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RESUMO:

Dekkera bruxellensis pertence a familia Saccharomycetaceae e € considerado um
parente distante de Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura, principalmente na sua forma
anamorfa Brettanomyces bruxellensis, € um importante contaminante da producdo de vinho.
O objetivo deste estudo foi comparar a fisiologia de linhagens da levedura Dekkera
bruxellensis isoladas da producéao de vinho e de alcool combustivel quanto ao metabolismo de
diferentes acUcares potencialmente utilizados como substrato industrial. Para isso, 30 isolados
de Dekkera bruxellensis foram avaliados quanto a habilidade de assimila¢do respiratoria e
fermentativa de monossacarideos e dissacarideos, a diversidade fenotipica relacionada a
repressdo catabdlica pela glicose, e a assimilacdo de diferentes agucares, tais como glicose,
sacarose e celobiose sob condicdo anaerdbica. Diferencas entre os perfis de assimilacdo
respiratoria foram observadas para cada isolado. As mais altas velocidades de crescimento
foram encontradas em meio com glicose, frutose e sacarose 0,32 h*, 0,30 h*e 0,30 h?,
respectivamente, em aerobiose pelos isolados de destilaria. Em maltose e galactose, as
maiores taxas de crescimento foram respectivamente, 0,21 h* e 0,27 h, alcancadas por
isolados de destilaria e de vinicola, e em celobiose e lactose, as maiores taxas foram
respectivamente, 0,20 h't e 0,15 h', alcangados pelos isolados de destilaria. A presenca do
repressor catabélico 2-deoxiglicose no meio com galactose e maltose inibiu o crescimento de
todos os isolados de vinho, diferentemente de alguns isolados de etanol que apresentaram
resisténcia a este composto. A adicdo de Antimicina A nos meios de cultura alterou o
crescimento apenas dos isolados de vinicola. Em anaerobiose estrita, 0s isolados de destilaria
alcancaram velocidades de crescimento iguais a 0,44 h; 0,40 h* e 0,26 h' em glicose,
sacarose e celobiose, respectivamente. A capacidade de assimilacdo de diferentes agucares
pelos isolados de D. bruxellensis frente as diversas condi¢des testadas mostram a diversidade
fenotipica encontrada dentro desta espécie. Além disso, os dados podem colaborar para
explicacdo da capacidade adaptativa dessa espécie em diferentes ambientes industriais cujas
fontes alternativas de carbono estejam presentes. Do ponto de vista biotecnologico, estudos
com isolados de D. bruxellensis podem ser voltados para a producdo de etanol de segunda
geragdo, cujo um dos substratos é a celobiose, agUcar dos quais linhagens selvagens de S.
cerevisiae ndo sdo capazes de assimilar.

Palavras-chave: Dekkera bruxellensis. Assimilacdo de carbono. Cultivo anaerdbico.

Diversidade fisioldgica. Represséo por glicose.



ABSTRACT:

Dekkera bruxellensis belongs to the family Saccharomycetaceae and is considered a
distant relative of Saccharomyces cerevisiae. This yeast, mainly in its anamorphic form
Brettanomyces bruxellensis, is an important contaminant of wine production. The aim of this
study was to compare the physiology of strains Dekkera bruxellensis yeast isolated from wine
production and ethanol on the metabolism of different sugars potentially used as industrial
substrate. To this, 30 isolates of Dekkera bruxellensis were assessed for fermentative and
respiratory assimilation ability monosaccharides and disaccharides, phenotypic diversity
related to catabolite repression by glucose and the assimilation of different sugars, such as
glucose, sucrose and cellobiose under anaerobic conditions. Differences between the profiles
of respiratory assimilation were observed for each isolate. The highest growth rates were
found in glucose, fructose and sucrose 0.32 h-1, 0.30 h-1 and 0.30 h-1, respectively, in
aerobiosis by distillery isolates. In maltose and galactose, the highest growth rates were
respectively 0.21 h-1 and 0.27 h-1, reached by distillery and wine isolates, and in cellobiose
and lactose, the highest rates were 0, 20 h -1 and 0.15 h -1, reached by distillery isolates. The
presence of the 2-deoxyglucose catabolic repressor in the medium with galactose and maltose
inhibited the growth of all the wine isolates, unlike some ethanol isolates were resistant to this
compound. The addition of Antimycin A in the culture media altered the growth of only the
wine isolates. In strict anaerobiosis the isolates of distillery reached growth rates equal to 0.44
h''; 0.40 h't and 0.26 h! in glucose, sucrose and cellobiose, respectively. The capacity of
assimilation of different sugars by D. bruxellensis isolates against the different conditions
tested shows the phenotypic diversity found within this species. Moreover, the data can
corroborate to explain the adaptive capacity of this species in different industrial
environments whose alternative carbon sources are present. In biotechnological point of view,
studies with isolated D. bruxellensis may be facing a second-generation ethanol, which one of
the substrates is a cellobiose, sugar from which wild strains of S. cerevisiae are not able to

assimilate.

Keywords: Carbon assimilation. Anaerobic cultivation. Physiological diversity. Glucose

repression.



Lista de figuras

CAPITULO 1

Revisdo bibliografica Pagina
Figura 1.1 - Linhagens da espécie Dekkera bruxellensis 15
Figura 1.2 - Arvore filogenética das espécies do género Dekkera 16
Figura 1.3 - Metabolismo das hexoses em S. cerevisiae. 19
Figura 1.4 - Estrutura quimica da sacarose. 22
Figura 1.5 - Estrutura quimica da maltose. 22
Figura 1.6 - Estrutura quimica da celobiose. 23
Figura 1.7 - Estrutura quimica da lactose. 24
CAPITULO 2

Artigo a ser submetido Pagina
Figura 2.1 - Cinética de crescimento aerobio de isolados de D. bruxellensis 40

em monossacarideos.

