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RESUMO

A levedura Dekkera bruxellensis tem sido estudada pelo nosso grupo de
pesquisa pela importancia que tem em diferentes processos industriais. Se
representa uma ameaga de contaminagdo na produgdo de vinhos, é
indispensavel na producdo de cervejas do estilo Lambic na Bélgica. Nas
vinicolas, essa levedura se notabiliza pela produ¢cdo de moléculas que conferem
sensacodes sensoriais ruins, os chamados off-flavours. Uma dessas moléculas é
0 4-etilfenol (4-EF) que é produto da metabolizagdo do acido p-cumarico (ApC),
um tipo de acido cinamico presente no mosto de uva. A produgéo desta molécula
foi estudada a partir de duas linhagens de D. bruxellensis: uma proveniente de
vinicolas do Chile e outra da produgao de etanol combustivel no Nordeste do
Brasil. Dois tipos de substratos sintéticos que simulam o mosto de uva e o caldo
de cana foram utilizados. E finalmente, duas fontes de nitrogénio foram testadas.
O ambénio foi usado como referéncia ao mesmo tempo em que o nitrato
representou uma caracteristica industrialmente vantajosa sobre a
Saccharomyces cerevisiae. Os resultados mostraram que a linhagem de vinho é
capaz de utilizar nitrato tdo bem quanto a linhagem de etanol em cultivo com
limitagdo de oxigénio. Interessante notar que a linhagem de vinho foi mais
sensivel ao ApC do que a linhagem de etanol. As duas leveduras apresentaram
padroes similares de consumo de substratos do meio e produ¢ao de produtos de
fermentacdo. Em geral, a producdo de etanol foi mais baixa em nitrato do que
em amodnio, para ambas as linhagens. Os maiores valores de consumo de agucar
foram observados em meio com amoénio e sem ApC, em contrapartida os
menores foram observados em meio com nitrato e com ApC. O tipo de substrato
nao influenciou na fisiologia da levedura. As duas linhagens apresentaram
mesma capacidade de consumir ApC, mas diferentes atividades metabdlicas
para produzir 4-vinilfenol (4-VF) e 4-EF. Esta ultima molécula foi mais produzida
pela linhagem de vinho. Os calculos de distribuigdo molar pela via de degradagéo
do ApC indicaram que outros produtos sdo formados além do 4-EF. Os
resultados deste trabalho mostram pela primeira vez o metabolismo desta
levedura em fungao de presenca de ApC no mosto e pode trazer importante
repercussao para o processo industrial de producéo de vinho.

Palavras-chave: Caldo de cana; Fermentacdo; Metabolismo do nitrogénio;
Rendimento etandlico; Vinho



ABSTRACT

The yeast Dekkera bruxellensis has been studied by our research group due to
its importance in different industrial processes. If it represents a threat of
contamination in wine production, it is essential in the production of Lambic-style
beers in Belgium. In wineries, this yeast is notable for producing molecules that
give bad sensory sensations, known as off-flavours. One of these molecules is
4-ethylphenol (4-EF), which is the product of the metabolization of p-coumaric
acid (ApC), a type of cinnamic acid present in grape must. The production of this
molecule was studied from two strains of D. bruxellensis: one from wineries in
Chile and the other from fuel ethanol production in Northeast Brazil. Two types of
synthetic substrates that simulate grape must and sugarcane juice were used.
And finally, two nitrogen sources were tested. Ammonium was used as a
reference while nitrate represents an industrially advantageous characteristic of
this yeast over Saccharomyces cerevisiae. The results showed that the wine
strain is capable of utilizing nitrate as well as the ethanol strain in oxygen-limited
cultivation. Interestingly, the wine strain was more sensitive to ApC than the
ethanol strain. The two yeasts showed similar patterns of consumption of
substrates from the medium and production of fermentation products. In general,
ethanol production was lower in nitrate than in ammonium for both strains. The
highest values of sugar consumption were observed in medium with ammonium
and without ApC, while the lowest were observed in medium with nitrate and with
ApC. The type of substrate did not influence yeast physiology. the two strains
showed the same capacity to consume ApC, but different metabolic activities to
produce 4-vinylphenol (4-VF) and 4-EF. This last molecule was most produced
by the wine strain. Calculations of molar distribution through the ApC degradation
pathway indicated that other products are formed in addition to 4-EF. The results
of this work show for the first time the metabolism of this yeast as a function of
the presence of ApC in must and may have important repercussions for the

industrial wine production process.

Keywords: Ethanol yield; Fermentation; Nitrogen metabolism; Sugarcane juice;
Wine
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1. INTRODUCAO

A levedura Dekkera bruxellensis tem ganhado crescente
reconhecimento no campo cientifico e tecnolégico devido as suas diversas
adaptacdes metabolicas desenvolvidas ao longo do tempo, que permitem sua
sobrevivéncia em ambientes industriais. Dentre essas adaptacfes destaca-se 0
fato de assimilar nitrato como fonte de nitrogénio e ser classificada levedura
Crabtree positiva. Essas caracteristicas tornam um microrganismo com
potenciais aplicacdes, especialmente na fermentacéo de cervejas belgas do tipo
Lambic, onde sua presenca contribui positivamente no sabor caracteristico
desse estilo de cerveja.

No entanto, apesar de diversas caracteristicas relevantes, Dekkera é
considerada principal contaminante tanto na producdo de bioetanol quanto na
industria vinicola. No primeiro caso, sua presenca ocasiona significativas perdas
econdmicas devida reducdo do rendimento volumétrico de etanol. No segundo
caso é responsavel pela degradacdo de caracteristicas sensoriais dos vinhos,
ocasionando perdas econbmicas substanciais para as industrias. A
contaminacgao nos vinhos esta associada a sua capacidade de converter acidos
hidroxicinamicos em fendis volateis, que afeta negativamente cerca de 30% de
vinhos tintos em escala global.

Dessa forma, o presente estudo teve por objetivo analisar a influéncia do
acido p-cumarico e comparar o estudo do metabolismo desse composto e sua
influéncia nas células da levedura, utilizando duas linhagens de Dekkera
bruxellensis, uma sendo adaptada ao etanol (GDB248) e outra sendo adaptada
ao vinho (LAMAP2480). Portanto, para tal foram realizados cultivos, onde as
leveduras cresceram em mosto sintético de cana-de-acucar, simulando etanol,
e em mosto sintético de uva, simulando vinho. Utilizando nitrato ou amdnio como
fonte de nitrogénio. Os resultados fornecem dados do crescimento e
metabolismo fermentativo da célula, metabdlitos produzidos e consumidos, além
de fornecer dados de consumo de carbono, consumo diferencial de agucares e
como a presenca de acidos hidroxicindmicos como o acido p-cumarico (ApC)
podem afetar a converséo de fenois volateis como 4-vinilfenol e 4-etilfenol, e se

ha interferéncia na capacidade fermentativa da levedura.
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2. OBJETIVOS
2.1.OBJETIVO GERAL

e Avaliar a influéncia da presenca do acido p-cumarico no metabolismo de
linhagens de Dekkera bruxellensis adaptadas a fermentacéo de bioetanol

e vinho.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a distribuicdo de carbono no metabolismo central das linhagens
GDB 248 e LAMAP 2480;

e Comparar o metabolismo de &cidos hidroxicinamicos (ApC) entre as
linhagens de GDB 248 e LAMAP 2480;

e Determinar o perfil de consumo de fontes de nitrogénio entre as linhagens
de GDB 248 e LAMAP 2480.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DEKKERA BRUXELLENSIS

Brettanomyces bruxellensis também conhecida por Dekkera bruxellensis
€ uma espécie de levedura do grupo dos hemiascomicetos pertencente a familia
Saccharomycetaceae. Essa espécie foi inicialmente isolada por Claussen a partir
de cervejas britanicas no ano de 1904 e apenas em 1921 teve seu nhome de
género Brettanomyces sugerido, contudo apenas em 1964 Van Der Walt
encontrou ascosporos e descreveu o género Dekkera como teleomorfo. No
entanto, seu sequenciamento genémico parcial ocorreu em 2007, tendo apenas
em 2012 duas linhagens AWRI1499 e CBS2499 sequenciadas. O termo
Brettanomyces deriva de ‘fungo britanico da cerveja’ (grego: ‘brettano’ vém de
cerveja britanica’, ‘myces’ significa fungo). Este género recebeu ambos termos
Dekkera e Brettanomyces de forma alternativa, Dekkera teleomorfo forma
sexuada ou esporulada capaz de produzir ascésporos, enquanto sua forma
anamorfica assexuada € comumente chamada de Brettanomyces. No entanto
podem ser considerados sindbnimos (KUFFERATH E LAER, 1921; VAN DER
WALT,1964; WOOLFIT et al., 2007; SMITH et al.,2011 PISKUR et al.,2012).

Encontrada a partir da fermentacdo espontanea de cervejas belga do
tipo Lambic, a presenca dessa levedura tem impacto positivo no sabor peculiar
do &cido acético. Além de ser responsavel pelo perfil aromético de vinhos como
o chateau de beaucastel, da Franca. Também encontrada na producéo de sidra,
kombucha, quefir e na fermentacdo do etanol combustivel tanto no nordeste
brasileiro como nos Estados Unidos, Canada e Suécia (CHATONNET et
al.,1992; SHINOHARA et al.,2000; COCOLIN et al., 2003; DEQUIN et al., 2003;
DUFOUR et al.,, 2003; LIBERAL et al.,2007; ROZPEDOWSKA et al.,2011;
SCHIFFERDECKER et al.,2014; CRAUWELS et al., 2015; TRAN et al.,2020;
LYNCH et al.,2021).

Durante muito tempo, essa levedura foi considerada prejudicial aos
vinhos, sendo apontada como a principal causa de deterioragcdo e perdas
econdmicas significativas na industria de vinicultura. Isso ocorre porque, além de
produzir os chamados off-flavours, que geram sabores indesejados, ocorre

reducado da producéo volumétrica de etanol quando D. bruxellensis esta presente
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em altas populagcbes e competindo pelos mesmos substratos que S. cerevisiae
(DE BARROS PITA et al.,2011; LEITE et al.,2013).

Atualmente, contém cinco espécies do género que sao descritas na
literatura: Dekkera bruxellensis, Dekkera anomala, Brettanomyces custersianus,
Brettanomyces naardenensis e Brettanomyces nanus. Podendo apresentar
variacdo genética entre diferentes linhagens. Apresenta variavel morfologia
celular (Figura 1), podendo ser comumente encontrada em formas ovais,
elipsoidal, esférica, cilindrica, alongada e de tamanho menor, se comparada com
Saccharomyces cerevisiae, levedura padrao em processos fermentativos (VAN
DER WALT, 1964; HELLBORG E PISKUR 2009; HULIN et al., 2014).

Figura 1. Diferentes tipos de morfologia celular de Dekkera bruxellensis.
b

¢ ©
\aog
O
0
5]
67@ \0

Fonte: https://wineserver.ucdavis.edu/industryinfo/enology/winemicrobiology/yeast-
mold/Dekkera-bruxellensis

A levedura Dekkera bruxellensis tem despertado crescente interesse no
meio industrial devido ao seu metabolismo fermentativo adaptativo e reflexo das
diversas habilidades fisiolégicas que favorecem seu éxito. Por exemplo, em sua
capacidade de fermentar mesmo que em altas concentracées de glicose em
meio aerdbico. Classificada como levedura Crabtree positiva, ou seja, produz
etanol mesmo que em condi¢des aerdbicas, bem como petite positiva, no qual &
capaz de sobreviver sem DNA mitocondrial e se reproduzir sem mitocondria,
podendo dominar particularmente ambientes severos. Ademais, outra habilidade
pertencente aos géneros Brettanomyces/Dekkera é o efeito Custer, que
temporariamente inibe a fermentacdo alcodlica na auséncia de oxigénio,

podendo ser ocasionado pelo estresse redutivo (PROCHAZKA et al.,2010;


https://wineserver.ucdavis.edu/industryinfo/enology/winemicrobiology/yeast-mold/Dekkera-bruxellensis
https://wineserver.ucdavis.edu/industryinfo/enology/winemicrobiology/yeast-mold/Dekkera-bruxellensis
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ROZPEDOWSKA et al.,2011 GALAFASSI et al.,2013, MALFEITO-
FERREIRA,2018).

Outra caracteristica interessante € a capacidade dessa levedura
reproduzir-se em aerobiose ou anaerobiose, sendo considerada anaerébia
facultativa. Uma vez quem as condicbes sejam aerbbicas e o excesso de
acucares no meio se faca presente o efeito Crabtree é ativado, permitindo a
rapida assimilacdo de glicose e, portanto, a producédo de etanol, inibindo o
crescimento de microrganismos competitivos. Esse efeito inclui-se em uma tética
de “fazer-acumular-consumir” utilizada por microrganismos, o0 resultado
fisiologico desse efeito é a preferéncia pela fermentacéo ao invés da respiragao,
ou seja, ao serem cultivados em aerobiose, podem consumir o etanol produzido
no processo de respiracao apos o esgotamento de glicose no meio. Além disso,
esse efeito fornece mais ATP comparado ao metabolismo em aerobiose, devido
a quebra eficiente da glicose através da via glicolitica (DE DEKEN et al.,1966;
ROZPEDOWSKA et al.,2011; DE BARROS PITA et al.,2013; LEITE et al.,2013;
PARENTE et al.,2018; PENA-MORENO et al.,2019).

Dekkera ainda se destaca em produzir etanol de segunda geracao sob
condicBes aerbbicas, sendo capaz de fermentar celobiose sob restricdo de
oxigénio. Essa levedura tem capacidade de aproveitar residuos agroindustriais
como bagaco de cana-de-agUcar e bagaco de sorgo sacarino, residuos que
normalmente seriam descartados, atuando na geracéo da matriz energética e no
desenvolvimento da industria de biocombustiveis. O bioetanol € um candidato
alternativo para geracdo de energia renovavel e fabricacdo sustentavel de
combustiveis (DE SOUZA LIBERAL et al.,2007; LEITE et al.,2013; REIS et
al.,2016; ZABED et al.,2016; PARENTE et al.,2018; RUANGRIT et al.,2021).

3.1.1. ECOLOGIA DA LEVEDURA DEKKERA BRUXELLENSIS

Encontrada em ambientes industriais fermentativos, como em bagas de
uva, cidra, produtos lacteos, cervejarias, vinicolas e destilarias. Sendo
comumente encontradas em barris de envelhecimento de vinhos tintos, sua

presenca nesses ambientes se da pela sua capacidade de assimilar uma gama
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de fontes de carbono, incluindo agucares fermentaveis (CURTIN et al.,2015; DA
SILVA et al.,2016).

Embora compartiihem de mesma familia Saccharomycetaceae, e de
mesmo género hemiascomycetae as leveduras Dekkera bruxellensis e
Saccharomyces cerevisiae, divergiram de um ancestral comum ha cerca de 200
milhdes de anos, mas, ainda assim compartiham de caracteristicas
fermentativas similares que contribuem na produtividade etandlica de alto
rendimento. Ambas as leveduras possuem caracteristicas em comum, tais como
anaerobiose facultativa, efeito Crabtree positivo, capacidade de produzir e
acumular altos niveis de etanol e crescer em ambientes acidos (PROCHAZKA
et al., 2010; ROZPEDOWSKA et al., 2011; GALAFASSI et al., 2011; PISKUR et
al., 2012; ECHEVERRIGARAY et al., 2013).

