain-containing protein 12JUJO 50 8 35718 - 50931 6,60 - 8,99
88* 3,84 2,5E-02 Uncharacterized protein I2JUV4 49 14 36226 - 28415 633 - 512
109* 3,69 4,9E-02 Pyruvate dehydrogenase 12JWY8 88 26 39621 - 36443 4,99 - 4,81
219* 4,90 3,0E-02 Phosphotransferase 12J204 135 31 52339 - 53261 6,26 - 5,8
229 Exclusivo-NO3 1,1E-03 Triosephosphate isomerase 12JZV0 99 25 23917 - 26938 6,84 - 6,21
239 Exclusivo-NO3 9,1E-03 40s ribosomal protein 12JVQ6 111 40 33515 - 28400 6,62 - 7,77
243 Exclusivo-NO3 4,9E-04 Inorganic pyrophosphatase 12JXL8 54 17 36056 - 32068 5,61 - 5,54
250 Exclusivo-NO3 7,9E-03 Fructose-bisphosphate aldolase 12JTP7 70 22 38789 - 39786 6,49 - 6,08
251 Exclusivo-NO3 4,6E-03 Fructose-bisphosphate aldolase 12JTP7 76 24 38425 - 39786 6,10 - 6,08
252 Exclusivo-NO3 7,9E-05 40s ribosomal protein 12JUC3 50 32 38065 - 12926 6,24 - 9,48
253 Exclusivo-NO3 1,5E-02 Acetohydroxyacid reductoisomerase 12JYT8 55 18 40376 - 42113 6,79 - 9,01
260 Exclusivo-NO3 2,3E-03 Gtp cyclohydrolase ii 12JYE4 53 18 42126 - 35610 6,27 - 5,96
269 Exclusivo-NO3 5,9E-03 Phosphotransferase 12J204 74 26 51791 - 53261 6,39 - 9.8

*Spots comuns na comparagéo |l
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Abstract  Inthe present work we studied the expression
of genes from mitrogen central metabolisn in the yeast
Diekkera bricxellensis and under regulation by the Nitrogen
Catabolite Repression mechanism (NCR). These analyses
could shed some hight on the bwlogea mechanians
mvolved in the adaptation and survival of this yeast in the
sugarcane fermentation process for ethanol producton.
Nitrogen sources (N-sources) in the form of ammonium,
nitrate, glutamate or glutamine were investigated with or
without the addioon of methionme sulfoximine, which
mhubits the actovity of the enzyme glutamine synthetase
and releases cells from NCR. The results showed that
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glutarmine might act as an intracellular sensor for nitrogen
availability in I} briccellensis, by activating NCR. Gene
expression analyses indicated the existence of two
different GATA-dependent NCR pathways, identified as
glutamine-dependent and glutamine-independent mecha-
nisms. Moreover, mirate 18 sensed 38 a non-preferential
N-source and releases NCR to its higher kevel. After
grouping genes according to their regulation pattemn, we
showed that genes for ammonium assimilation represent 2
regulon with almost constitutive expression, while per-
mease encoding genes are mostly affected by the nitrogen
sensor mechamsm. On the other hand, mitrate assimilation
genes constitute a regulon that 15 pnmanly subjected to
induction by nitrate and, to a lesser extent, to a represdve
mechinism by preferential N-sources. This observation
explains our previous reports showing that nitrate s co-
consumed with ammomum, a tait that enables D
brccellensis cells to scavenge limiting N-sources m the
industrial substrate and, therefore, to compete with
Saccharomyces cerevisiae mn this environment

Keywords GATA - Gene expression - Methionme
sulfoximine - Nitrate assimilation - Nifrogen
metabolism

Introduction

Since we first showed that Dekkera brucellensis 15

present at high counts in yeast populations from
sugarcane industrial fermentation in Brazil (De Souza

@ Springer
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