Figura 2.2 - Cinética de crescimento aerobio de isolados de D. bruxellensis 42
em dissacarideos.

Figura 2.3 - Velocidades de crescimento de diferentes isolados de D. bruxellensis 44
de destilaria de etanol e vinho em diferentes fontes de carbono.

Figura 2.4 - Mapa de calor (heat map) do teste de crescimento qualitativo em placa 46
de Petri de diversos isolados de D. bruxellensis em diferentes fontes de carbono e

adicdo de Antimicina A (AA).

Figura 2.5 - Mapa de calor (heat map) do teste de crescimento qualitativo em 47
placa de Petri de diferentes isolados de D. bruxellensis em diferentes fontes de

carbono e adicdo de 2-deoxi-D-glicose.

Figura 2.6 - Cinética de crescimento anaerdbico de diferentes linhagens de 50
D. bruxellensis em meio com glicose, sacarose ou celobiose como fonte de

carbono.



Lista de tabelas

CAPITULO 2

Artigo a ser submetido Pagina
Tabela 2.1 — Isolados de D. bruxellensis utilizados neste estudo. 38
Tabela 2.2 — VVelocidades de crescimento dos isolados de D. bruxellensis 48

em microcultivo aerdbio.
Tabela 2.3 — Velocidades de crescimento dos isolados de D. bruxellensis 49

em microcultivo anaerdébio.



Lista de Abreviagdes

AA
2-DG
NADH
HXT

YNB
oD
CO2
HHK
ATP
ADP
NAD
NADH
PDH
PDC
ADH
DHAP
02
GCR
pH

mL

mg

g/L

Antimicina A

2-deoxi-D-glicose

Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
Transportador de hexose

Carbono

Nitrogénio

Yeast Nitrogen Base

Densidade Optica, do inglés optical density
Dioxido de carbono

Hexoquinase

Adenosina trifosfato, do inglés Adenosine triphosfate
Adenosina difosfato, do inglés Adenosine diphosfate
Nicotinamida adenina dinucleotideo
Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
Piruvato desigrogenase

Piruvato descarboxilase

Alcool desidrogenase
Diidroxiacetona-fosfato

Oxigénio

Glucose Catabolite Repression

Potencial Hidrogenionico

Velocidade de crescimento especifico (h -1)
Mililitros

Miligrama

Litro

Gramas por litro



1.1

2.1
2.2
221
2.2.2
2.2.3
2.3
231
2.3.2

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt 13
OBUIETIVOS ..ottt sttt st neane s 14
REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 15
TAXONOMIA E DIVERSIDADE DA LEVEDURA D. BRUXELLENSIS........... 15
FISIOLOGIA DA LEVEDURA D. BRUXELLENSIS ......ccocovviiiiieeiceceeee, 17
MetabolisSmo do CarbON0.........c.ocviiie e 17
Repressdo catabolica exercida pela gliCoSE ........ccevviieiiicie i 25
Efeito da disponibilidade de oxigénio sobre o metabolismo de leveduras............... 26
DEKKERA BRUXELLENSIS NO CONTEXTO INDUSTRIAL .....ccccceveiveiieee. 27
WINNO0 ...ttt bbbttt bt b r et nne e 27
ProduGao de etan0l..........ccueiieieiie e 29
ARTIGO: DIVERSIDADE DA ASSIMILAC}AO DE FONTES DE CARBONO
EM ISOLADOS INDUSTRIAIS DE DEKKERA BRUXELLENSIS................. 32
CONCLUSAO ..ottt 55
REFERENCIAS .....oooiriiitee sttt 56
ANEXO A — Material suplementar do artigo..........cccoevveveiieieeii e 63
ANEXO B — Atividade COMPIEMENTAT........cccoiiiiiiiieiereseee s 68

ANEXO C — Guia de autores para submisséo do artigo ........ccccceeveverivenenienieennns 69



13

1 INTRODUCAO

A levedura Dekkera bruxellensis (VAN DER WALT, 1964) pertence a familia
Saccharomycetaceae e é considerada um parente distante de Saccharomyces cerevisiae,
ambos 0s géneros constituindo parte do grupo dos hemiascomicetos. Esta levedura,
principalmente na sua forma anamorfa Brettanomyces bruxellensis, € um importante
contaminante da producdo de vinho (SANGORRIN et al., 2013). As espécies Dekkera
bruxellensis e Saccharomyces cerevisiae comungam aspectos fisioldgicos interessantes,
dentre os quais, ambas sdo microrganismos anaerébicos facultativos, tolerantes a etanol e
Crabtree positivas, que se refere a habilidade e preferéncia pelo metabolismo fermentativo
quando em presenca de altas concentracdes de glicose sob condicdo aerdbica (WOOLFIT et
al., 2007; LEITE et al., 2013).

Algumas linhagens de Brettanomyces bruxellensis isoladas do vinho possuem a
capacidade de assimilar diferentes fontes de carbono, tais como a glicose, frutose, galactose,
sacarose, maltose e celobiose (CONTERNO et al., 2006; CRAUWELS et al., 2015). Além
disso, linhagens de D. bruxellensis pertencentes a colecdo CBS, a exemplo CBS 72 e CBS 78
assimilam além dos agucares citados, manose e amido (GALAFASSI et al., 2011). REIS et
al. (2014) mostraram que D. bruxellensis GDB 248 isolada de destilaria de etanol também &
capaz de assimilar e fermentar celobiose, apesar de mais vagarosamente e menos eficiente que
a assimilagéo e fermentagéo de sacarose.