Suas células se reproduzem assexuadamente por brotamento, pela
formacdo de um broto que separa da célula-mae apos a mitose (ALBERTS et
al.,1997).

Uma caracteristica relevante na ecologia da levedura é sua capacidade
de sobreviver e reproduzir em ambientes com niveis relativamente altos de
etanol. Enquanto muitas leveduras séo inibidas por concentracdes alcodlicas
acima de 4-6%, Dekkera demonstra-se capaz de tolerar elevadas concentracdes
de etanol, o que torna comum sua presenca em fermentacdes secundarias e
envelhecimento de bebidas alcodlicas, como vinhos e cervejas (TRIYANI et
al.,2023; XAVIER et al.,2023).

3.1.2 Dekkera bruxellensis como microrganismo contaminante dos
processos fermentativos industriais e o0 Metabolismo de 4&cido

hidroxicinamicos e seus derivados

Em processos fermentativos, a presenca de Dekkera bruxellensis é
controversa e nem sempre desejada. Pois, a0 mesmo tempo em que €
encontrada sendo um componente essencial na contribuicdo do realce de acido
acético nas cervejas belga do tipo Lambic, de modo oposto tem sido descrita
como principal causa de deterioragdo de vinhos e da industria de vinicultura em
todo o mundo sendo responsavel por perdas econémicas estimadas em cerca

de 1,4 milhdes de ddlares em todo o mundo. Isso é resultado da producéo de
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off-flavours ou aromas desagradaveis descritos fendis volateis como 4-vinilfenol
(4-VF), A4-etilfenol (4-EF) e 4-etilguaicol (4-EG), produzidos por acidos
hidroxicinamicos, como acido p-cumarico, caféico e acido ferdlico que
naturalmente sdo encontrados nas cascas das uvas. Tais odores retratam a
caracteristica “Brett”, onde sdo comumente relatados em literatura como
“curral”’,” medicinal”’, “cavalo molhado”, “suor de cavalo” (CHATONNET et
al.,1992; BOULTON et al.,1996; SHINOHARA et al.,2000; COCOLIN et al., 2003;
DE SOUZA et al.,2007; FUGELSANG & EDWARDS, 2007; BENITO et al.,2009;
ROZPEDOWSKA et al.,2011; SCHIFFERDECKER et al.,2014; MALFEITO-
FERREIRA,2018).

Os fendis volateis tém sua origem no mosto fermentativo, onde o
precursor mais relevante dos acidos hidroxicinamicos (HCA) de fendis volateis
nos vinhos é o acido p-cumérico (ApC). Dekkera bruxellensis é capaz de
converter ApC, esse processo € possivel a partir da acdo sequencial de duas
enzimas importantes: cinamato descarboxilase (CD), através de uma
descarboxilase de &cido fendlico (PAD) que converte esses acidos
hidroxicinamicos em vinilfenéis como o 4-vinilfenol (4VP) e em seguida séo
reduzidos utilizando um vinilfenol redutase (VR), que reduz esses compostos a
derivados etilicos como 4-etilfenol (4EP). A atividade de CD é comumente
encontrada em linhagens de S. cerevisiae, mas néo atividade de VR, que se
configura como especifica para Dekkera/Brettanomyces. Essa transformacéao
permite Dekkera metabolizar acido em aromas desagradaveis e se destacar
entre outras leveduras pela sua habilidade de converter acidos hidroxicinamicos
em derivados etilicos (VANBENEDEN et al.,2008; GANGA et al.,2011;
SCHIFFERDECKER et al., 2014; ABRAMOVIC et al.,2015; STEENSELS et
al.,2015; VALDETARA et al., 2017; BERBEGAL et al., 2018).

A origem dos compostos fenélicos e enzimas envolvidos na conversao do acido
hidroxicinamico foi relatada a partir de um estudo de Godoy et al., (2009). Foram
isoladas as enzimas descarboxilase de p-cumarato (CD) e redutase de vinilfenol
(VR). Onde evidenciou-se que o gene PAD que esta presente tanto nas espécies
Dekkera e Saccharomyces, € responsavel pela atividade da cumarato

descarboxilase. Contudo, a sequéncia do gene PAD em Dekkera se assemelha
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mais a descarboxilase bacteriana de acido fendlico do que ao gene PAD1 de S.
cerevisiae. Um trabalho de SILVA et al., (2018) avaliou a produgéo de 4-EF em
mostos de cana-de-acUcar por linhagens de D. bruxellensis em condicdes
semelhantes as da industria de bioetanol. Ainda, um estudo mostrou que 4-EF
pode ser produzido em mostos de cana-de-acUcar por linhagens de D.
bruxellensis, a producdo desse composto pode ter impacto negativo na
fermentacao do etanol combustivel (CURTIN et al.,2015; DA SILVA et al.,2019).

O efeito do 4-EF na eficiéncia fermentativa pode ser explicado pela a¢ao
desse composto sobre as células de levedura, afetando o crescimento e estado
fisioldgico, consequentemente, interferindo na producéo de etanol. E possivel
que o 4-EF cause desvio no consumo de aclUcar para manter as células e
minimizar o estresse. Dessa forma, observa-se consumo mais lento de acucar,
menor producao de etanol e eficiéncia fermentativa. Ainda, estudos relatam que
a taxa de producéao 4-EF é dependente da linhagem de levedura (BAI et al.,2008;
BARATA et al.,2008).

A levedura Dekkera bruxellensis, também apresenta um efeito positivo
na taxa de crescimento quando cultivada na presenca de acido p-cumarico na
concentracdo de 100mg/L. Além disso, Godoy et al. (2009) mostraram que
quando acidos hidroxicinamicos séo adicionados ao meio de cultura, a taxa de
crescimento de D. bruxellensis €& melhorada e também aumentam
significativamente as atividades de &cido fendlico descarboxilase (PAD) e vinil
fenol redutase (VR) e, portanto, a producdo de 4-EF. Essa conversdao de ApC
em 4-EF fornece energia necessaria para manter suas atividades metabolicas
diante de estresse induzido por sulfito, que se caracteriza como um dos métodos
de controle de contaminacdo mais comumente utilizados. A conversédo de HCA
em fendis volateis facilita a sobrevivéncia da levedura sob o estresse por sulfito
(SUAREZ et al., 2007; GODOY et al.,2008; SCHIFFERDECKER et al., 2014;
BLOMQVIST & PASSOTH, 2015; CORONADO et al.,2015; AGNOLUCCI et al.,
2017; AVRAMOVA et al., 2019; MALFEITO-FERREIRA, 2018; CHANDRA et
al.,2023).
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Devido sua atuagdo como contaminante e consequentemente seus
efeitos indesejaveis a qualidade do vinho, é de extrema importancia a eliminacao
de D. bruxellensis em processos fermentativos. Porém, € uma ardua misséo em
razdo de sua tolerancia a condi¢cdes indspitas, altos niveis de etanol e viabilidade
de nutrientes. Em relacdo ao vinho, estratégia utlizada para controlar o
crescimento de D. bruxellensis no vinho ocorre apés a fermentacdo é o
acréscimo de dioxido de enxofre ou sulfito, que atua como agente redutor e
antioxidante, no entanto tolerancia ou resisténcia a esse composto pode ser
resultado da antropizacdo e adaptacédo da levedura aos ambientes industriais
(LIBERAL et al.,2007; DIVOL et al.,2012; SERPAGGI et al.,2012; REIS et al.,
2013; GALLONE et al.,2016; GARCIA-RIOS & GUILLAMON,2019; KAEWKOD
et al.,2019; G-POBLETE et al.,2020).

O metabolismo de &cidos hidroxicindmicos em B. bruxellensis é
importante na vinificacdo. Normalmente, a producdo de fendis volateis esta
relacionada a tolerancia da levedura a compostos fendlicos téxicos, relacionando
a efeitos antimicrobianos do acido p-cumarico para aumento da fase Lag e
diminuicdo da taxa de crescimento. A atividade das enzimas de fato, aumenta
na presenca de ApC em B. bruxellensis. Assim é compreensivel que a levedura
converta o0 ApC téxico em compostos etilicos menos toxicos para propria
sobrevivéncia (GODOY et al.,2008; HARRIS et al.,2009;2010).

Algumas linhagens de Dekkera conseguem equilibrar suas fungdes
metabdlicas ao converter acidos hidroxicindmicos em vinilfendis e utilizar a
enzima VR para oxidar NADH em NAD+, reduzindo os vinilfendis em etilfendis.
Leveduras ndo Saccharomyces, ndo apenas D. bruxellensis, mas também
leveduras como Dekkera anomala, Candida halophila, Candida mannitofaciens,
Candida versatilis, Candida wickerhamii, Candida cantarelli, Kluyveromyces
lactis, Debaryomyces hansenii, Pichia guilliermondii e bactérias lacticas, como
Lactobacillus plantarum sdo conhecidos por produzir 4-EF em produtos
relacionados com o vinho (DIAS et al. 2003a; BARATA et al. 2006; SUCUR et
al.,2016; SANTAMARIA et al., 2018).

Leveduras Dekkera isoladas do vinho sdo conhecidas por produzirem 4-
EF especialmente na fase estacionaria de crescimento, quando 0 processo
fermentativo do mosto de uva ja acabou e o vinho com pouco agucar € deixado

para maturar. A producao de 4-EF pode ser necessaria para equilibrar o balanco
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NAD+/NADH ao oxidar o NADH em NAD+ e permitir a obtencao energética para
seu crescimento celular (SUCUR et al.,2016; MILHEIRO et al.,2017).

Indlstrias da producdo de bioetanol da regido Nordeste do Brasil,
destacam a levedura como um dos principais contaminantes da fermentacéo
alcodlica. A contaminagdo nesse sentido ocorre pela competicdo por substratos
industriais, floculacdo ou filamentacdo da levedura a producdo de biofilmes,
acidos organicos e fendis volateis e pode ocorrer em tanques de fermentacao,
barris de envelhecimento e instalagbes de produgcdo. Nesse contexto, em razao
de alta adaptabilidade e habilidade de assimilar nitrato como fonte de nitrogénio,
a linhagem GDB 248 de Dekkera bruxellensis confere maior sobrevida no
ambiente industrial, principalmente apds o esgotamento de fontes primarias de
nitrogénio, que suportam o crescimento celular (LIBERAL et al.,, 2007; DE
BARROS PITA et al., 2011; BASSO et al.,2014; BASSI et al.,2018).

A presenca de inibidores, tais como compostos fendlicos, tem efeitos
adversos que podem reduzir a conversdao de acucares fermentaveis, ou
representa impacto no crescimento e metabolismo das células de levedura, a
capacidade de descarboxilar &cidos hidroxicindmicos em compostos menos
toéxicos poderia promover crescimento da levedura. Ainda, foi indicado que o
acido ferulico tem um efeito inibitorio mais essencial sobre S. cerevisiae do que
0 acido p-cumarico (CORONADO et al.,2015; RICHARD et al.,2015; LIU et al.,
2019; GU et al., 2019).

3.2. FISIOLOGIA DA LEVEDURA DEKKERA BRUXELLENSIS

Compreender a regulacdo do metabolismo de fontes de nitrogénio e
carbono é crucial para otimizacdo industrial e aplicacdes em bioprocessos. Tais
nutrientes exercem funcbes essenciais para a levedura, como para seu
crescimento, metabolismo e fungédo celular. Desse modo, entender o perfil
fermentativo representa avanco adaptativo no meio industrial, seja na producéo
de etanol combustivel ou no mosto de uva ou malte para producéo de vinhos ou
cervejas, pois a disponibilidade de nutrientes essenciais pode afetar

consideravelmente o crescimento e metabolismo microbiano nos processos
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biotecnolégicos, alterando rendimento e eficiéncia de processos influenciados
pela falta ou concentracédo desses no meio (MOKTADUZZAMAN et al.,2015).

3.2.1. Metabolismo de assimilacdo de fontes de carbono

Durante seu metabolismo, a levedura converte carbono em energia por
meio da fermentacdo ou respiracao celular. O carbono além de fonte de energia
€ componente estrutural de outras moléculas, sendo utilizado na sintese de
acidos nucléicos, lipidios, proteinas e carboidratos vitais. Por meio do
metabolismo do carbono a levedura pode se favorecer de diversos acucares,
ocorrendo metabolismo pela via glicolitica ou glicélise consistindo na quebra de
moléculas menores, onde uma molécula de hexose é degradada a duas trioses
de piruvato. Essas moléculas tornam-se fonte energética e atuam na sintese de
outras moléculas (GALAFASSI et al.,2011; CRAUWELS et al.,2015; DA SILVA
et al.,2019; CIBRARIO et al.,2020).

Em razdo disso, Dekkera demonstra-se habil em assimilar uma
variedade de fontes de carbono (C), incluindo glicose, frutose, galactose,
sacarose, maltose e etanol. Dentre essas, destaca-se sacarose, sendo
encontrada no caldo de cana-de-acguUcar para producao de bioetanol. Estudo de
Leite et al. (2013) mostrou que independentemente do meio (sintético ou
complexo) a linhagem GDB248 cresce mais rapido em sacarose do que em
glicose. Além disso, estudo aponta que Dekkera é capaz de fermentar etanol a
partir de celobiose, um dissacarideo composto por ligacdo B-1,4 entre duas
moléculas de glicose (CONTERNO et al.,2006; LEITE et al.,2012; CRAUWELS
et al.,2015; REIS et al.,2016).

O metabolismo aerdbio dos aglcares é energeticamente mais favoravel
do que a fermentacao anaerdbica. Apenas quando o metabolismo respiratorio é
prejudicado, os organismos usam seu metabolismo fermentativo, a exemplo de
quando o oxigénio diminui. O fato de fermentar sob condi¢cdes aerdbicas
depende da capacidade de realizar fermentacédo alcodlica (ROZPEDOWSKA et
al.,2011; PENA-MORENO et al.,2019; TELES et al.,2023).

Esse fenotipo esta relacionado a saturacédo da capacidade celular em
reoxidar NADH resultante da glicolise, pois ocorre desvio parcial da glicose para
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fermentacdo e assim inclui-se em uma tatica de “fazer-acumular-consumir”
utilizada por microrganismos, que ao serem cultivados em aerobiose, podem
consumir o etanol produzido no processo de respiracdo apos o esgotamento de
glicose no meio. Além disso, esse efeito fornece mais ATP comparado ao
metabolismo em aerobiose devido a quebra eficiente da glicose por vias
glicoliticas. No cenario industrial, representa uma caracteristica relevante, pois
aumenta a capacidade fermentativa da célula (DE DEKEN et al.,1966;
PROCHAZKA et al.,2010; ROZPEDOWSKA et al.,2011).

Em paralelo, além de produzir etanol sob condi¢cbes aerdbicas outra
caracteristica da levedura é o efeito custer, que na falta de oxigénio atua inibindo
a via glicolitica e consequentemente fermentacdo devido a reducdo da
reoxidacdo do NADH e disponibilidade de NAD+ ocasionando um desequilibrio
redox, esse equilibrio esta ligado a relagdo NAD/NADH. Embora a assimilacdo
de nitrato ndo seja encontrada em todas as linhagens, pois depende do
fornecimento de NADPH para ser convertido em nitrito por nitrato redutase (NR)
e depois em amonio por nitrito redutase (NiR). Outra habilidade é a alta producéo
de acido acético sob aerobiose, que induz fatores redox reduzidos, nesse caso
a demanda por NADPH para assimilacdo de nitrato explica a producédo de
acetato em anaerobiose demonstrando um perfil acetogénico da levedura (DE
BARROS PITA et al.,2011; BLOMQVIST et al.,2012; GALAFASSI et al.,2013;
LEITE et al.,2013; BORNEMAN et al.,2014; TELES et al.,2019,2023).