Apesar dos estudos sobre a capacidade de assimilacdo de determinadas fontes de
carbono por D. bruxellensis, esses aspectos fisiologicos ndo parecem ser amplamente
difundidos entre as linhagens clonais desta espécie encontradas em diferentes processos
industriais, como na producgdo de vinho, de etanol combustivel e num tipo de cerveja acida da
Bélgica chamada de Lambic. Isto decorre da grande variabilidade genética descrita para a
espécie decorrente da sua instabilidade genémica (HELLBORG E PISKUR et al., 2009). Esta
variabilidade dificulta o entendimento da alta capacidade adaptativa desta espécie aos
processos industriais. Com isso, parece crucial o estudo da diversidade de assimilacdo do
carbono entre linhagens de Dekkera bruxellensis isoladas de nichos distintos, para

compreensdo do sucesso adaptativo desta levedura no contexto industrial.
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1.1  OBIJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Comparar a fisiologia de linhagens da levedura Dekkera bruxellensis isoladas da producéo
de vinho e de alcool combustivel quanto ao metabolismo de aglcares potencialmente

utilizados como substrato industrial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Diferir a habilidade de assimilacdo respiro-fermentativa de glicose, frutose, galactose,
maltose, celobiose, sacarose e lactose de 20 linhagens de Dekkera bruxellensis isoladas
de vinicolas situadas no Chile (quatro), Rio Grande do Sul (10) e Santa Catarina (seis) e
10 linhagens isoladas de duas destilarias de etanol situadas no estado da Paraiba;

e Auvaliar o efeito repressor da glicose sobre o metabolismo de outras fontes de carbono
(frutose, galactose, maltose, celobiose e sacarose) em diferentes isolados de D.
bruxellensis.

e Comparar as linhagens de D. bruxellensis quanto a sua capacidade de metabolizar

glicose, sacarose e celobiose como fonte de carbono em ambiente anaerobio.
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CAPITULO 1

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TAXONOMIA E DIVERSIDADE DA LEVEDURA DEKKERA BRUXELLENSIS

A levedura Dekkera bruxellensis pertence a familia Saccharomycetaceae e é considerado
um parente distante de Saccharomyces cerevisiae, ambos 0s géneros constituindo parte do
grupo dos hemiascomicetos. Esta levedura, principalmente na sua forma anamorfa
Brettanomyces bruxellensis, € um importante contaminante da produgdo de vinho
(SANGORRIN et al., 2013). A primeira mencdo ao género Brettanomyces foi feita em 1904,
quando Hjelte Claussen isolou pela primeira vez esta levedura de bebidas britanicas. Em
1940, o género Brettanomyces foi estabelecido. Mais tarde em 1964, foi criado o género
Dekkera ap0s a observacdo da formacdo de ascosporos em algumas linhagens de
Brettanomyces (VAN DER WALT, 1964) (Figura 1.1). Ainda € comum na literatura utilizar
ambos 0s nomes dos géneros Dekkera e Brettanomyces. Neste grupo sdo encontradas as
espécies anamorfas Brettanomyces/Dekkera anomala, B./D. bruxellensis, B. custersianus, B.
naardenensis e B. nanus (Figura 1.2). Dentre as cinco espécies citadas D. anomala e D.
bruxellensis sdo teleomorfas (SCHIFFERDECKER et al., 2014).

Figura 1.1 - Linhagens da espécie Dekkera bruxellensis. (A) Linhagem CBS 74
(http://www.cbs.knaw.nl/Collections/); (B) Linhagem CBS 2499
(http://www.cbs.knaw.nl/Collections/); (C) Linhagem industrial GDB 248 em meio YPD em
microscopia de contraste de fase (Retirado de Leite, 2012).



http://www.cbs.knaw.nl/Collections/
http://www.cbs.knaw.nl/Collections/
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Figura 1.2 - Arvore filogenética das espécies do género Dekkera baseada na analise de
restricdo da sequéncia de DNA ribossomal 26S (ROZPEDOWSKA et al., 2011).

As leveduras do género Brettanomyces/Dekkera tém sido isoladas de muitas bebidas
fermentadas, tais como cerveja e cidra (FUGELSANG et al., 1993; GILLILAND, 1961; VAN
OEVELEN et al., 1976). Entretanto, o habitat classico do género Brettanomyces/Dekkera é
em barris de envelhecimento de vinhos vermelhos, do qual elas podem crescer por meio da
fermentacdo da pequena quantidade de agucar residual presente no vinho, produzindo entdo
compostos desagradaveis como os etilfenois em quantidades que afetam o aroma e sabor
(CHATONNET et al., 1995). Além de serem apontadas como contaminantes nos processos de
producdo de vinho, as leveduras do grupo Brettanomyces/Dekkera, especificamente D.
bruxellensis, foi considerada o principal contaminante dos processos de fermentagdo alcodlica
industrial em destilarias do Nordeste do Brasil que usam como substrato a cana-de-agucar (de
SOUZA LIBERAL et al., 2007). A producdo de alcool combustivel é realizada em um
processo “aberto”, sem etapas de esterilizacdo do meio, sendo por isso propicio a
contaminacdo. Na industria alcooleira, alguns ambientes, tais como o caldo de cana-de-
acucar, agua de lavagem e vinhaga, podem favorecer o crescimento e propagacao de diversas
leveduras selvagens, fato este que pode explicar a entrada da levedura D. bruxellensis no
processo fermentativo industrial (DA SILVA et al., 2016). A adaptacdo de D. bruxellensis ao
ambiente industrial tem motivado recentes estudos relacionados tanto a fisiologia quanto a
genética dos isolados industriais, e alguns grupos de pesquisa tém elaborado experimentos em
condigdes que simulam o contexto industrial (GALAFASSI et al., 2011; PEREIRA et al.,

2014; LEITE et al., 2016). Embora trabalhos anteriores apontem essa espécie como um
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microrganismo contaminante, essa caracterizacdo tem sido modificada quando se trata da
producdo de etanol combustivel. Dados atuais mostram que isolados dessa espécie tem a
habilidade de produzir etanol com rendimentos atrativos proximos aos apresentados por S.
cerevisae (DE SOUZA LIBERAL et al., 2007; DE BARROS PITA et al.,, 2011), e o
consorcio entre a levedura D. bruxellensis e a bactéria latica Lactobacillus vini tem sido
proposto para producéo de etanol (PASSOTH et al., 2007).

Recentemente, um trabalho realizado por da SILVA et al. (2016) visou o isolamento e a
identificacdo de isolados da levedura D. bruxellensis encontrados em diferentes pontos da
planta de fermentacdo industrial nas destilarias Tabu e Japungu no estado da Paraiba. Foi
percebido que na destilaria Tabu os 75 isolados identificados como D. bruxellensis estavam
distribuidos em maior quantidade na lagoa de tratamento de vinhaca (53%), seguido pelo
caldo misto (33,9%) e agua de lavagem (13,1%); ja na destilaria Japungu os 82 isolados dessa
espécie estavam difundidos em sua maioria na lagoa de tratamento de vinhaca (46,8%),
seguido pela agua de lavagem (33,4%) e caldo misto (19,8%). Este estudo mostrou que o0s
ambientes naturais das destilarias de alcool combustivel sdo reservatorios de leveduras da

espécie D. bruxellensis.

2.2 FISIOLOGIA DA LEVEDURA D. BRUXELLENSIS

2.2.1 Metabolismo do carbono

O repertdrio de utilizacdo de acucares e outras fontes de carbono por B/D. bruxellensis é
bem amplo, como observado na descricdo fisiologica da espécie, mas se mostra muito
variavel dentre as linhagens descritas (KURTZMANN et al., 2011). Isolados de vinho
possuem a capacidade de assimilar diferentes fontes de carbono, tais como a glicose, frutose,
galactose, sacarose, maltose e celobiose (CONTERNO et al., 2006). Além disso, linhagens de
D. bruxellensis pertencentes a cole¢do CBS, tais como CBS 72 e CBS 78 assimilam 0s
acucares anteriormente mencionados, e também manose e amido (GALAFASSI et al., 2011).
A assimilacdo da lactose, arabinose e rafinose por sua vez parece ser uma caracteristica
linhagem-especifica (LEITE et al., 2013). A utilizacdo de pentoses ndo aparece na descricdo
da espécie (KURTZMANN et al., 2011).

A glicdlise é a principal via metabdlica envolvida na fermentagdo de hexoses a etanol

(Figura 2). Por meio dessa rota, a glicose € metabolizada e a partir dela sdo formadas duas
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moléculas de piruvato. Esse processo ocorre em duas etapas: a primeira se refere a
fosforilacdo da glicose no citoplasma a glicose-6-fosfato pela acdo da hexoquinase (HXK) e
glucoquinase (GLK). Uma vez fosforilada a glicose é mantida presa na célula sendo
posteriormente oxidada a gliceraldeido-3-fosfato e a diidroxicetona-fosfato. Nessa etapa da
via ha gasto de energia (duas moléculas de ATP). A segunda etapa consiste na transformacéo
da diidroxicetona-P em gliceraldeido-3P. As duas moléculas de gliceraldeido-3P sdo
transformadas em duas moléculas de piruvato, como mostrado na equacao abaixo. Nessa
etapa ha reposicdo da energia gasta na primeira etapa, com a producédo liquida de 2 moles de
ATP, e também sdo produzidas duas moléculas de NADH+H" (GUERRA, 2011).

CsH1206 + 2 ADP + 2 NAD* > 2 C3H403 + 2 ATP + 2 NADH + 2 H*

As moléculas de piruvato formadas podem ser convertidas diretamente a acetil-CoA pela
acdo da piruvato desidrogenase (PDH) e entrar no ciclo do &cido tricarboxilico mitocondrial.
Nesse ciclo o carbono é plenamente oxidado a CO, com geragdo de NADH e FADH:
mitocondrial que serdo reoxidados na cadeia respiratéria para a producdo de ATP.
Alternativamente, o piruvato pode ser convertido no citosol a acetaldeido pela acdo da
piruvato descarboxilase (PDC), e o acetaldeido reduzido a etanol pela enzima alcool
desidrogenase dependente de NADH (ADH) para regenerar o NADH glicolitico (ZEEMAN,
2000). Esta constitui a via fermentativa de producdo de etanol, ou fermentacao alcodlica. A
via respiratoria produz aproximadamente 15 vezes mais energia em ternos de rendimento de
ATP em relacgdo a via fermentativa, que pode ser utilizado nas vias anabdlicas dependentes de
energia nas células (HAGMAN, 2013). O acetaldeido pode também ser oxidado a acetato pela
acetaldeido desidrogenase que pode utilizar NAD* ou NADP* como aceptor de elétron. Em
aerobiose, o etanol pode ser re-assimilado pela ADH dependente de NAD* para produzir
acetaldeido, e este a acetato tanto na mitocondria como no citosol. O acetato citosolico é
condensado a acetil-CoA que pode ser utilizado para a sintese de &cidos graxos e ésteres, ou
desempenhar fungdes regulatorias na acetilacdo de proteinas ou da cromatina no nucleo.
Portanto, o ponto final do metabolismo das fontes de carbono é a formacdo de acetil-CoA

mitocondrial e citosolico para a producédo de energia e de componentes celulares.