Ja4 é bem elucidado o fato de que a glicose atua como uma fonte
preferencial de carbono para a levedura. Dessa forma, exerce grande influéncia
na assimilacdo de qualquer outra fonte de carbono no mosto fermentativo
induzindo o mecanismo regulador da represséo catabdlica da glicose (CGR),
mecanismo ocorrido pelo acumulo intracelular de glicose-6-fosfato, e frutose 1,6-
bifosfato sendo rapidamente metabolizada pela via glicolitica e sendo convertida
a etanol. Logo, mecanismos reguladores centrais como da glicose e do
nitrogénio parecem ser menos rigorosos em B. bruxellensis em comparacéo com
S. cerevisiae (PAUTASSO et al.,2016; PEETERS et al.,2017; DA SILVA et
al.,2017,2019).

3.2.2. Metabolismo de assimilacdo de fontes de nitrogénio
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Responsavel pela sintese de novas proteinas e pelo crescimento celular,
0 nitrogénio é componente essencial de aminoacidos e nucleotideos, blocos de
construcdo de proteinas e acidos nucleicos. Esse componente desempenha
papel essencial na regulacéo do metabolismo de leveduras, podendo influenciar
na expressao génica. Em relacédo as fontes de nitrogénio (N), as mais utilizadas
pela levedura incluem amoénio, prolina, arginina e nitrato. Como fonte de
nitrogénio, o nitrato desempenha importante papel para expressao de genes
envolvidos na producéo de enzimas, onde no metabolismo atua como fonte Unica
de nitrogénio ou co-consumido com amobnia, seja em meio aerdbico ou
anaerobico. Essa estratégia pode conferir avanco quanto a adaptabilidade dessa
levedura ao meio nos processos industriais (DE BARROS PITA et al.,2011;
PEREIRA et al.,2012; REIS et al., 2014; PEETERS et al.,2017).

Em razéo de sua adaptabilidade, o metabolismo de Dekkera apresenta
um cluster de genes envolvidos na assimilacdo de nitrato, fonte de nitrogénio
frequentemente encontrada no caldo de cana. Sua presenca no meio promove
uso de acetato como substrato, melhorando eficiéncia e rendimento da producao
de etanol, podendo potencializar a capacidade fermentativa sob restricdo de
oxigénio, ou quando associado a aménia. Contudo, aumenta 0s processos de
producado volumétrica de etanol com base na cana-de-aglucar. Embora apresente
perfil anaerdbio facultativo, estudo recente revelou que a assimilacdo anaerébica
de nitrato impOe estresse oxidativo as células da levedura, segundo dados
protedmicos (WOOLFIT et al.,2007; DE BARROS PITA el al.,2011; GALAFASSI
et al.,2013; PENA-MORENO et al.,2019,2021).

Além de produzir etanol sob condi¢cbes aerdébicas, D. bruxellensis produz
acido acético a partir da glicose e uma pequena quantia de glicerol, ainda que
em condicdes aerdbicas. A producdo de acido acético durante a fermentacéo
alcodlica aérobica induz fatores redox reduzidos, o que resulta na modificagdo
de condicédo aerobica para condi¢des limitantes de oxigénio ocasionado pelo
estresse redutivo podendo inibir o crescimento em raz&o do desequilibrio redox
(PROCHAZKA et al.,2010; ROZPEDOWSKA et al.,2011; GALAFASSI et
al.,2013; LEITE et al.,2013).

Nesse sentido, a producao de biomassa e acetato por D. bruxellensis,
em detrimento da producdo de etanol, pode ser considerada como desvio
energético, uma vez que reduz a disponibilidade de glicose para a via
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fermentativa, reduzindo o rendimento em etanol (DE BARROS PITA et al, 2013;
LEITE et al, 2013).

A utilizacdo de fontes preferenciais de nitrogénio € decorrente de
mecanismos regulatorios que selecionam tais fontes em detrimento de fontes
ndo-preferenciais. Essa abordagem é base do mecanismo de Repressdo
Catabolica do Nitrogénio (NCR) e como permite a regulacdo do uso adequado
dessas fontes, que ao estarem presentes no meio, transduzem um sinal, que
logo ativa o sistema NCR que regula negativamente a expressao de genes
componentes do metabolismo de fontes de nitrogénio néo preferenciais. A
capacidade de utilizar nitrato como fonte Unica pode impactar os processos de
etanol a base de cana-de-acucar (DE BARROS PITA et al.,2011; LJUNGDAHL
& DAIGNAN- FORNIER, 2012; GALAFASSI et al.,2013; CAJUEIRO et al.,2017).

A assimilagdo do nitrato, no entanto ndo ocorre diretamente, pois,
envolve uma série de etapas metabdlicas. Primeiro, é transportado para as
células através de um transportador de nitrato codificado pelo gene YNT1,
posteriormente convertido a amoénio por duas reducbBes catalisadas
respectivamente por nitrato redutase codificada pelo gene YNT1 e por nitrito
redutase codificada pelo gene YNI1, para que possa ser assimilado da
subsequente conversdo de nitrito em fonte de nitrogénio preferencial amonia.
Além disso, a disponibilidade de nitrato pode afetar tanto em vias metabdlicas
especificas, como a via regulatéria TOR que esta relacionada a indugcdo do
crescimento celular, bem como na producdo de enzimas relacionadas a
fermentacao de carboidratos (celobiase) ou degradacéo de compostos fendlicos.
(HELLIWELL et al.,1998; SIVERIO et al., 2002; WOOLFIT et al.,2007; GODOY
et al.,2008 G-POBLETE et al.,2020).

Com isso, tais caracteristicas representam importancia, visto que séo
fatores que estdo diretamente ligados a inducdo do crescimento celular e que
representam claramente um potencial de aplicacdo da levedura, resultado de
suas adaptacdes fisioldégicas. Recentemente, estudos evidenciaram que 0
crescimento da levedura em nitrato € similar a taxa de crescimento em amonio,
guando ndo ha oxigénio no meio, dados afirmam que o nitrato pode ser fonte
preferencial sob condicdes de crescimento anaerobio. Desse modo, a
assimilacao de nitrato representa um importante fator adaptativo em processos
de fermentacao industrial (CONTERNO et al., 2006; CRAUWELS et al.,2015; DE



26

BARROS PITA et al., 2011,2013,2019; GALAFASSI et al., 2013; PENA-
MORENO et al.,2019).

3.3. CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento sobre a fisiologia da levedura Dekkera bruxellensis
ainda é algo muito limitado, havendo pouca informacao e literatura disponivel.
Do ponto de vista metabdlico, a maioria dos artigos utilizando nitrato como fonte
de nitrogénio sdo do nosso grupo de pesquisa utilizando a linhagem GDB248.
No contexto da fermentacdo alcoodlica industrial, mostramos que a presenca
dessa fonte de nitrogénio confere ndo apenas alta adaptibilidade da levedura,
mas também aumenta sua capacidade fermentativa. No entanto, h& lacunas
importantes que ndo foram preenchidas a respeito da fisiologia de assimilacéo
desse nutriente por outras linhagens, nem o efeito dessa fonte de nitrogénio em
outros contextos industriais, como por exemplo assimilacdo de ApC pela
linhagem GDB248 isolada de bioetanol. Ainda, ndo h& estudos em literatura que
tenham mostrado o efeito de fontes de nitrogénio (NO3 e NH4) em mosto de uva
e mosto de cana a partir de comparac¢des das linhagens de D. bruxellensis

No presente estudo, utilizamos a linhagem LAMAP2480 isolada da
producéo de vinho no Chile, bem como uma condi¢éo de substrato que simula o
mosto de uva. A elucidacao desse conhecimento é de suma importancia para o
desenvolvimento tecnoldgico da fermentacdo alcoodlica de vinhos, cervejas e

etanol combustivel.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. LINHAGENS E MEIOS DE CULTURA

Para a realizacdo do trabalho foram utilizadas duas linhagens de
Brettanomyces bruxellensis, a linhagem GDB 248, linhagem brasileira isolada a
partir de bioetanol, obtida a partir da colecdo do Laboratorio de Genética de
microrganismos (LGM) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e a
linhagem LAMAP 2480 chilena isolada a partir de vinho Cabernet Sauvignon e
obtida a partir da colecdo do Laboratério de Biotecnologia e Microbiologia
Aplicada (LAMAP) da Universidade de Santiago do Chile (USACH), gentilmente
cedida pela Profa. Maria Angélica Ganga. As células foram mantidas e pré-
cultivadas em placas de Petri meio sélido Yeast Peptone Dextrose (YPD)
contendo (0,5% de extrato de levedura, 0,5% de peptona, 2% glicose e agar 2%).
Os pré-indculos foram realizados em meio sintético adaptado em Yeast Nitrogen
Base (YNB) contendo aminoacidos (6,7g/L) suplementado com 20g/L de glicose,
sendo as células cultivadas em tubos de vidro em 10mL de volume final, agitacéo
de 160 rpm em agitador orbital tipo shaker por 48 horas e cerca de 30°C.

Para a quantificacéo de leveduras e realizacédo dos indculos, foi utilizada
a técnica de contagem pela camara de Neubauer, onde a partir da contagem e
aplicacao do fator de diluicdo 10x foi possivel realizar o in6culo posteriormente.
Para a preparacdo dos mostos (meios de cultivo), realizada em capela de fluxo
laminar, os reagentes foram pesados e diluidos em um litro de agua destilada
em frasco e posteriormente transferido para outro frasco estéril autoclavado e
esterilizado por filtracdo a vacuo por uma bomba, auxiliado pelo uso de
membranas de 0,45 ym e posteriormente uma segunda filtracdo usando
membranas de 0,22 um. Os cultivos aerdbios foram realizados em frascos de
200mL, com 100mL de volume final incubados a 30°C com agita¢do. Para as
condi¢cdes em que se inclui acido p-cumarico, o composto foi preparado para
uma solucao stock, onde pesou-se 0,164 e diluiu-se em 10ml de etanol absoluto
99,5% P.A, filtrou-se e reservou em uma garrafa envolvido por papel aluminio.
Para cada meio de cultivo de 100ml onde inclui-se ApC foi adicionado 609,76 pl
(100ppm). O inéculo se deu em duas condi¢gBes, em mosto de uva sintético

adaptado contendo em sua composicao (1,6 g/L de YNB sem sulfato de aménio
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e aminoacidos (acUcares redutores: 77,5 g/L de glicose e 77,5 g/L de frutose;
acidos organicos: 5 g/L de acido citrico malico, 3 g/L de &cido citrico; sais
minerais: 0,25 g/L de sulfato de magnésio, 0,75 g/L de potéassio fosfato, sulfato
de manganés 4 mg/L; e dependendo do meio 6,43 g/L de nitrato de sddio ou 5
g/L de sulfato de amoénio com pH ajustado para 3,3), e em mosto de caldo de
cana sintético adaptado, contendo (1,6 g/L de YNB sem sulfato de amonio e
aminoacidos, 155 g/L de sacarose e suplementacdo mineral preparada com
minerais em a forma de sais na proporg¢ao 0,4 g/L de cloreto de aménio (NH4CI);
0,179 g/L Monopotéassico Fosfato (KH2PO4), 1,5 g/L de cloreto de potéssio (KClI),
0,244 g/L de cloreto de calcio di-hidratado (CaCl2-2H20), 0,260 g/L de sulfato
de magnésio di-hidratado (MgS0O4:2H20), 7 mg/L de cloreto de aluminio (AICI3),
2 mg/L de sulfato de cobre (CuSO4-5H20), 12 mg/L de sulfato de zinco
(ZnS0O4-7H20), 12 mg /L de sulfato de manganés (MnSO4-H20) e 44 mg/L de
sulfato de ferro (FeSO4-H20) tendo seu pH ajustado para 5,4 (DE SOUZA et
al.,2015; CORONADO et al., 2015).

4.2. ENSAIOS DE CRESCIMENTO EM MULTILEITOR DE PLACAS (TECAN)

Os cultivos foram realizados no equipamento multileitor de placas
TECAN em microplacas com as mesmas condicdes realizadas nos experimentos
em frascos. As células foram cultivadas em meio YNB contendo aminoécidos
(6,7g/L) suplementado com 20g/L de glicose, e crescidas em tubos de vidro em
10mL, agitacdo de 160 rpm em agitador orbital shaker por 48 horas e 30°C.
Posteriormente apos crescimento, foi realizada quantificacdo de leveduras pelo
camara de Neubauer sendo utilizada da marca improved bright-line 0,200mm
modelo 7301-1B com concentracéo inicial de 1x1076 para inoculo de 200uL em
cada poco de cada meio respectivo em mosto de uva e mosto de caldo de cana
com sua fonte de nitrogénio: amonio ou nitrato, e contendo ou ndo a presenga
de ApC, utilizando 30°C, agitacéo continua e foram realizadas leituras no periodo
de 4h em 4h durante cinco dias. Todos os crescimentos foram realizados em
triplicata biolégica e controle negativo contendo apenas o meio de cultivo. As

velocidades especificas de crescimento foram realizadas a partir da linearizacao
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de Ln (x), determinacéo da fase exponencial, regressao linear, enquanto que a

inclinacdo da reta apontou a velocidade especifica de crescimento.
Figura 2: A. equipamento para cultivo (TECAN); B. microplaca de 96 pocos

OOy
OO
QOO

39,9,
(X
X
(X

PA A

otalels
%g)
8

Fonte: A - https://rchisto.com.br/produtos/leitoras-de-microplacas/sunrise/ B -
https://shop.gbo.com/pt/brazil/products/bioscience/imunologia-hla/96-well-elisa-
microplates/650061.html

4.3. CONDICOES EXPERIMENTAIS

Analises para identificar o perfil comportamental dos cultivos celulares foram
realizadas a partir das duas linhagens: LAMAP 2480 e GDB248, onde foram
avaliadas cada uma em mosto de uva com nitrato (NO3) e mosto de uva com
amonia (NH4), mosto de cana com nitrato (NO3) e mosto de cana com amonia
(NH4), com e sem a adicdo de acido p-cumarico (100 ppm) em cada um dos
meios. As leveduras foram incubadas a 30°C com agitacdo constante 160 RPM
durante 72 horas, onde foram realizados dois inéculos, um iniciando as 9h e
outro as 17h. Durante esse periodo, foram coletadas amostras de cada uma das
condicBes para avaliar o perfil cinético de crescimento através da contagem de
leveduras, realizadas durante toda a semana do experimento, sempre as 9h e
17h. Além das aliquotas retiradas para contagem de células, também foram
retiradas aliquotas das amostras no volume de 2ml de cada condig&o de cultivo,
essas foram filtradas, processadas e armazenadas em freezer a -20°C para
posterior analise determinada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).


https://rchisto.com.br/produtos/leitoras-de-microplacas/sunrise/
https://shop.gbo.com/pt/brazil/products/bioscience/imunologia-hla/96-well-elisa-microplates/650061.html
https://shop.gbo.com/pt/brazil/products/bioscience/imunologia-hla/96-well-elisa-microplates/650061.html
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4.4. DETERMINACAO DA  PRODUCAO DE  METABOLITOS
EXTRACELULARES (CLAE)

Para a determinacdo das amostras por CLAE foi determinado o tempo
de 40h de cultivo celular para todas as condi¢cdes de cultivo. Para anélise dos
acidos organicos, utilizou-se Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
Shimadzu com coluna Aminex HPX 87-H+ com fase mével H2SO4 0,005 mol. L-
1; fluxo de 0,6 mL.min-1; temperatura do forno de 50°C e detector de indice de
refracdo 35°C, com objetivo de avaliar o consumo de carbono e producéao de
metabdlitos extracelulares (etanol, glicerol e acetato) (LEITE et al., 2013;
PARENTE et al 2018; PENA-MORENO et al., 2019; TELES et al.,2022).

Ainda, foi possivel agrupar e padronizar os dados brutos através da
analise de clusterizacdo, onde a partir de agrupamentos alcanca percentual de
média e a razdo, e agrupa os dados a partir das condicdes que mais se
assimilam, ocorrendo relacédo dos parametros. O padrao de cores relacionado
na escala, representa quao mais escuro ou mais claro, onde quédo mais escuro
e afastado do ponto O significa o afastamento pra cima da média, quanto quéo
mais claro e afastado do ponto O pra baixo, significa o afastamento pra baixo da
média. Dessa maneira, 0 programa compara as condicdes submetidas e a partir
de valores similares realiza agrupamento.

Os parametros de agrupamento ocorreram a partir dos parametros: tipo
de linhagem de levedura (GDB248 ou LAMAP2480), tipo da fonte de nitrogénio
(amonio ou nitrato), tipo de substrato (mosto de cana ou mosto de uva), presenca
ou auséncia de ApC, consumo de nitrogénio, consumo de ApC, producao de 4-
vinilfenol, producdo de 4-etilfenol, producdo de acetato, consumo de malato,
consumo de citrato, consumo de acuUcar, producdo de etanol, producdo de

glicerol, producéao de malato e producéo de citrato.
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5. RESULTADOS

5.1. PERFIL DE CRESCIMENTO DAS LEVEDURAS EM DIFERENTES
FONTES DE NITROGENIO E NA PRESENCA DE ACIDO P-CUMARICO SOB
RESTRICAO DE OXIGENIO

Foram comparados o perfil de crescimento das linhagens GDB248
proveniente da producdo de etanol combustivel e da linhagem LAMAP2480
proveniente da producgéo de vinho em meio mineral contendo glicose como fonte
de carbono, aménio ou nitrato como fonte de nitrogénio e na auséncia ou
presenca de acido p-cumarico (ApC) (Figura 3). Para esses experimentos foram
formulados dois meios de cultura: um simulando o caldo de cana utilizado na
producédo de etanol e outro simulando o mosto de uva para producao de vinho.
Desta forma, as linhagens foram cultivadas tanto no meio onde foram originadas
guanto no meio da outra linhagem.

Na condigao de mosto de cana utilizando amonio foi observada uma fase
lag de 20h para a linhagem GDB248, seguida de crescimento exponencial (Log)
com velocidade média 0,05 h! (Tabela 1). Esses parametros sdo tidos como de
referéncia para esta levedura nessas condi¢cdes de cultivo. Numa comparacao
direta, a linhagem LAMAP2480 apresentou a mesma velocidade de crescimento
com reducédo de 2,5x na duracao da fase lag (Figura 3a; Tabela 1). A presenca
de ApC promoveu aumento na velocidade de crescimento da linhagem GDB248,
mantendo a duracdo da fase lag (Figura 3a; Tabela 1). Por outro lado, diminui
pela metade a velocidade de crescimento e aumentou em 33% a duracdo da
fase lag para a linhagem GDB248. J4 no mosto de uva utilizando aménio,
observou-se fase lag de 20h para a linhagem GDB248, com crescimento
exponencial de velocidade média 0,06 h! comparando diretamente com
LAMAP2480 atingiu fase lag 8h e velocidade média de crescimento de 0,05 h-
(Tabela 1). Assim, embora as duas linhagens apresentem velocidade média
similar, LAMAP2480 alcanca sua fase lag mais rapidamente (Figura 3b; Tabela
1).
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Figura 3- Crescimento das linhagens GDB248 e LAMAP2480 de Dekkera bruxellensis sob
restricdo de oxigénio. A. Mosto de cana com aménio; B. Mosto de uva com aménio; C. Mosto de

cana com nitrato; D. Mosto de uva com nitrato.
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Na condi¢cdo de mosto de cana utilizando nitrato foi observada uma fase

lag de 20h para a linhagem GDB248, seguida de crescimento exponencial (Log)

com velocidade média 0,03 h* (Tabela 1). Numa comparacéo direta, a linhagem

LAMAP2480 apresentou velocidade média de crescimento 0,04 hte reducéo da

fase lag para 8h. A presenca de ApC promoveu queda na velocidade de

crescimento da linhagem LAMAP2480 (Figura 3c; Tabela 1). Ainda, na auséncia
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de ApC, observa-se aumento da velocidade de crescimento e diminuigéo da fase
lag. Para o mosto de uva utilizando nitrato, nota-se fase lag de 20h para GDB248,
com crescimento exponencial de velocidade média 0,08 h' (Tabela 1).
Comparando diretamente com a linhagem LAMAP2480, observou-se fase lag de
8h e velocidade de crescimento 0,06 h* (Figura 3d; Tabela 1). A presenca de
ApC nos mostos de uva ndo apresentou diferenca para linhagem GDB248. No
entanto, para linhagem LAMAP2480 observou-se breve reducao da velocidade

de crescimento exponencial na presencga de ApC.

Tabela 1- Valores de duragéo da fase lag e da velocidade de crescimento das linhagens GDB248
e LAMAP2480 em mosto sintético de cana de aglcar e de uva.

Mosto de cana Mosto de uva

Linhagem Tipode N ApC lag (h) p(h™) lag (h) p(h)

GDB 248 NH4 - 20 0,05 20 0,06
GDB 248 NH4 + 20 0,07 20 0,05
GDB 248 NO3 - 20 0,03 20 0,08
GDB 248 NO3 + 20 0,09 28 0,08
LAMAP 2480 NH4 - 8 0,05 8 0,05
LAMAP 2480 NH4 + 16 0,02 16 0,03
LAMAP 2480 NO3 - 8 0,04 8 0,06
LAMAP 2480 NO3 + 8 0,03 24 0,05

Fonte: O Autor (2024)

A partir da comparacao direta entre mostos sem utilizacdo de ApC,
observa-se que a linhagem GDB248 alcanca a fase lag de 20h igualmente para
todos os mostos independente da fonte de nitrogénio utilizada. Porém, a
velocidade do crescimento exponencial € maior em mosto de uva utilizando
nitrato 0,08 h- ao mesmo tempo que utilizando amonio atinge 0,06 h! (Tabela
1). Ao comparar 0os mostos de cana, observa-se uma inversao da preferéncia da
fonte de nitrogénio para os parametros de velocidade de -crescimento
exponencial, onde utilizando amdnio a linhagem GDB248 alcanca 0,05 h', ao
ponto que utilizando nitrato chega a 0,03 h'! (Tabela 1).

Ainda, avaliando em comparacao direta entre mostos sem utilizacdo de

ApC, para a linhagem LAMAP2480 notou-se que independentemente do mosto
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utilizado e da fonte de nitrogénio, todas as condi¢des alcancaram fase lag em
8h. Porém, velocidade de crescimento exponencial foi maior em mosto de uva
utilizando nitrato 0,06 h', utilizando amonio teve crescimento similar atingindo
0,05 h'l. Ao comparar em relagdo ao mosto de cana, maior crescimento é
observado utilizando aménio 0,05 h-tsendo que com nitrato alcanga crescimento
exponencial de 0,04 h'! (Tabela 1).

Em mosto de cana, independente da presenca de ApC e da fonte de
nitrogénio utilizada, a linhagem GDB248 alcanca fase lag no tempo de 20h, e
maior velocidade de crescimento exponencial 0,09 h-* utilizando nitrato e sob a
presenca de ApC, em contrapartida menor taxa de crescimento exponencial &
vista também utilizando nitrato, no entanto sem a presenca de ApC. Utilizando
amonio, o mesmo padrdo se repete. Dessa forma, pode-se afirmar que a
presenca de ApC suporta maiores taxas de crescimento para a linhagem
GDB248 (Tabela 1).

A linhagem LAMAP2480 atinge sua fase lag em 8h. Exceto para a
condicdo em que assimila amonio sob a presenca de ApC, onde dobra e atinge
sua fase lag em 16h e ainda assim alcanca a menor taxa de crescimento
exponencial dentre todas as condi¢cdes para a linhagem 0,02 h* no mesmo
tempo que maior crescimento € visto utilizando amdnio 0,05 h1. De forma geral,
LAMAP2480 apresenta maior crescimento sem a presenca de ApC tanto em
amonio quanto em nitrato como fonte de nitrogénio (Tabela 1). No entanto, em
mostos de uva, observa-se que a linhagem GDB248 assimilando aménio e na
presenca de ApC apresenta crescimento similar a condicdo que na auséncia
desse composto. Ainda € visto que, utilizando nitrato na presenca de ApC a
levedura atinge sua fase lag apenas em 28h, totalizando 8 horas a mais que as
outras condi¢des, sendo que independente da presenca de ApC alcanca
crescimento de 0,08 ht

O comportamento da linhagem LAMAP2480 nao apresenta um padréo,
exceto pelo fato de alcancar sua fase lag de 8h, e alcancar similar taxa de
crescimento independente da fonte de nitrogénio utilizada, porém, sem a
presenca de ApC. Maior fase lag observada € assimilando nitrato, sob a
presenca de ApC, onde a linhagem alcanca sua fase lag apenas em 24h,
resultando em 8h a mais que utilizando amonio na mesma condi¢do (Tabela 1;

figura 3a).
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5.2. CRESCIMENTO DE DEKKERA BRUXELLENSIS GDB248 E
LAMAP2480 COM UTILIZACAO DE ACIDO P-CUMARICO EM
CONDICOES DE FERMENTACAO

De modo geral, a maior producéo de biomassa durante a fermentacao
foi observada para as duas linhagens em meio de cultura simulando mosto de
uva contendo amoénio (Figura 4A), com destaque para a linhagem GDB 248
nesse meio sem ApC (Figura 4A). Nesse contexto, a presenca de ApC afetou de
forma negativa mais a GDB 248 do que a LAMAP 2480. Por outro lado, a
presenca de ApC diminuiu a formacao de biomassa no meio simulando caldo de
cana de maneira semelhante para as duas linhagens (Figura 4A). A presenca de
nitrato como fonte de nitrogénio impediu o crescimento celular das duas
linhagens no meio simulando mosto de uva contendo nitrato, independente da
presenca de ApC (Figura 4B). JA no meio caldo de cana com nitrato, o
crescimento celular das linhagens foi maior na auséncia de ApC (Figura 4B).

Em linhas gerais, a formacdo de biomassa pela linhagem GDB 248
(Figura 5A) foi maior do que para a linhagem LAMAP 2480 (Figura 5B), mas o
perfil de resposta as diferentes condi¢cdes de cultivo foi praticamente igual. Isso
indica que as duas linhagens apresentam um comportamento metabdlico
semelhante, embora tenham sido isoladas de contexto industriais bem
diferentes. A linhagem LAMAP 2480 também foi capaz de utilizar nitrato como
fonte de nitrogénio em condicdes de fermentacdo, mas apenas em meio sintético
simulando caldo de cana. Por outro lado, a presenca de nitrato impede o
crescimento das duas linhagens em meio sintético simulando mosto de uva. E
possivel que isto esteja relacionado a presenca do acido citrico e malico no
mosto de uva. A repercussao industrial desse achado pode ser relevante na
medida em que a adicdo de nitrato a0 mosto de uva para producéo de vinho
possa controlar ou eliminar a indesejavel presenca de Dekkera, desde que isso
nao venha a alterar a qualidade do vinho.

Amostras do sobrenadante foram analisadas para se determinar os
padrées de consumo de nutrientes e formagdo de produtos durante a
fermentacao nas diferentes condicdes (Tabelas 2 e 3) para se entender o perfil
fisiologico das duas linhagens de levedura. Para facilitar a analise, esses dados

serdo tratados separadamente com tabelas individualizadas.
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Figura 4- Concentracéo das células de Dekkera bruxellensis no tempo 40h de fermentagdo nos
meios sintéticos de caldo de cana (colunas em verde) e de mosto de uva (colunas em vermelho)

contendo amdnio (A) ou nitrato (B) com fonte de nitrogénio na auséncia ou presenca de acido p-

cumarico.
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Figura 5- Densidade das células das linhagens GDB 248 (A) e LAMAP 2840 (B) de Dekkera

bruxellensis no tempo 40h de fermentacdo nos meios sintéticos simulando caldo de cana

(colunas em verde) ou mosto de uva (colunas em vermelho) com aménio (claro) ou nitrato

(escuro) na auséncia (coluna cheia) ou presenca (coluna pontilhada) de ApC.
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Tabela 2 — Perfil fisiologico das linhagens GDB 248 e LAMAP 2480 de Dekkera bruxellensis em experimentos de fermentacao por 40h de meios minerais

simulando caldo de cana e mosto de uva em duas fontes de nitrogénio e na presenca de acido p-cumarico.

Metabdlitos consumidos Metabdlitos produzidos

NHs NOs Acgucar AML ACT ApC Etanol Glicerol AAC AML ACT 4-VF 4-EF

Linhagem S N ApC g/L g/L g/L g/L g/L mg/L g/L g/L g/L g/L g/L mg/L mg/L
GDB 248 Cana NHa - 246 n.a. 140,95 n.a. n.a. n.a. 54,03 0,90 0,30 490 2,90 n.a. n.a.
Cana NH4 + 3,07 na 12460 n.a na. 99,90 47,76 0,85 0,40 480 2,90 0,10 3,70

Uva  NHa - 240 na. 170,35 2,23 0,60 n.a. 65,30 0,82 0,90 n.a. n.a. n.a. n.a.

Uva NH4 + 302 na 167,90 1,33 0,80 99,85 64,36 0,90 0,50 n.a. n.a. 24,20 3,70

LAMAP 2480 Cana NHa - 2,27 na. 13450 n.a. n.a. n.a. 55,30 0,45 0,30 490 2,90 n.a. n.a.
Cana NH4 + 275 na. 104,00 n.a na. 99,80 44,96 0,45 0,50 453 290 36,85 9,00

Uva NH4 - 221 na. 162,40 1,65 0,60 n.a. 54,23 0,40 0,40 n.a. n.a. n.a. n.a.

Uva  NH4 287 na. 167,00 180 0,80 99,70 52,65 0,50 0,45 n.a. n.a. 97,45 3,80

GDB 248 Cana NOs - na. 227 163,70 n.a. n.a. n.a. 36,83 0,30 na. 4,70 0,00 n.a. n.a.
Cana NOs + na 191 162,95 n.a. na. 99,80 28,48 0,00 095 485 0,00 3845 22,74

Uva NO3 - na. 1,78 117,89 160 0,85 n.a. 44,47 0,25 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

Uva NOs + na. 2,08 11446 155 0,90 99,80 45,73 0,00 n.a. n.a. n.a. 33,40 3,05

LAMAP 2480 Cana NOs - na. 159 16505 n.a. n.a. n.a. 38,63 0,30 na. 4,65 0,00 n.a. n.a.
Cana NOs + na. 2,69 160,25 n.a. na. 99,50 44,75 0,00 na. 480 0,00 64,20 8,75

Uva NOs - na. 2,27 107,80 1,50 0,80 n.a. 32,02 0,25 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

Uva NOs + na. 214 16795 155 0,80 99,30 50,31 0,00 n.a. n.a. n.a. 47,20 3,00

Fonte: O Autor (2024). S: substrato; Cana: simulado sintético de caldo de cana; Uva: simulado sintético de suco de uva; ApC: &cido p-cumarico; NHa:

amonio; NOas: nitrato; AML: acido mdlico; ACT: acido citrico; AAC: 4cido acético; 4-VF: 4-vinilfenol; 4-EF: 4-etilfenol; na: ndo aplicavel.