19

~ G —
k. (.
An ‘\::3 ADD = ADE
Galactose-1-P v

_—  Glicose-6-fosfato
Glicose-1 P — vl \ 7

Frutose 6-fostato_ +————
- CD
Ny ~

¥ ADP

Y ADP
Frutose-1,6-bifosfato W
Jl*- Frutose-1-P
i / - Didroxiacetona-P
] _ e
Gliceraldeido-3-fosfato .\ ik
g8 T Gliceraldeido
Dudroxiacetona fosfato
|.‘.
W
Gliceraldeido-3-fosfato (2)
[ 4,~2Pi
=1 11AD-
1.3-mfosfoglicerato (2)
I 2ADP
S
Piruvato (2)

3-fosfoglicerato (2)

;‘--_'_'__.- ) 1 ADD
2-fosfoglicerato (2) =———=  Fosfoenolpiruvato (2) E @

H20

Figura 1.3 - Metabolismo das hexoses em S. cerevisiae. A esquerda - conversdo da galactose
em glicose-6-fosfato pela via de Leloir (extraido e modificado da figura 3.22 de MOAT;
FOSTER, 1988). Via glicolitica (extraido e modificado da figura 15.2 de LEHNINGER,
2002).

Na fermentacdo alcodlica o piruvato é convertido a etanol e CO2 sem a producédo de
ATP. Portanto, toda a energia proveniente da fermentacdo € produzida ao nivel do substrato
na via glicolitica, com saldo de 2 moles de ATP por mol de glicose consumida que é menor
do que os 30 moles de ATP por mol de glicose produzido pela respiragdo. A via glicolitica é
comum as duas vias e o0 destino do piruvato para a via fermentativa ou ciclo de
Krebs/respiracdo, em algumas leveduras, € determinado pela presenca ou auséncia de

oxigénio (RETTORI e VOLPE, 2000). Entretanto, em S. cerevisiae e outras espécies do clado
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Saccharomyces classificados como Crabtree positivos (ver defini¢cdo abaixo), 0 metabolismo
fermentativo pode ocorrer em paralelo a respiracdo em cultivos aerobios quando a
concentracdo de glicose estiver acima de um valor chamado concentracéo critica (acima de 5
mM), constituindo o chamado metabolismo respiro-fermentativo. Saccharomyces cerevisiae
faz uso da via aerdbia de modo exclusivo apenas quando em concentracBes abaixo da
concentracdo critica e/ou em cultivos continuos limitados em carbono em baixas velocidades
de diluicéo (<0,15 h'Y) (ALEXANDER e JEFFRIES, 1990).

O etanol s6 é produzido a partir de agUcares e, portanto, o termo fermentacdo nao se
aplica a cultivos que utilizem outras fontes de carbono. Além disso, depende da producao de
piruvato a partir de glicélise. Isto implica que os polissacarideos devem ser hidrolisados aos
monossacarideos constituintes e esses a algum metabdlito da glicolise, como por exemplo, a
galactose a glicose 6-P ou a xilose a frutose 6-P e gliceraldeido 3-P (ESPOSITO e
AZEVEDO, 2010).

2.2.1.1 Metabolismo de monossacarideos em leveduras

Dentre os carboidratos, as hexoses, e principalmente a D-glicose, sdo as fontes de
carbono mais comumente utilizadas pelos fungos. Em S. cerevisiae, quando a glicose esta
presente no meio, a absor¢cdo e o metabolismo de outros acgucares, tais como, galactose,
sacarose e maltose sdo reprimidos, assim como também numerosas enzimas da
gliconeogénese e do ciclo de Krebs, por um fendmeno conhecido como repressdo catabolica
exercida pela glicose (do Inglés Glucose Catabolite Repression — GCR) (WINDE et al.,
1997).

As hexoses entram na célula por difusdo facilitada, utilizando carreadores especificos
ou gerais para hexoses com diferente afinidade em relacdo a cada aclcar (ESPOSITO e
AZEVEDO, 2010). Em S. cerevisiae, os transportadores de monossacarideos, tais como
glicose e frutose sdo codificados pelos genes HXT. Esse sistema de transporte é formado por
uma familia composta de aproximadamente 20 genes (HXT1 a HXT17, GAL2, SNF3 e RGT2),
que diferem na regulacdo e na afinidade as diferentes hexoses (OZCAN e JONHSTON,
1999). A frutose também é transportada pelas proteinas Hxt e assimilada na via glicolitica
diretamente a partir de sua fosforilacdo pela GLK (BERTHELS et al., 2008). Por outro lado, a
hexose galactose percorre um caminho mais longo na sua assimilacdo que se inicia pela

captacdo pela proteina Gal2. Este aclcar € metabolizado pela chamada via de Leloir que
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envolve sua fosforilacdo a galactose-1-fosfato pela galactoquinase (Gallp) e isomerizagéo a
glicose-1-fosfato pela galactose-1-fosfato-uridiltransferase. A fosfoglicomutase (Gal5p)
converte a glicose-1-fosfato a glicose-6-fosfato que finalmente é assimilada pela via
glicolitica e/ou pela via das pentoses fosfato (BHAT e MURTHY, 2001). Como visto adiante,
a glicose e a frutose estdo presentes também na composi¢do da sacarose do caldo de cana. A
glicose faz parte da composicdo de dissacarideos como maltose, celobiose e de
polissacarideos como amido e celulose. A frutose também constitui polissacarideos como
inulina. E a galactose comp®e o dissacarideo lactose de soro de queijo ou de leite e ainda as
poligaracturanas da pectina que forma a parede celular de citricos e cactos e a biomassa de
algas vermelhas marinhas, representando uma atrativa fonte de carbono industrial (PACKER,
2009).