Tabela 3 — Resultados convertidos para valores molares do perfil fermentativo apresentado na Tabela 2.

Metaboélitos consumidos

Metabdlitos produzidos

NH4 NOs Acucar AML ACT ApC Etanol  Glicerol AAC AML ACT 4-VF 4-EF
Linhagem S N mmol/L  mmol/L  mmol/lL  mmol/lL  mmol/L  umol/L mmol/L  mmol/L  mmol/L  mmol/lL  mmol/L  umol/L umol/L

GDB 248 Cana NHa 18,61 n.a. 783,06 n.a. n.a. n.a. 117,46 9,77 5,00 36,55 15,09 n.a. n.a.
Cana NHa 23,23 n.a. 692,22 n.a. n.a. 609,00 103,83 9,23 6,67 35,80 15,09 133,17 30,29

Uva NHa 18,16 n.a. 946,39 16,63 3,12 n.a. 141,96 8,90 15,00 n.a. n.a. n.a. n.a.

Uva  NHa4 22,87 n.a. 932,78 9,92 4,16 608,69 139,92 9,77 8,33 n.a. n.a. 161,14 30,29

LAMAP 2480 Cana NHa 17,21 n.a. 747,22 n.a. n.a. n.a. 80,06 4,89 5,00 36,55 15,09 n.a. n.a.
Cana NHa 20,82 n.a. 577,78 n.a. n.a. 608,39 61,90 4,89 8,33 33,79 15,09 245,37 73,67

Uva NHa 16,74 n.a. 902,22 12,31 3,12 n.a. 96,67 4,34 6,67 n.a. n.a. n.a. n.a.

Uva 21,72 n.a. 927,78 13,42 4,16 607,78 99,40 5,43 7,50 n.a. n.a. 432,59 71,11

GDB 248 Cana NOs n.a. 26,71 909,44 n.a. n.a. n.a. 163,70 3,26 0,00 35,05 0,00 n.a. n.a.
Cana NOs n.a. 22,51 905,28 n.a. n.a. 608,39 162,95 0,00 0,00 36,17 0,00 256,03 31,02

Uva NO3 n.a. 20,96 654,94 11,93 4,42 n.a. 117,89 2,71 0,00 n.a. n.a. n.a. n.a.

Uva NOs3 n.a. 24,43 635,89 11,56 4,68 608,46 114,46 0,00 0,00 n.a. n.a. 222,40 24,97

LAMAP 2480 Cana NOs n.a. 18,70 916,94 n.a. n.a. n.a. 95,25 3,26 0,00 34,68 0,00 n.a. n.a.
Cana NOs3 n.a. 31,67 890,28 n.a. n.a. 606,56 87,65 0,00 0,00 35,80 0,00 427,49 71,63

Uva NOs n.a. 26,74 598,89 11,19 4,16 n.a. 62,71 2,71 0,00 n.a. n.a. n.a. n.a.

Uva NOs n.a. 25,13 933,06 11,56 4,16 607,80 98,54 0,00 0,00 n.a. n.a. 314,29 64,56

Fonte: O Autor (2024).
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Em linhas gerais, ndo foi observada diferengca no consumo de glicose
guando em meio contendo aménio (814 mmol/L £135) ou nitrato (806 mmol/L
+147) considerando a linhagem celular, o tipo de substrato e a presenca de ApC.
Também néo foi observada diferenca significativa entre o consumo de aménio
(20 mmol/L £2,6) e de nitrato (24,6 mmol/L x4). Ou seja, na condicdo de
fermentacao, a levedura D. bruxellensis assimila as duas fontes de nitrogénio
com igual eficiéncia pelas permeases Mepl (para amoénio) e Yntl (para nitrato).
Especificamente para o meio simulando mosto de uva, o consumo de &cido
malico em meio com amoénio (13 mmol/L +2,8) foi semelhante ao do meio com
nitrato (11,6 mmol/L £0,3). Da mesma forma, o consumo de acido citrico em meio
com amoénio (3,6 mmol/L +0,6) foi semelhante ao do meio com nitrato (4,4
mmol/L £0,3). Da mesma maneira, ndo houve diferenca no consumo de ApC nos

meios com amonio (609 mmol/L +0,5) e no meio com nitrato (608 mmol/L *0,9).

5.3. ANALISE DO CONSUMO DE ACUCAR

A Tabela 4 resume os dados de consumo de glicose durante a
fermentacdo em amonio como fonte de nitrogénio. Esse consumo foi semelhante
no mosto de caldo de cana sem ApC para GDB 248 (783 mmol/L) e LAMAP 2480
(747 mmol/L). Por outro lado, a presenca de ApC aumentou o consumo de
glicose pela GDB 248 para 692 mmol/L e diminui o consumo de glicose pela
LAMAP 2480 para 578 mmol/L. Em mosto de uva, o consumo de glicose tanto
pela GDB248 (946 mmol/L) quanto pela LAMAP 2480 (902 mmol/L) foi
consideravelmente maior do que em mosto de cana. Esse consumo se manteve
alto mesmo na presenca de ApC para GDB248 (933 mmol/L) e para LAMAP
2480 (928 mmol/L). Portanto, 0 mosto de uva estimula o consumo de glicose
pelas células da levedura.

A Tabela 5 resume os dados de consumo de glicose durante a
fermentacdo em nitrato como fonte de nitrogénio. Esse consumo foi semelhante
no mosto de caldo de cana sem ApC para GDB 248 (919 mmol/L) e LAMAP 2480
(917 mmol/L). Por outro lado, a presenga de ApC aumentou o consumo de
glicose pela GDB 248 para 905 mmol/L e diminui o consumo de glicose pela

LAMAP 2480 para 890 mmol/L. Em mosto de uva, o consumo geral de glicose
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foi quase a metade do que em meio de caldo de cana tanto pela GDB248 (529
mmol/L) quanto pela LAMAP 2480 (488 mmol/L). Esse consumo caiu ainda mais
na presenca de ApC para GDB248 (487 mmol/L), mas significativamente
aumentou para LAMAP 2480 (766 mmol/L).

Tabela 4- Consumo de glicose pela levedura Dekkera bruxellensis em amonio.

Linhagem Fonte n Mosto ApC Média (mmol/L)
GDB248 NH4 CANA ¢) 783,1
GDB248 NH4 CANA (+) 692,2
GDB248 NH4 UVA ) 946,4
GDB248 NH4 UVA (+) 932,8

LAMAP2480 NH4 CANA ) 747,2
LAMAP2480 NH4 CANA (+) 577,8
LAMAP2480 NH4 UVA ) 902,2
LAMAP2480 NH4 UVA (+) 927,8

Fonte: O Autor (2024).

Tabela 5- Consumo de glicose pela levedura Dekkera bruxellensis em nitrato.

Linhagem Fonte n Mosto ApC Média (mmol/L)
GDB248 NO3 CANA ) 909,4
GDB248 NO3 CANA +) 905,3
GDB248 NO3 UVA ) 529,2
GDB248 NO3 UVA (+) 486,9

LAMAP2480 NO3 CANA ¢) 916,9
LAMAP2480 NO3 CANA +) 890,3
LAMAP2480 NO3 UVA ) 487,8
LAMAP2480 NO3 UVA (+) 766,4

Fonte: O Autor (2024).

Dessa forma, ao comparar todos os mostos contendo aménio (NH4)
obteve-se uma média de 813,7 mg/L + 135,4, a0 mesmo tempo com nitrato
(NO3) alcancou uma meédia de consumo de 736,5 + 200,9. Assim, pode-se
concluir que néo houve diferenca no consumo de glicose pelo tipo de fonte de
nitrogénio do meio. A levedura GDB248 avaliada em todos os meios contendo
NH4, obtém uma média de 838,6 £122,5, ja em NO3 consome cerca de 707,7 +

231,2. Em relagdo a outra linhagem de levedura LAMAP2480, ao ser cultivada
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em NH4, apresenta média de consumo para todas as condi¢cdes nessa mesma
fonte de nitrogénio de 788,8 + 161,7, quando a fonte de nitrogénio é NO3, a
meédia de consumo para as condi¢cfes submetidas é 765,3 + 196,3. Dessa forma,
foi possivel constatar que ndo houve diferenca no consumo de glicose entre as
duas linhagens de Dekkera bruxellensis, independentemente da fonte de
nitrogénio utilizada (Tabela 6). Embora as diferencas, pode-se avaliar que ha
uma tendéncia de que o consumo de glicose pela linhagem LAMAP 2480 né&o
sofra interferéncia da fonte de nitrogénio, em oposi¢cao a linhagem GDB 248
apresenta queda do consumo de glicose pelo consumo de nitrato (Tabela 6).

Tabela 6- Hierarquizagdo do consumo de glicose pelas linhagens de Dekkera bruxellensis em

funcao da fonte de nitrogénio no meio.

Fonte de n Linhagem Média (mmolg/L) Desvio Padrao
NH4 GDB248 838,6 122,5
NH4 LAMAP2480 788,8 161,7
NO3 LAMAP2480 765,3 196,3
NO3 GDB248 707,7 231,2

Fonte: O Autor (2024).

O maior consumo de glicose foi observado em mosto de uva contendo
amonio (927,3 mmol/L), seguido do mosto de cana contendo nitrato (905,5
mmol/L), mosto de cana contendo aménio (700 mmol/L) e mosto de uva
contendo nitrato (568 mmol/L) (Tabela 7). A analise ndo aponta diferencas
significativas entre o meio de mosto de uva com aménio e o meio de caldo de
cana com nitrato. Isso indica que a assimilacdo de acido malico e &cido citrico
presentes no mosto de uva sintético produz o mesmo efeito fisiolégico no
metabolismo central das leveduras que a assimilacao de nitrato no meio de caldo
de cana sintético.

O efeito do ApC sobre o consumo de glicose foi menos evidente, embora
se possa observar uma tendéncia entre as condicdes (Tabela 8). Esse parametro
parece ser mais afetado pela fonte de nitrogénio do que pelo ApC, e ndo ha
evidéncia de que a assimilacdo de nitrato potencialize qualquer efeito toxico do
ApC. O elevado valor de desvio padrao mostra também um efeito da linhagem
da levedura (Tabela 6) como pela composicdo dos meios de cultura sintéticos
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simulando caldo de cana ou mosto de uva (Tabela 7). Portanto, independente da
levedura e da presenca de ApC, as células cultivadas em aménio assimilam
muito mais o aclucar em mosto de uva do que em mosto de cana quando nao

estdo sob estresse pela presenca de Apc.

Tabela 7- Hierarquizacdo do consumo de glicose pelas linhagens de Dekkera bruxellensis em
func8o da composicdo no meio

Fonte de n Meio de cultivo Média (Mg/L) Desvio Padréao
NH4 MOSTO DE UVA 927,3 18,5
NO3 MOSTO DE CANA 905,5 11,2
NH4 MOSTO DE CANA 700,1 89,7
NO3 MOSTO DE UVA 567,6 134,0

Fonte: O Autor (2024).

Tabela 8- Hierarquizagdo do consumo de glicose pelas linhagens de Dekkera bruxellensis em
funcao da presenca de acido p-cumarico.

Fonte de n ApC Média (mmol/L) Desvio Padrao
NH4 (-) ApC 844,7 94,8
NH4 (+) ApC 782,6 176,8
NO3 (+) ApC 762,2 193,8
NO3 (-) ApC 719,8 234,3

Fonte: O Autor (2024).

5.4. ANALISE DO CONSUMO DA FONTE DE NITROGENIO

A Tabela 10 resume os dados de consumo de amoénio durante a
fermentacdo. Como ja apontado acima, o consumo de nitrato foi em média 25%
maior do que o consumo de amdnio, mas ainda dentro do desvio padréo (Tabela
9). Ao avaliar a diferenca no consumo de nitrogénio pelo tipo de fonte de
nitrogénio utilizada no meio de cultivo, evidenciou-se maior consumo 26 mmol/L
(x5,4) pela linhagem LAMAP2480 contendo nitrato no meio. GDB248 responde
de forma similar atingindo cerca de 24 mmol/L (+2,5). Nos meios contendo
amoénio como fonte de nitrogénio a levedura GDB248 consumiu 21 mmol/L
(x2,7), jA a LAMAP2480 consumiu 19 mmol (£2,5).
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Percebe-se que ndo h& grande variagdo na quantidade de amonio
consumido ao longo de 40h de fermentacéo para todas as condicdes testadas,
como ja foi observado acima. Maior consumo dessa fonte de nitrogénio pela
levedura GDB248 na condi¢cdo de mosto de caldo de cana com a presenca de
ApC 23 mmol/L. Além disso, foi observado consumo similar de ApC pela
LAMAP2480 na mesma condi¢cdo na faixa de 21 mmol/L (Tabela 10). Ja no
mosto de uva, o maior consumo de nitrato de 23 mmol/L também ocorreu por
GDB 248 na presenca de ApC, seguido de LAMAP2480 na mesma condicao (22
mmol/L) (Tabela 11). De modo geral, a média do consumo de amoénio das duas
linhagens foi de 20 mmol/L. As duas leveduras consomem ama®nio ou nitrato com

a mesma eficiéncia

Tabela 9- Hierarquizac&o do consumo de nitrogénio pelas linhagens de Dekkera bruxellensis em

funcéo da fonte de nitrogénio no meio.

Fonte de n Linhagem Média (Mg/L) Desvio Padrao
NO3 LAMAP2480 25,6 54
NO3 GDB248 23,7 2,5
NH4 GDB248 20,7 2,7
NH4 LAMAP2480 19,1 2,5

Fonte: O Autor (2024).

Tabela 10- Consumo de amoénio pela levedura Dekkera bruxellensis.

Linhagem Fonte de N Mosto ApC Média (mmol/L)
GDB248 NH4 Cana (-) 18,61
GDB248 NH4 Cana (+) 23,22
GDB248 NH4 Uva ) 18,15
GDB248 NH4 Uva (+) 22,9

LAMAP2480 NH4 Cana (-) 17,2
LAMAP2480 NH4 Cana (+) 20,82
LAMAP2480 NH4 Uva -) 16,7
LAMAP2480 NH4 Uva (+) 21,71

Fonte: O Autor (2024).



Tabela 11- Consumo de nitrato pela levedura Dekkera bruxellensis
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Linhagem Fonte de N Mosto ApC Média (Mg/L)
GDB248 NO3 Cana (-) 26,71
GDB248 NO3 Cana (+) 22,50
GDB248 NO3 Uva (-) 20,95
GDB248 NO3 Uva (+) 24,42

LAMAP2480 NO3 Cana (-) 18,70
LAMAP2480 NO3 Cana (+) 31,66
LAMAP2480 NO3 Uva (-) 26,74
LAMAP2480 NO3 Uva (+) 25,12

Fonte: O Autor (2024).

A presenca de ApC proporcionou 0 maior consumo de nitrato na faixa de

26 mmol/L. Como considerado acima, o consumo de nitrato foi sempre superior

ao de amonio, independente da presenca de ApC. Apenas que a presenca de

ApC no meio fez o consumo de amonio ser elevado ao patamar do consumo de

nitrato. Novamente falando, deve-se considerar que esses valores nao

apresentam diferencas significativas e apenas mostram tendéncias entre as

condicgdes.

Tabela 12- Hierarquizacdo do consumo de nitrogénio pelas linhagens de Dekkera bruxellensis

em funcao da presenca de acido p-cumarico.

Fonte de n ApC Média (mmol/L) Desvio Padréo
NO3 (+) 25,9 4,0
NO3 ) 23,3 4,1
NH4 (+) 22,2 1,09
NH4 (-) 17,7 0,9

Fonte: O Autor (2024).
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5.5. ANALISE DA ATIVIDADE FERMENTATIVA DAS LINHAGENS DE
DEKKERA BRUXELLENSIS

A produgdo média de etanol nos meios contendo aménio foi de 54,8 g/L
(x7,1), sendo que no meio com nitrato foi de 40,1 g/L (£7,5) (Tabela 2), isso
corresponde a rendimentos médios de conversao de acucar para etanol de 0,38
g/g (x0,04) em amonio e de 0,29 g/g (x0,07) em nitrato. Isso mostra que nesses
meios sintéticos a conversdo metabdlica do aclcar para etanol ocorre com maior
eficiéncia quando a célula metaboliza aménio como fonte de nitrogénio.

Considerando apenas os meios contendo aménio (Tabela 13), os
resultados indicam que ndo hé diferenca na producéo e no rendimento em etanol
entre as duas linhagens (Figura 6A, D) e pela presenca de ApC (Figura 6C, F).
Embora ndo exista grande diferenca, foi observado uma tendéncia para maior
producdo em mosto de uva em relacao ao caldo de cana (Figura 6B). No entanto,
0 maior consumo de acucar nesse meio fez com que o rendimento em etanol
fosse levemente menor do que em caldo de cana (Figura 6E).

Ja nos meios contendo nitrato (Tabela 14), os resultados indicam que néo
ha diferenca na producdo e no rendimento em etanol entre as duas linhagens
(Figura 7A, D) e pela presenca de ApC (Figura 7C, F). Embora ndo exista
diferenca aparente, foi observado uma tendéncia para maior producdo e

rendimento em mosto de uva em relacéo ao caldo de cana (Figura 7B, D).

Tabela 13- Producéo e rendimento de etanol pela levedura Dekkera bruxellensis em meio com

amonio como fonte de nitrogénio.

Linhagem Fontede N Mosto ApC Média (g/L) Y etanol
GDB248 NH4 Cana ) 54 0,383
GDB248 NH4 Cana (+) 47,8 0,383
GDB248 NH4 Uva (-) 65,3 0,383
GDB248 NH4 Uva (+) 64,4 0,383

LAMAP2480 NH4 Cana ) 55,3 0,411
LAMAP2480 NH4 Cana (+) 44,9 0,432
LAMAP2480 NH4 Uva (-) 54,2 0,334
LAMAP2480 NH4 Uva (+) 52,6 0,315

Fonte: O Autor (2024).



Figura 6- Dados de producao de etanol (A-C) e de rendimento em etanol (D-F) dos ensaios de
fermentac@o comparando as linhagens de Dekkera bruxellensis (A, C), os meios sintéticos (B,
E) e a auséncia ou presenca de acido p-cumarico (ApC) (C, F) utilizando amdnio como fonte de

nitrogénio.
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Tabela 14- Producéo e rendimento de etanol pela levedura Dekkera bruxellensis em meio com

nitrato como fonte de nitrogénio.

Linhagem Fontede N Mosto ApC Média (g/L) Y etanol
GDB248 NO3 Cana ) 36,8 0,225
GDB248 NO3 Cana (+) 28,5 0,175
GDB248 NO3 Uva ) 44,5 0,377
GDB248 NO3 Uva (+) 457 0,399

LAMAP2480 NO3 Cana () 38,6 0,234
LAMAP2480 NO3 Cana (+) 44,8 0,279
LAMAP2480 NO3 Uva (-) 32,0 0,297
LAMAP2480 NO3 Uva (+) 50,3 0,300

Fonte: O Autor (2024).
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Figura 7- Dados de producéo de etanol (A-C) e de rendimento em etanol (D-F) dos ensaios de fermentacéo
comparando as linhagens de Dekkera bruxellensis (A, C), os meios sintéticos (B, E) e a auséncia ou

presenca de acido p-cumarico (ApC) (C, F) utilizando nitrato como fonte de nitrogénio.
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Fonte: O Autor (2024).

5.6. DISTRIBUICAO DO CARBONO NO METABOLISMO CENTRAL DE
DEKKERA BRUXELLENSIS

A partir dos dados molares de consumo dos nutrientes e formagéo dos
produtos apresentados na Tabela 3, foi possivel se calcular a distribuicdo do
carbono pelo metabolismo central das células de levedura nas diferentes
condi¢des de cultivo (Tabela 15). De modo geral, a recuperacao do carbono nas
condigbes com amonio foi de 75% em média contra 56% nas condi¢cdes com
nitrato. Esse resultado ja era esperado, ja que a perda de carbono em meio com
nitrato € sempre inferior ao de amoénio para D. bruxellensis. Em média, o balanco
de massa entre as duas linhagens foi semelhante em cerca de 74%. No entanto,
a variacdo dentro dos dados da linhagem LAMAP 2480 foi muito alta devido a
grande diferenca de recuperacgéo de carbono entre as fermentacdes com o caldo
de cana e com o0 mosto de uva (Tabela 15). Isso se deu porque nessa condi¢ao

houve grande consumo de carbono pelas células em meio de mosto de uva que
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nao foi convertido proporcionalmente em nenhum dos produtos de fermentacao
(Tabelas 3 e 15). O consumo de ApC do meio nao influenciou no balanco de
carbono de maneira significativa.

Os resultados calculados para as fermentacbes com nitrato foram
contrastantes em relacdo ao amoénio (Tabela 15). Em média, o balanco de massa
entre as duas linhagens foi semelhante em cerca de 56%. No entanto, a variacdo
dentro dos dados da linhagem GDB248 foi muito alta devido a grande diferenca
de recuperacao de carbono entre as fermentagdes com o caldo de cana e com
0 mosto de uva (Tabela 15). Isso se deu porque nessa condi¢do houve grande
consumo de carbono pelas células em meio com caldo de cana que néo foi
convertido proporcionalmente em nenhum dos produtos de fermentacdo
(Tabelas 3 e 15). Outro ponto relevante foi que a recuperacao de carbono em
meio de mosto de uva (67% £9,8) foi significativamente melhor em meio de caldo
de cana (45% +8,2). O consumo de ApC do meio também nao influenciou no
balanco de carbono de maneira significativa. No entanto, ndo foi observada a

producao de glicerol nos meios que continham ApC (Tabelas 2, 3 e 15).

Tabela 15 - Distribuicdo do carbono assimilado do acucar pelo metabolismo central da
levedura Dekkera bruxellensis para a producao de células e dos produtos de fermentacao.

mmol de carbono/L Balango
Linhagem Fonte N Mosto ApC AcUcar Biomassa Etanol Glicerol CO2 (%)
GDB 248 NHa Cana (-) 4698,3 10,0 2349,2 29,3 1194,3 76,3
GDB 248 NHa Cana (+) 4153,3 57 2076,7 27,7 1031,2 75,6
GDB 248 NHa Uva () 56783 7,2 2839,2 26,7 1404,9 75,3
GDB 248 NHa Uva (+) 5596,7 3,6 2798,3 29,3 1357,7 74,8
LAMAP 2480 NHa Cana (-) 44833 11,1 2404,4 14,7 1229,1 81,6
LAMAP 2480 NHa Cana (+) 3466,7 3,7 1954,7 14,7 957,5 84,5
LAMAP 2480 NHa Uva () 54133 10,6 2357,9 13,0 1203,3 66,2
LAMAP 2480 NHa Uva (+) 5566,7 2,9 2289,3 16,3 1110,0 61,4
GDB 248 NOs Cana (-) 5456,7 5,6 1601,2 9,8 804,4 44,4
GDB 248 NOs Cana (+) 5431,7 2,4 1238,1 0,0 606,7 34,0
GDB 248 NOs Uva () 3929,7 6,8 1933,3 8,1 971,2 74,3
GDB 248 NOs Uva (+) 3815,3 1,3 1988,1 0,0 954,2 77,2
LAMAP 2480 NOs Cana (-) 5501,7 11,5 1679,8 9,8 888,1 47,1
LAMAP 2480 NOs Cana (+) 5341,7 0,6 1945,8 0,0 928,7 53,8
LAMAP 2480 NOs Uva () 35933 11,9 1392,3 8,1 754,6 60,3
LAMAP 2480 NOs Uva (+) 5598,3 0,7 21875 0,0 1044,6 57,7

Fonte: O Autor (2024).
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Figura 8 - Distribuicdo do carbono do aclcar consumido durante a fermentacao de meios sintéticos simulando caldo de cana ou mosto de uva contendo
amonio ou nitrato como fonte de nitrogénio na auséncia o ou presenca de acido p-cumarico (ApC) por células de Dekkera bruxellensis das linhagens GDB
248 e LAMAP 2480. Os valores foram calculados a partir dos dados experimentais apresentados nas Tabelas 3 e 15, com exce¢do do CO: que foi

estequiometricamente calculado a partir da producéo de etanol e de biomassa (Leite et al., 2013).

NH, NO,
GDB 248 LAMAP 2480 GDB 248 LAMAP 2480
Agucar cana uva cana uva cana uva cana uva
o -ApC +ApC -ApC +ApC -ApC +ApC -ApC +ApC -ApC +ApC -ApC +ApC -ApC +ApC -ApC +ApC
ih—-ﬁencem: 0,62% 0,67% 0,47% 0,52% 0,33% 0,42% 0,24% 0,29% 0,18% 0% 0,21% 0% 0,18% 0% 0,23% 0%
PirL;vato”Etanol = 50% 50% 50% 50% 54% 56% 44%  41% 29% 23% 49% 52% 31% 36% 39% 3%

Biomassa= 0,21% 0,14% 0,13% 0,06% 0,25% 0,11% 0,20% 0,05% 0,10% 0,04% 0,17% 0,03% 0,21% 0,01% 0,33% 0,01%
Fonte: O Autor (2024).
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A partir dos resultados experimentais foi possivel se estabelecer um
mapa metabolico da distribuicdo do carbono dos aclUcares no metabolismo
central da levedura (Figura 8). Metade do carbono assimilado pelas células de
GDB 248 foram convertidos a etanol nos meios com amonio, e um quarto desse
carbono foi dissimilado na forma de CO:2 proveniente das reagbOes de
descaboxilacdo da via fermentativa e da via anabdlica. Isso resultou no
rendimento de etanol de 0,38 g/g (Tabela 13). Esses parametros fisiolégicos
foram iguais para esta linhagem em amonio, independentes do tipo de meio e da
presenca de ApC, sendo referida como condi¢cdo de referéncia. Portanto, as
diferencas observadas nos rendimentos para esta linhagem (Tabela 14) estdo
mais relacionados com a atividade fisiologica de consumo do aclUcar do meio
(Tabela 4) do que na atividade metabdlica da via fermentativa. No entanto, o
balanco de carbono indica que 25% do carbono consumido n&o foi
estequiometricamente predito, e deve ter sido perdido por reacdes de
descarboxilagdo n&o relacionadas a via fermentativa pela piruvato
descarboxilase e nem pelas atividades descarboxilases mitocondriais que
alimentam o ciclo de Krebs

Quando o aménio foi substituido pelo nitrato, houve uma queda na
distribuicdo de carbono para a via fermentativa em meio de caldo de cana (Figura
8) e, consequentemente, no balanco de carbono (Tabela 15). Esses valores
foram restaurados ao nivel da condi¢do de referéncia quando meio utilizado foi
0 mosto de uva (Tabelas 14 e 15, Figura 8). Do ponto de vista metabdlico, pode-
se supor que a metabolizacdo dos acidos citrico e malico presentes no meio do
mosto de uva parece restaurar o funcionamento do metabolismo central que foi
alterado pela metabolizacdo do nitrato.

Ja a linhagem LAMAP 2480 apresentou um comportamento metabdlico
diferente da GDB 248, com variagdo na distribuicdo do carbono nas
fermentacdes do meio de caldo de cana ou mosto de uva em amonio (Figura 8),
com maior rendimento etanol e melhor balanco de carbono no meio de caldo de
cana (Tabelas 13 e 15), mas independente da presenca de ApC. Esses valores
foram, inclusive, maiores do que os calculados para a condigéo de referéncia. Ja
em nitrato, os melhores valores foram obtidos em mosto de uva (Tabelas 14 e

15), ndo se aproximaram dos valores de referéncia.
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Foi observado uma perda no balanco de carbono em todas as condi¢des
testadas, embora em diferentes intensidades (Tabela 15). Uma hipotese para
explicar essa perda de carbono nédo estimado seria pelo desvio da glicose-6P
produzida na entrada da via glicolitica pela via das pentose-fosfato (PPP). Esse
carbono que entra pela PPP retorna para a via glicolitica na forma de frutose-6P
e (liceraldeido-3P. No entanto, a reacdo da enzima 6-fosfogliconato
desidrogenase no final da fase oxidativa da PPP produz uma descarboxilacéo
que converte uma molécula C6 (6-fosfogliconato) em uma molécula C5 (xilulose-
5P). Isso representa a perda de 17% do carbono (1 carbono pedido de seis
carbonos da hexose) consumido de qualquer quantidade de hexose assimilada
pela PPP. Nos casos dos ensaios com GDB 248 nos dois meios com amonio,
GDB 248 no meio de mosto de uva e nitrato e de LAMAP 2480 em meio de caldo
de cana e amobnio, a metaboliza¢do de todo acucar consumido pela PPP elevaria
o balanco de carbono para valores superiores a 92%, o que pode ser
considerado como dentro do esperado para analise de sistemas dinAmicos como
ensaios em batelada simples, como foi o caso dos experimentos de fermentacao

deste trabalho.

5.7 METABOLIZACAO DO ACIDO P-CUMARICO PELAS CELULAS DE
DEKKERA BRUXELLENSIS

O metabolismo do ApC foi avaliado a partir de seu consumo no meio, da
producéo do intermediario 4-vinilfenol e de seu produto final 4-etilfenol (Figura
9). Nao houve diferenca no consumo de ApC entre todas as condi¢des testadas
(Figura 9A), indicando que a entrada dessa molécula nas células independe do
tipo de linhagem e da constituicdo do meio de cultura. Um ponto importante é
que quando os dados de cada meio foram combinados, ndo houve diferenca
significativa na metabolizacéo do ApC entre o caldo de cana e o0 mosto de uva,
indicando que a composi¢cdo do meio ndo afetou o funcionamento desta via
metabdlica. No entanto, a variancia entre os dois conjuntos de dados foi muito
grande, o que significa que outros fatores estavam influenciando os resultados.

A primeira etapa do metabolismo do ApC consiste na sua
descarboxilagéo a 4-vinilfenol (4-VF). A producéo de 4-VF foi 63% maior pela

linhagem GDB 248 em nitrato do que em aménio, para a linhagem LAMAP 2480
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(Figura 9B) o aumento foi de 54%. Portanto, o0 consumo de nitrato induz a maior
descarboxilagdo do ApC pelas células da levedura. Além disso, essa etapa
metabdlica foi 90% maior pela linhagem LAMAP 2480 do que pela GDB 248 em
meio com amonio e 80% maior em meio com nitrato (Figura 9B). No entanto, em
nenhuma das condi¢des foi observada a conversao completa do ApC em 4-VF,
com maior valor de 70% sendo observado para a combinacdo LAMAP 2480 e
nitrato e o menor valor de 24% para GDB 248 em amonio (Figura 9C). Isso indica
que a molécula de ApC que entrou nas células de levedura pode ter sido
metabolizada por outra via metabdlica.