2.2.1.2 Metabolismo de dissacarideos em leveduras

A glicose é o substrato mais comumente usado para estudos fisiol6gicos sobre
metabolismo do carbono em leveduras. Entretanto, apenas poucas aplicacfes industriais séo
baseadas em glicose como matéria-prima. Substratos industriais tais como o melago, soro de
leite, hidrolisados de amido e mosto contém dissacarideos (sacarose, maltose ou lactose)
como principal fonte de carbono e estes precisam ser hidrolisados a monossacarideos
(WEUSTHUIS, 1994).

2.2.1.2.1 Sacarose

Dissacarideo ndo redutor formado pela ligacdo glicosidica entre uma molécula de D-
glicose e D-frutose (Figura 3). Em S. cerevisiae é hidrolisada extracelularmente pela enzima
invertase (B-D-fructosidase) ou sacarase que € secretada pelas células, codificadas pelos genes
SUC. Entretanto, este agucar pode ser internalizado por meio de duas permeases, codificadas
pelos genes AGT1 e MALx1, com simporte de H* (BADOTTI et al., 2008). Desta forma, a
sacarose pode ser hidrolisada dentro das células pelas formas truncadas da invertase. Em
Kluyveromyces marxianus a sacarose € hidrolisada pela enzima inulinase extracelular
(ROUWENHORST et al., 1991). Em contraste, em D. bruxellensis linhagem GDB 248, a
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sacarose deve ser transportada para o interior da célula ja que sua atividade invertase é
fundamentalmente intracelular (LEITE et al., 2013).

Figura 1.4 - Estrutura quimica da sacarose (B-D-fructofuranosideo) (LEHNINGER, 2014).

2.2.1.2.2 Maltose

A maltose é um dissacarideo gerado a partir da hidrélise do amido pela acdo da enzima
alfa-amilase, e € composta pela ligagdo a-1,4 entre duas moléculas de glicose (Figura 4). Na
industria cervejeira, a maltose € o0 acUcar fermentescivel predominante do mosto,
representando cerca de 60 — 65% dos carboidratos presentes. Além da maltose, a maltotriose
(cerca de 20 — 25%) e glicose (cerca de 10 a 15%), também constituem o mosto, seguidos da
sacarose e frutose em quantidade relativamente baixa (SANTANA, 2007). A levedura
Saccharomyces pastorianus € bastante utilizada nos processos industriais de producdo de
cerveja pela acdo da a-glicosidase (LEI et al., 2016). Em S. cerevisiae, este processo se da
preferencialmente no interior das células e depende da ativacdo do regulon MAL, um
conjunto de genes que codifica permeases e hidrolases. Algumas permeases Mal também

transportam sacarose.

H OH H OH
Figura 1.5 - Estrutura quimica da maltose (4-O-a-D-Glicopiranosil-D-glicose)
(LEHNINGER, 2014).

Esse dissacarideo € um bom substrato modelo para avaliar as necessidades energéticas do
transporte ativo de acucar em S. cerevisiae. Uma vez que a hidrélise da maltose ndo requer
ATP, a Unica diferenga entre a energética da maltose e 0 metabolismo da glicose reside na

etapa de transporte: o transporte da maltose é ativo, enquanto o da glicose é passivo. Em S.
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cerevisiae, a primeira etapa da metabolizacdo da maltose é a sua passagem através da
membrana plasmatica por mecanismo de préton simporte (SERRANO, 1977), seguida da
hidrolise intracelular pela acdo da maltase. Uma vez dentro da célula, as hexoses sdo
convertidas para glicose-6-fosfato até que o piruvato seja produzido pelas enzimas da
glicolise (LEHNINGER, 2014). Diferentes linhagens do grupo Brettanomyces/Dekkera s&o
capazes de assimilar maltose quando em ambiente aerébico (GALAFASSI et al., 2011).
Entretanto, BLOMQVIST et al. (2010) e LEITE et al. (2013) mostraram, respectivamente,
que D. bruxellensis CBS 11269 e GDB 248 apresentam velocidades de crescimento

geralmente menores em maltose se comparado ao crescimento com glicose.

2.2.1.2.3 Celobiose

A celobiose é um dissacarideo composto pela ligagdo p-1,4 entre duas moléculas de
glicose (Figura 5). Este acUcar ndo é encontrado livre na natureza, sendo entdo produzido pela

hidrélise incompleta da celulose.

Figura 1.6 - Estrutura quimica da celobiose (D-Glicosil-B-(1—4)-D-glicose)
(http://textilecentre.blogspot.com.br/2016/09/chemical-structure-of-cotton-fibre.html).

Para que ocorra metabolizacdo de celobiose é necesséria a a¢ao da enzima pB—glicosidase.
Estas enzimas tém sido isoladas de muitas espécies fungicas, incluindo leveduras fermentadoras
de celobiose. As B-glicosidases hidrolisam celobioses e celodextrinas até a glicose, e sdo
competitivamente inibidas pelos seus produtos (BEZERRA e DIAS, 2005). Podem ser
classificadas em trés diferentes tipos: intracelular, associada a parede celular e extracelular. Nao
surpreendentemente, o seu pH 6timo é baseado na sua localizacdo celular (DASHTBAN et al.,
2009). Candida wickerhamii foi a primeira levedura estudada capaz de fermentar celobiose e
celodextrinas sollveis até etanol (FREER et al., 1993). Além das espécies do grupo Candida,
recentemente leveduras do género Hansenula e Clavispora foram identificadas como
fermentadoras de celobiose. Foi mostrado também que a levedura Clavispora sp. possui

atividade B-glicosidase, além de exibir tolerancia a inibidores decorrentes do pré-tratamento da
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biomassa lignoceluldsica, como furfural e hidroximetilfurfural (LIU et al., 2012). A levedura
Dekkera bruxellensis linhagem GDB 248 é capaz de assimilar celobiose em cultivos aerobios
(LEITE et al., 2013). REIS et al. (2014) mostraram que nessa linhagem a atividade B-glicosidase
é intracelular e que ela pode assimilar celobiose com 64,5% de eficiéncia relativa de etanol
comparada com a assimilacdo de sacarose, em condi¢fes semelhantes as industriais com
limitacdo de oxigénio, alto indculo de biomassa (10% p/v), baixa agitacdo, alta concentracdo de

carbono e alta presséo de CO..