Cada molécula de 4-VF produzida pode ser reduzida utilizando NADH
para uma molécula de 4-EF. Os resultados mostraram que a linhagem GDB 248
produziu 29 umol/L de 4-EF, ao mesmo tempo a linhagem LAMAP 2480 produziu
70 umol/L de 4-EF, ou seja, mais do que o dobro (Figura 9D). Esses valores
foram semelhantes entre os cultivos em amonio e nitrato. No entanto, levando
em consideracdo a quantidade de 4-VF produzido em cada condicédo, e
disponivel para a via metabdlica, foi possivel calcular que apenas 21% a 26% do
4-VF produzido foi convertido a 4-EF pelas células de GDB 248 e LAMAP 2480,
respectivamente, nos meios com amoénio (Figura 9E). Essa conversao foi ainda
mais baixa nos meios com nitrato, variando de 12% a 16% pelas células de GDB
248 e LAMAP 2480, respectivamente (Figura 9E). Portanto, a metabolizacéo de
nitrato como fonte de nitrogénio reduziu em média 60% da capacidade de
metabolizacdo de 4-VF a 4-EF. O célculo de conversao mostrou que apenas 5%
do ApC consumido foi convertido no produto 4-EF pela linhagem GBD 248,
sendo que esse valor dobrou para a linhagem LAMAP 2480 (Figura 9F).
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Figura 9- Metabolizagdo do acido p-cumarico pelas células das linhagens GDB 248 e LAMAP
2480 de Dekkera bruxellensis em meio sintético contendo glicose como fonte de carbono e
amonio ou nitrato como fonte de nitrogénio. Os valores representam as médias dos experimentos

combinando os resultados obtidos a partir do mosto sintético de cana de agUcar e mosto de uva.
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Fonte: O Autor (2024).

Em seguida, a distribuicdo tedrica das moléculas de ApC e seus
derivados ao longo de sua via metabolica de degradacéo foi estimado (Figura
10). A linhagem LAMAP 2480 foi a que mais perdeu carbono na forma de 4-VF
a partir do ApC. Além disso, foi a linhagem que melhor converteu a fragéo interna
de 4-VF em 4-EF. Ja a linhagem GDB 248, mais de 50% das moléculas de 4-VF

foram convertidos a algum metabdlito ainda desconhecido.
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Figura 10- Diagrama de distribuicdo das moléculas de ApC e seus derivados no metabolismo do
proprio ApC em Dekkera bruxellensis cultivadas nas seguintes condi¢gfes; linhagem GDB 248
em amonio (valores em preto), GDB 248 em nitrato (valores em azul), LAMAP 2480 em amonio
(valores em verde) e LAMAP 2480 em nitrato (valores em vermelho).
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Fonte: O Autor (2024)

5.8. ANALISE DE CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS DE TESTE

A correlacdo entre as variaveis utilizadas neste trabalho foi analisada
(Figura 11). Dois grandes grupos de resultados foram forcadamente separados
pelo tipo de substrato que simularam o mosto do caldo de cana e o mosto de
uva. Essa separacéo foi forcada porque no primeiro meio as células produziram
os &cidos malico e citrico, a0 mesmo tempo que no segundo meio as células
consumiram esses acidos. No segundo nivel de agrupamento, as condi¢cdes
foram separadas pelo tipo de fonte de nitrogénio; e no terceiro nivel pela
auséncia ou presenca de acido p-cumarico (ApC). O tipo de linhagem nao foi
fator determinante na separacdo dos grupos. Isto significa dizer que as duas
linhagens, embora provenientes de ambientes tdo distintos, apresentam
resposta metabodlica similares. Pode-se afirmar, portanto, que a fonte de
nitrogénio foi a variavel mais importante na separacao dos dados deste trabalho.
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Figura 11- Correlacéo entre as variaveis a partir de sistema de agrupamento
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Fonte: O Autor (2024).

59. BALANCO DE CARBONO E SUA DISTRIBUICAO PELO
METABOLISMO CENTRAL

O balanc¢o de carbono foi analisado em ambas as linhagens, com e sem
a presenca de ApC. A partir dos resultados observa-se que quando a linhagem
GDB248 é cultivada em amonio e sem presenca de ApC consome 5188,3 Mg/L
de glicose, enquanto produz 8,61 Mg/L de células resultando em 2594,2 Mg/L de
etanol,305 Mg/L de glicerol e 1,29Mg/L de CO2. Com isso, recupera 2909Mg/L
e apresenta balanco de 56%.

Ao analisar a linhagem LAMAP2480 nas mesmas condi¢des, em amonio
e sem presenca de ApC, é consumido 4948 Mg/L de glicose, produzindo 10,61
Mg/L de células, 2816 Mg/L de etanol, 150 Mg/L de glicerol, 1,4 Mg/L de CO?2.
Assim, recuperando 2979Mg/L e apresentando balanco de carbono de 60%.
Dessa maneira, é possivel analisar que embora a linhagem brasileira GDB248

consuma mais glicose, as maiores proporcdes de recuperacdo de carbono
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ocorrem pela linhagem chilena LAMAP2480 para essas condi¢des. Ainda,
também é avistada maior producao de células, producdo de etanol e CO2, a
medida que a linhagem GDB248 produz mais glicerol que a linhagem chilena
(Tabela 14).

Tabela 16 - Balanco de carbono das linhagens de Dekkera bruxellensis sem presenca de ApC
nos mostos

Carbono
] ) ) . Carbono recuperado
Linhagem Nitrogénio consumido Balango
Glicose X  EtOH Glic. CO2 Total
NH4 5188 8,61 2594 305 1,29 2909 56%
GDB 248
NO3 4693 6,18 1767 97,4 0,88 1872 40%
LAMAP NH4 4948 10,9 2816 150 1,4 2979 60%
2480 NO3 4548 11,7 1536 97,4 0,76 1646 36%

Fonte: O Autor (2024).

Ao avaliar o balanco de carbono para as duas linhagens de levedura
utilizando nitrato como fonte de nitrogénio e sem a presenca de ApC, € possivel
notar que a linhagem GDB248 consome mais glicose 4693 Mg/L, produz 6,18
Mg/L de células e produz 1767 Mg/L de etanol, 97,4 Mg/L de glicerol e 0,88 Mg/L
de CO2. Assim, recupera 1872 e apresenta balanco de 40%. Em relacdo a
linhagem chilena LAMAP2480 utilizando nitrato sem a presenca de ApC, nota-
se um consumo menor de glicose 4548 Mg/L, uma maior producdo de células
11,7 Mg/L, uma menor producéo de etanol 1536 Mg/L, mesma taxa de producao
de glicerol de 97,4 Mg/L, menor producédo de CO2 de 0,76 Mg/L. Dessa forma,
observa-se uma baixa recuperacao de carbono, onde recupera-se cerca de 1646
Mg/L e balanco de 36%. Portanto, a recuperacgdo de carbono é menor em nitrato
do que nas condicfes utilizando aménio como fonte de nitrogénio (Tabela 14).

Ainda, foi possivel avaliar o balango de carbono com a presenca de ApC.
A partir das analises, observou-se que utilizando aménio como fonte de
nitrogénio, o maior consumo de glicose observado foi em GDB248, que
consumiu cerca de 4875 Mg/L, produziu 4,68 Mg/L de células, enquanto produziu
3254 Mg/L de etanol, 310 Mg/L de glicerol e 1,62 Mg/L de CO2. Assim, recuperou
3571Mg/L de carbono e obteve balanco de 0,73%. Comparando com a linhagem
LAMAP2480 nas mesmas condi¢des, notou-se menor consumo de glicose 4517
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Mg/L, menor propor¢cdo de 3,3 mg/L células produzidas, menor producdo de
etanol 2203 Mg/L, menor producédo de glicerol 168 mg/L, bem como menor
produgcdo de CO2 1,09 mg/L. Assim, a linhagem chilena recuperou menos
carbono se comparada com a linhagem brasileira, apenas 2376 mg/L e balango
0,53% (Tabela 15).

Tabela 17 - Balanco de carbono das linhagens de Dekkera bruxellensis com presenca de ApC
nos mostos

) ] ) C consumido C recuperado Balanco
Linhagem Nitrogénio
Glicose X  EtOH Glic. CO2 Total (Rec./Cons.)
NH4 4875 468 3254 310 1,62 3571 0,73
GDB 248
NO3 4624 1,82 3914 0 1,94 3918 0,85
LAMAP NH4 4517 33 2203 168 1,09 2376 0,53
2480 NO3 5470 0,64 2354 0 1,17 2355 0,43

Fonte: O Autor (2024).

Ao avaliar o balangco de carbono com a presenca de ApC e utilizando
nitrato como fonte de nitrogénio, foi observado maior consumo de glicose por
LAMAP2480 que consumiu 5470 Mg/L, porém produziu baixa proporcdo de
células de 0,64 Mg/L, 2354 Mg/L de etanol, 1,17 de CO2, recuperando cerca de
2355Mg/L e balanco 0,43%. Para a linhagem brasileira, GDB248, foi observado
um consumo menor de glicose 4624 Mg/L, enquanto produziu mais células 1,82
Mg/L, maior proporc¢éo de etanol 3914 Mg/L e também maior producédo de CO2
1,94 Mg/L. Dessa forma, recuperou carbono em cerca de 3918Mg/L e balanco
de 0,85%. Curiosamente, ndo foi avistada producao de glicerol para ambas as
linhagens, utilizando nitrato como fonte de nitrogénio (Tabela 15).

A partir de comparacfGes diretas, foi possivel observar que maior
recuperacado de carbono ocorre com a presenca de ApC. Exceto para condicdo
em que LAMAP2480 assimila amdnio utilizando ApC. Ainda, é possivel observar
gue a menor proporcao de carbono recuperado ocorre pela linhagem GDB248
assimilando nitrato, dentre todas as condi¢des submetidas. O maior percentual
de balanco de carbono ocorre pela linhagem GDB248 assimilando nitrato sob a

presenca de ApC.
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5.10. PRODUCAO DE 4-VINILFENOL E 4-ETILFENOL

Para os meios contendo acido p-cumarico, foi avaliado a producédo de
derivados do acido p-cumarico como 4-vinilfenol e 4-etilfenol. A maior produc¢éo
de 4-vinilfenol ocorreu na linhagem LAMAP2480 utilizando nitrato como fonte de
nitrogénio, onde produziu-se 430,04 mg/L + 3,60. No qual desses, apenas 68,09
mg/L £ 4,99 foram convertidos a 4-EF. Ainda utilizando a linhagem LAMAP2480,
registrou-se em amonio 279,83 mg/L mg/L 48,73, onde, 72,39 mg/L+ 1,81 foi
convertido a 4-EF (Tabela 16).

Tabela 18 - Producéo de 4-vinilfenol e 4-etilfenol

(+) ApC Linhagem 4-VP SD 4-EP SD
NH4 GDB248 147,16 19,77 30,28 0
NO3 GDB248 239,21 23,77 27,99 4,28
NH4 LAMAP2480 279,83 48,73 72,39 1,81
NO3 LAMAP2480 430,04 3,60 68,09 4,99

Fonte: O Autor (2024).

Em relagéo a linhagem GDB248, foi observada maior producdo de 4-
vinilfenol utilizando nitrato como fonte de nitrogénio, sendo produzido 239,21
mg/L = 23,77. No entanto, apenas 27,99 mg/L + 4,28 chega até 4-etilfenol.
Utilizando ambnio como fonte de nitrogénio, a levedura responde produzindo 147
mg/L + 19,77. Porém, 30,28 mg/L + 0,0 é convertido a 4-EF (Tabela 16).

Também foram avaliadas as porcentagens de conversédo de ApC a 4-
vinilfenol, bem como de 4-vinilfenol a 4-etilfenol. A partir dos resultados dessa
analise, foi possivel notar que a linhagem LAMAP2480 possui mais aptiddo em
converter o acido p-cumarico a 4-vinilfenol. A maior proporcdo de conversao
observada € em LAMAP2480 utilizando nitrato como fonte de nitrogénio, onde &
convertido cerca de 70,73% + 0,59. Seguida da conversdo de LAMAP2480 em
meio contendo amdnio, onde alcancou 46,02% + 8,01.

O primeiro passo é a descarboxilagdo do acido p-cumérico, que através
de uma enzima chamada cumarato descarboxilase remove o grupo carboxila do
acido, produzindo entdo 4-vinilfenol. A linhagem GDB248 também converte

acido p-cumarico a 4-vinilfenol, no entanto, ndo na mesma eficiéncia que
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LAMAP2480. Maior conversao observada ocorre utilizando nitrato como fonte de
nitrogénio, onde foi convertido 39,34 % +3,91. Ja em meio contendo aménio
observou-se conversdo de 24,20 % +3,25. Portanto, pode se concluir que a
linhagem LAMAP2480 demonstra mais aptiddo ao converter o 4cido p-cumarico
a 4-vinilfenol do que GDB248 (Tabela 17).

Tabela 19 - Proporcédo de converséo de ApC a seus derivados 4-VP e 4-EP

(+) ApC Linhagem 4VP>4P (%) SD Yg APC>4VP (%) SD

NH4 GDB248 20,77 2,79 0,060 24,20 3,25
NO3 GDB248 11,67 0,63 0,035 39,34 3,91
NH4 LAMAP2480 26,32 5,23 0 46,02 8,01
NO3 LAMAP2480 15,83 1,29 0 70,73 0,59

Fonte: O Autor (2024).

O 4-vinilfenol é reduzido a 4-EF através da enzima chamada vinilfenol
redutase, que incorpora atomos de hidrogénio ao 4-vinilfenol, o que resulta na
formacéo de 4-etilfenol. Desse modo, a maior porcentagem da reducéo de 4-
vinilfenol a 4-EF é observada em LAMAP2480 utilizando amdnio como fonte de
nitrogénio, alcangando percentual de 26,32 % * 5,23. Enquanto ainda utilizando
amonio, a linhagem GDB248 responde de forma semelhante, resultando em um
percentual de 20,77% £2,79. As menores propor¢cdes de reducao de 4-vinilfenol
a 4-EF alcancadas foram utilizando nitrato como fonte de nitrogénio. GDB248
obteve percentual de 11,6 % + 0,63 de converséo a 4-etilfenol, em contrapartida
LAMAP2480 também utilizando nitrato, alcancou 15,83 % + 1,29 (Tabela 17).
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6. DISCUSSAO

Embora a metabolizacdo do acido p-cumarico (ApC) a 4-etilfenol (4-EF)
pelas células de Dekkera bruxellensis (Brettanomyces bruxellensis) represente
grande ameaca a industria vinicolas, a grande maioria dos estudos tem se
dedicado a deteccdo da levedura ou da molécula nas amostras de vinho e
poucos se dedicam a estudar esse metabolismo. Portanto, o presente trabalho
representa o primeiro estudo nesse sentido. A molécula de 4-EF é classificada
no grupo das moléculas que causam sabores desagradaveis aos vinhos
(chamados de off-flavours) e sua presenca pode arruinar lotes inteiros da
industria vinicola, causando perdas econémicas gigantescas. Dai um conjunto
grande de esforgos para se tentar eliminar a presenga de D. bruxellensis desses
processos industriais. Lima et al. (2019) relataram valores médios de ApC 134
pug/L e 66 pg/L em vinhos monovarietais Cabernet Sauvignon Syrah foi de
aproximadamente 66 pg/L, respectivamente. A presenca de D. bruxellensis
metabolizando o ApC a 4-EF poderia representar a deteriorizagdo da producao
vinicola.