2.2.1.2.4 Lactose

A lactose ¢ um dissacarideo formado pela ligagdo B-1,4 entre uma glicose e uma
galactose (Figura 6), sendo o principal carboidrato encontrado no leite. A lactose pode ser
metabolizada somente por espécies de fungos que possuem a enzima lactase (3-galactosidade)
considerando que seus constituintes (glicose e galactose) podem ser utilizados por um grande
namero de espécies fungicas (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010). Uma dessas espécies € a
levedura K. marxianus que tem a capacidade de utilizar acentuadamente a lactose como a
principal fonte de carbono (KOKKILIGADDA et al., 2016). A enzima B-galactosidade em K.
marxianus € intracelular, e por isso a lactose é primeiramente transportada para o interior da
célula pela acdo de permeases sendo entdo hidrolisada intracelularmente. A glicose gerada €
assimilada diretamente pela via glicolitica enquanto a galactose € inicialmente assimilada pela
via de Leloir, e posteriormente pela glicolise (SONG et al., 2011; GUIMARAES et al., 2010).

Figura 1.7 - Estrutura quimica da lactose (4-O-B-D-galactopiranosil-D-glicose)
(LEHNINGER, 2014).

A conversdo da lactose do soro do leite a etanol através da fermentacdo pode ser uma
alternativa favoravel por ndo produzir impactos negativos ao ambiente e por fornecer uma
fonte de energia renovavel e capaz de colaborar com a matriz energética da prépria inddstria
(DINIZ, 2009). Além disso, a lactose presente no soro é considerada como poluente ambiental

e sua utilizacdo para producdo de enzimas e combustivel pode ser efetiva para processos de



25

biorremediacdo (KOKKILIGADDA et al., 2016). A levedura S. cerevisiae, normalmente
utilizada nos processos de fermentacdo alcodlica da sacarose, ndo tem a capacidade de
assimilar ou fermentar lactose, diferentemente das leveduras do género Kluyveromyces, que
apesar de possuirem o mesmo ancestral comum, apresentam requerimentos nutricionais e vias
metabolicas distintas, devido, provavelmente, as diferencas entre os nichos ecoldgicos destes
microrganismos (RUBIO-TEIXEIRA, 2005). Ja para a espécie D. bruxellensis, a capacidade
de metabolizar a lactose parece ser uma caracteristica linhagem-dependente e parece que

apenas algumas poucas tém essa capacidade (KURTZMAN et al., 1998).

2.2.2 Repressao catabdlica exercida pela glicose

A glicose é a fonte de carbono preferencial da grande maioria dos microrganismos,
incluindo S. cerevisiae. Quando entra na célula das leveduras, a glicose é rapidamente
assimilada pela via glicolitica e preferencialmente fermentada a etanol (McCARTNEY et al.,
2014). Isto ocorre devido ao mecanismo chamado de repressdo catabolica pela glicose
(Glucose Catabolite Repression — GCR) que pode ser definida como o controle da expressao
génica, em nivel transcricional, que ocorre quando as células estdo submetidas a
concentracfes de glicose acima de 5 mM no meio (CARLSON, 1999). Um dos principais
efeitos desse mecanismo € a inibicdo parcial da respiracdo durante o crescimento celular
mesmo em aerobiose, desviando carbono para o metabolismo fermentativo (THEVELEIN,
1994). Além disso, genes envolvidos no ciclo de Krebs e na cadeia transportadora de elétrons
tém a sua transcricdo diminuida ou mesmo reprimida (GOMES, 2004). Este efeito também é
responsavel pela inibicdo do metabolismo de outros acglUcares ou fontes de carbono que
estejam presentes no meio pela repressdo da expressdo de seus genes ou inibicdao alostérica
das proteinas envolvidas, permeases e hidrolases. Um composto sintético andlogo da glicose
chamado 2-deoxi-D-glicose (2-DG) tem sido muito utilizado para o estudo dos fendmenos
relacionados com a GCR. Depois de transportado, o 2-DG ¢é fosforilado a 2-deoxi-glicose-6-
fosfato (2DG-6P) pela acdo das hexoquinases, mas devido a auséncia do grupo hidroxila (OH)
no carbono 2 da 2-deoxi-D-glicose, a fosfoglicose isomerase ndo consegue utilizar a 2DG-6P
como substrato dando continuidade a via glicolitica. O acimulo da 2-DG-6P nas células pode
resultar na ativacdo da GCR (PELICANO et al., 2006). Em S. cerevisae a 2-DG inibe a
biossintese da parede celular (polissacarideos e glicoproteina), fazendo com que as células se
tornem osmoticamente frageis (KRATKY et al., 1975; BIELY et al., 1971). Conclui-se,