O género Dekkera se destaca por ser uma das poucas espécies de
levedura capaz de converter acidos hidroxicinamicos como o ApC em compostos
como 4-vinilfenol (4-VF) e 4-EF. Os estudos de Cibrario et al. (2020) e Lleixa et
al. (2021) mostram que a producéo desses fendis volateis é uma caracteristica
intrinseca da espécie D. bruxellensis. A metabolizacdo do ApC impfe gasto
energeético e se torna uma estratégia viavel apenas quando ha necessidade de
reduzir a toxicidade do ApC ou manter o equilibrio do balanco redox. A enzima
cumarato descarboxilase (CD) realiza a descarboxilacdo do ApC a 4-VF e a
vinilfenol redutase (VFR) reduz o 4-VF a 4-EF com a oxidacdo de NADH a NAD".
Portanto, a producdo de 4-EF associada ao crescimento microbiano também
ajudaria no equilibrio redox das células para a manutencdo do balanco
NAD*/NADH. Esses &cidos sdo normalmente encontrados como grupos
agliconas na superficie de cascas de frutas e séo liberados por enzimas da
familia das glucanases durante a maceragdo dessas frutas, como por exemplo
durante a maceracdo da uva pela industria vinicola. No entanto, tem sido
relatado que a concentragdo de acidos hidroxicindmicos no mosto de

fermentacado alcoodlica é maior do que encontrada em vinhos (CORONADO ET
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AL.,2015; SUCUR ET AL.,2016; MILHEIRO ET AL.,2017). Nesse contexto, duas
linhagens de levedura foram analisadas. A linhagem LAMAP 2480 é proveniente
de processos vinicola no Chile e, portanto, adaptada tanto ao substrato de mosto
de uva quanto a presenca de ApC. Também foi utilizada a linhagem GDB 248
que é proveniente de processo industrial para a produgao de etanol combustivel
e, portanto, adaptada ao substrato caldo de cana e a substratos sem ApC. Desta
forma, testamos um modelo adaptado e outro ndo adaptado para estudar a
metaboliza¢do do ApC nos mostos. Outro ponto relevante foi a variagcéo da fonte
de nitrogénio utilizada. O aménio representa a referéncia para essa variavel,
enguanto que o nitrato representa uma fonte de nitrogénio utilizado apenas por
D. bruxellensis e algumas outras leveduras. A presenca de nitrato no caldo de
cana representa uma vantagem adaptativa desta levedura em processos
fermentativos industriais (DE BARROS PITA ET AL., 2011), enquanto que sua
metabolizacdo durante cultivos aerdbios causa problemas fisioldgicos para as
células, como a inducdo de estresse oxidativo (XAVIER ET AL., 2022). Esse
efeito é diminuido quando a disponibilidade de oxigénio no meio de cultura é
diminuida (PENA-MORENO ET AL., 2019, 2021). Desta forma, o efeito da
presenca de ApC foi avaliada no contexto em que o metabolismo da fonte de
nitrogénio variou, sem que o efeito negativo do estresse oxidativo pudesse
atrapalhar a analise metabdlica.

Poucas leveduras sdo capazes de assimilar nitrato como fonte de
nitrogénio, sendo algumas leveduras de interesse industrial como Hansenula
polymorpha, Pichia anomala e Arxula adeninivorans capazes de realizar esse
feito (BOER et al., 2009; PASSOTH et al., 2006). A levedura D. bruxellensis é
capaz de utlizar amoénia, prolina e arginina como fontes preferenciais
(CONTERNO ET AL., 2006) e nitrato como fonte secundaria (PITA ET AL.,
2011). A capacidade de assimilar nitrato pode suprimir o efeito Custer e
proporcionalmente aumentar a producéo de etanol (BLOMQVIST ET AL.,2012;
DE BARROS PITA ET AL. 2011; DE BARROS PITA ET AL. 2013; GALAFASSI
ET AL.,2013; PEREIRA ET AL. 2012, 2014). Essa caracteristica € mais
evidenciada na auséncia de oxigénio, na qual o nitrato no meio promove
aumento da taxa de crescimento da linhagem de levedura GDB248, favorecendo
a producéo de etanol sob restricéo de oxigénio (PENA-MORENO ET AL., 2019).
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Isso configura como uma vantagem adaptativa para o contexto industrial, visto
gue essa fonte é incapaz de ser assimilada por Saccharomyces cerevisiae.

A capacidade de utilizacdo de nitrato como Unica fonte de nitrogénio
prece ser restrita a um conjunto de linhagens de D. Bruxellensis isoladas da
fermentcao alcodlica industrial do Brasil, jA que os isolados de processos
industriais da Europa néo parecer ter essa capacidade. (TIUKOVA ET AL 2013;
GALAFASSI ET AL., 2013). Foi muito interessante mostrar que a linhagem
LAMAP 2480 foi capaz de assimilar essa fonte de nitrogénio, ja que foi isolada
da fermentacdo de vinhos no Chile. Na condicdo testada de restricao de
oxigénio, as duas leveduras apresentaram valores de velocidade de crescimento
muito semelhantes de 0,03 h'! para GDB 248 e 0,04 h'! para LAMAP 2480. No
entanto, as duas leveduras diferiram na extensao da fase lag, que foi de 20 h
para GDB 248 e de 8 h para LAMAP 2480. Dessa forma, para essa condi¢géo de
cultivo a LAMAP2480 utiliza melhor o nitrato, alcanca maior taxa de crescimento
e reducdo da fase lag. A partir desses resultados, foi possivel uma analise
comparativa entre a linhagem de etanol combustivel e a linhagem de vinho nas
duas fontes de nitrogénio.

Conforme Leite et al. (2013), a linhagem GDB248 cresce mais rapido em
sacarose do que em glicose, com a producao de etanol se iniciando tao logo as
células sao expostas a altas concentracfes desses aclcares. Essa levedura,
além de metabolizar glicose e aclUcares fermentaveis, possui habilidade de
metabolizar acucares de cadeia menores (COLOMER et al.,2019). De acordo
com estudo de Barata et al.,, (2008), na presenca de glicose e frutose o
crescimento dessa levedura é bastante semelhante. No presente estudo, foram
simulados os meios de caldo de cana de aglcar que contem sacarose como
fonte de carbono e o mosto de uva que contém uma mistura de glicose e frutose.
Em D. bruxellensis, a assimilagdo da sacarose se faz pelo transporte do
dissacarideo para o interior das células seguida pela hidrolise intracelular pela
invertase, diferente da hidrolise extracelular que ocorre em S. cerevisiae (LEITE
ET AL., 2013). Para efeito dos célculos metabdlicos, consideramos os valores
em equivalente glicose. Os resultados indicam que ja é possivel detectar
producao de 4-EF a partir de 0,2g/L da fonte de carbono no meio e esta producéo

esta a associada ao crescimento celular como o préprio etanol. Também
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mostramos que a linhagem LAMAP2480 isolada de vinhos Cabernet Sauvignon
do Chile e mais adaptada ao acido p-cumarico produz mais 4-EF do a linhagem
GDB 248 isolada da producdo de etanol combustivel na regido Nordeste do
Brasil. Silva et al. (2018) mostraram que as linhagens CCA077 e CCA155 de D.
bruxellensis provenientes de caldo de cana e no melago também produzem 4-
EF sob condi¢cbes das industrias brasileiras de etanol combustivel. Estudo de Di
Toro et al. (2015) Biodiversidade intraespecifica e ‘potencial de deterioragao’ de
Brettanomyces bruxellensis em vinhos da Apulia, nesse estudo o autor relatou
que todas as cepas dessa espécie produziram 4-EF na faixa de 1.410 mg/L e
1.900 mg/L apos sete dias de incubacdo. Nosso estudo, mostrou menores taxas
no periodo de coleta de 40h, onde foi avaliado o perfil de converséo de ApC.

Segundo Curtin et al. (2013), a limitac&o de oxigénio estimula a producao
de 4-etilfenol. Desse modo, quanto maior for a disponibilidade de substrato para
consumo, maior a producdo de 4-EF. Nesse sentido, as linhagens GDB 248 e
LAMAP2480 consumiram mais glicose em mosto de uva que em mosto de caldo
de cana na presenca de amé6nio como fonte de nitrogénio. Por outro lado, o
consumo do aclcar € maior em meio de caldo de cana na presenca de nitrato
como fonte de nitrogénio. De certa forma, esses resultados contrariam aqueles
apresentados por Silva et al (2019) que mostram que as linhagens de vinho
consomem menos acucar do que as linhagens de cana. Essa premissa nao
parece ser geral e depende da constituicdo do meio de cultivo.

Ao comparar diretamente o crescimento das linhagens em mosto de uva
do nosso estudo, observou-se que em meio contendo nitrato e sem a presenca
de ApC, GDB248 alcanga fase lag em 20 horas e atinge velocidade de
crescimento 0,08 hl, sendo a condi¢cdo mais relevante para essa linhagem. A
presenca de acido p-cumarico resulta no atraso em 8 horas para alcancar a fase
lag nessa mesma condicdo, sendo que a linhagem LAMAP2480 tarda em 24
horas para alcancar fase lag. No entanto, alcanca fase lag 8h tanto em nitrato
guanto em amonio tendo similares taxas de velocidade de crescimento.
Coronado et al. (2015) mostraram que a presenca de ApC vinhos auténticos e

sintéticos diminuiu a velocidade de crescimento da levedura B. anomalus



65

Em crescimento aerdbico as células das duas linhagens foram maiores
na auséncia de ApC. O mosto de uva com a presenca de nitrato impediu o
crescimento das duas linhagens GDB248 e LAMAP2480, o que pode estar
relacionado a presenca de acido citrico e mélico na composi¢cao do mosto de
uva. Ainda, esse achado pode repercutir no contexto industrial pela relevancia
em que na medida da adicdo de nitrato ao mosto de uva para producéo de vinho,
possa controlar ou eliminar a presenca de Dekkera. Normalmente € adicionado
sulfito (SO2) no meio para tentar conter contaminagao por essa levedura, o
estudo do controle de contaminacdo é de grande importancia na vinificagao,
considerando reduzi o uso de sulfito, pois a levedura tem se adaptado cada vez
mais e demonstrado resisténcia (BASSI ET AL., 2015). Gonzales-Poblete et al.
(2020) relatou que 14 das 15 linhagens de Dekkera/Brettanomyces bruxellensis
isoladas de diferentes regifes vinicolas do chile foram capazes de produzir 4-
vinilfenol e que essa producéo parece afetar negativamente o efeito inibitorio do
sulfito para algumas dessas linhagens, tornando sem efeito a utilizacdo desse
biocida no mosto de fermentacéo.

A presenca de acidos hidroxicindmicos no meio de cultura reduz a taxa
de crescimento de D. bruxellensis concomitante € modificada ao aumento da
atividade das enzimas CD e VFR (GODOY ET AL., 2009). Também foi
observado que a presenca de etanol no meio induz maior atividade da enzima
CD e, consequentemente, maior metabolizacdo do acido p-cumarico pela
levedura (GANGA ET AL., 2011; COVRE ET AL., 2023). No entanto, esse
fendmeno nao foi observado no presente estudo, nas duas leveduras testadas e
nas condic¢des de cultivo (tabela 2). A maior producao de 4-VF foi observada na
condicao da linhagem GDB 248 em meio com nitrato (Tabelas 2 e 3). No entanto,
o calculo de distribuicdo de carbono mostrou que menos carbono proveniente do
ApC foi convertido a 4-EF. O que se observou foi uma baixa taxa de conversao
do ApC a 4-EF em todas as condi¢cdes testadas, 0 que sugere que a
metabolizacdo de maior parte do ApC se deu por uma via alternativa. Konzock
et al. (2023) relataram que o ApC € majoritariamente metabolizado para o acido
4-hidroxibenzéico (4HBA) na levedura Yarrowia lipolytica. Portanto, a producao
de 4HBA representa importante para a metabolizagcdo de ApC. Nosso estudo

utilizando duas linhagens de Dekkera bruxellensis mostra resultados que
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possivelmente em meios alternativos que simulam meios industriais, como
mosto de uva (vinho) e mosto de caldo de cana (etanol), a quantidade de
moléculas de acido p-cumarico ndo foram totalmente convertidas a ApC. A
producéo de 4HBA por D. bruxellensis deve ser investigada. A diminuigdo da
concentracdo de ApC no caldo de cana néo é atribuido somente a producéo de
4-VF, assim, existem caminhos alternativos para conversdao do ApC do que a
formacdo de 4-EF (KHEIR et al.,2013; KONZOCK et al.,2023). Deve-se
considerar também que a conversdo molar de ApC a 4-EF difere entre diferentes
linhagens de D. bruxellensis, o que se atribuiu a diversidade genética
interespecifica da levedura (GOMES ET AL.,2012). Gonzales-Poblete et al.
(2017) mostrou que linhagens recombinantes de S. cerevisiae podem converter
ApC a 4-EF de forma tao eficiente quanto a linhagem LAMAP 2480, e no
presente estudo mostramos que a linhagem LAMAP 2480 apresenta maior
potencial metabdlico de converter ApC a 4-EF do que a GDB 248.

Silva et al. (2018) observou que mostos de cana apresentam maior
concentracdo de acido do que mostos de vinho, o que esta de acordo com o
nosso estudo que mostra maior dificuldade de conversao do ApC em mosto de
cana que em mosto de vinho. Nesse estudo foi detectado o pico de 9,5 mg/L de
4-EF, o que representa 91% do acido ApC. A producédo de 4-EF foi maior no
mosto de caldo do que no mosto de melago pelas linhagens CCA059 e CCA155.
Esse valor foi semelhante ao observado por Sturm et al., (2015), mas superiores
ao observado no presente estudo, que ficou em torno de 10%. Isto indica que a
metabolizacdo de ApC a 4-EF deve variar bastante pela combinacéo linhagem e

composicao do meio.
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7. CONCLUSOES

Nossos resultados mostraram que a linhagem LAMAP2480 isolada de vinhos
€ capaz de assimilar nitrato tdo bem quanto a linhagem isolada do bioetanol
GDB248. Ainda, LAMAP2480 demonstrou mais sensibilidade ao ApC do que
GDB248. De modo geral, utilizando nitrato a producdo de etanol foi mais baixa
do que em aménio, em ambas as linhagens. Esse trabalho também evidenciou
que o tipo da fonte de nitrogénio foi a varidvel mais importante no agrupamento
dos dados. Os maiores valores de consumo de agUcar observados foram em
meio contendo aménio sem a presenca de ApC e 0s menores em meio contendo
nitrato e com ApC. Ainda, ambas linhagens apresentaram capacidade de
consumir ApC, no entanto, resultaram em diferentes atividades metabdlicas para
produzir 4-vinilfenol (4-VF) e 4-etilfenol (4-EF). A linhagem de vinho produziu
mais 4-EF que a linhagem de etanol. Portanto, os resultados deste trabalho
mostram pela primeira vez o metabolismo desta levedura em fungao de presenca
de ApC no mosto e contribuem para uma melhor compreensao de aspectos
fisiologicos da levedura Dekkera bruxellensis, oferecendo estratégias para
controlar a contaminacdo, e sendo de suma importancia para aplicacoes

tecnoldgicas no contexto industrial de vinhos.
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