26

portanto, que a forma fosforilada da glicose é a responsavel para sinaliza¢cdo do mecanismo
GCR nas células. Como o 2-DG-6P ndo é metabolizado, este se acumula nas células e induz
um estado permanente de repressao catabolica. Com isso, as ceélulas ficam impedidas de
utilizarem outras fontes de carbono, impedindo, por exemplo, o crescimento sobre glicerol ou
galactose. Este composto tem sido utilizado para o isolamento de linhagens mutantes
resistentes a GCR ou para caracterizar a extensdo da GCR em diferentes organismos. Células
de D. bruxellensis sdo capazes de crescer em diferentes fontes de carbono, entretanto muito
pouco de sabe sobre a regulacdo génica em resposta a GCR. Por exemplo, o gene FBP1 da
gliconeogénese ¢é fortemente reprimido pela glicose (LEITE et al., 2016), tal como acontece
em S. cerevisiae. Dados preliminares mostraram que o 2-DG impede o crescimento de D.
bruxellensis GDB 248 quando glicerol, etanol, rafinose ou maltose sao utilizados como fonte
de carbono, confirmando a existéncia de repressao catabolica pela glicose sobre a assimilacdo
dessas fontes de carbono. Entretanto, a variabilidade intra-especifica encontrada em relacéo a

utilizacdo de fontes de carbono sugere variabilidade na resposta a GCR nesta levedura.

2.2.3 Efeito da disponibilidade de oxigénio sobre o metabolismo de leveduras

O oxigénio é o fator chave da regulacdo do metabolismo em leveduras. Quando o
oxigénio estd presente, as células respiram, promovendo oxidacdo total das moléculas de
acucar, produzindo gas carbdnico (CO2) e &gua. Na auséncia ou limitacdo de oxigénio, a
maioria das espécies de leveduras descritas na literatura é capaz de fermentar agucar a etanol e
CO2 (BARNETT et al., 1990; van DIJKEN et al., 1986).

Existem quatro efeitos metabdlicos nas leveduras que estdo relacionados a
disponibilidade de oxigénio: Pasteur, Custer, Crabtree e Kluyver. O efeito Pasteur é definido
como a inibi¢gdo do metabolismo fermentativo quando em presenca de oxigénio (LAGUNAS
et al., 1982). Em contraste, o efeito Custer é definido como inibicdo da fermentacdo na
auséncia de oxigénio (WIJSMAN et al., 1984). O efeito Crabtree é definido como a
ocorréncia do metabolismo fermentativo mesmo na presenca de oxigénio na presenca de altas
concentragGes de acucar (FIECHTER et al., 1981). E por ultimo, o efeito Kluyver esta
relacionado a habilidade das leveduras em utilizar dissacarideos na presencga de oxigénio, mas
ndo na auséncia (SIMS e BARNETT, 1978). Saccharomyces cerevisiae e D. bruxellensis
possuem o fenotipo Crabtree positivo (ROZPEDOWSKA et al., 2011; LEITE et al., 2016).
Em S. cerevisiae, esse fendbmeno pode ser explicado pela saturacdo da capacidade respiratoria
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em re-oxidar o NADH gerado pela via glicolitica em razdo da repressdo da sintese de muitas
enzimas respiratorias pela glicose (PRONK et al., 1996). Nessa situacdo & observado o
acumulo de coenzimas reduzidas, principalmente o0 NADH, uma vez que a producdo dessa
molécula na glicélise serd maior que a habilidade que a célula tem de reoxida-la através da
doacdo de seus elétrons para o oxigénio presente no meio, o qual constitui o aceptor final de
elétrons neste caso. Além de apresentar o efeito Crabtree positivo, D. bruxellensis apresenta o
efeito Custers, o qual se deve a um desequilibrio redox resultante da baixa capacidade dessas
células em produzir metabolitos reduzidos como o glicerol quando em anaerobiose
(WIJSMAN et al., 1984).

Diferentemente de S. cerevisiae e D. bruxellensis que sdo consideradas anaerdbias
facultativas, as leveduras Kluyveromyces lactis e Brettanomyces naardenensis sao
classificadas como aerdbias obrigatérias (metabolismo puramente respiratério) e sao
consideradas Crabtree negativas, pois produtos de fermentacdo séo ausentes, e sob condicoes
aerobicas, sdo formados apenas biomassa e gas carbdnico (ROZPEDOWSKA et al., 2011).

O efeito da auséncia da respiracdo sobre o metabolismo celular pode ser avaliado pelo uso
de inibidores da cadeia fosforilativa. Neste caso, 0 ambiente aerébio mantém a presenca do
oxigénio que € utilizado em algumas importantes reacGes oxidativas pelas células. O principal
inibidor utilizado é a antimicina A, um composto secundario produzido por varias espécies de
bactérias do género Streptomyces (RASIMUS-SAHARI et al., 2016). Este composto se liga a
citocromo C redutase impedindo a oxidagdo da ubiquinona e interrompendo o ciclo oxidativo
da cadeia respiratoria (LIN et al., 2017). Este composto tem sido usado para o isolamento de
linhagens mutantes com alto fluxo pelo metabolismo fermentativo ou mesmo para selecionar
leveduras e linhagens naturais com esta caracteristica. Existe uma relacdo entre os fenbmenos
que sdo estudados com o uso de 2-DG e antimicina A e estes dois compostos podem ser

combinados no isolamento de linhagens com alta capacidade fermentativa.

2.3 DEKKERA BRUXELLENSIS NO CONTEXTO INDUSTRIAL

2.3.1 Vinho

As leveduras do género Dekkera/Brettanomyces sdo prejudiciais ao processo de
producdo da cerveja e do vinho, devido a producdo em altas concentracfes de compostos

volateis e compostos fendlicos, como o 4-etil-fenol (encontrado no vinho em baixas
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concentragOes), que alteram a composi¢do do aroma e do sabor do vinho. Estes compostos
podem ser sintetizados a partir dos precursores acido hidroxiciaminico e o acido p-cumarico
(SCHIFFERDECKER et al., 2014). Os metabdlitos produzidos por estas leveduras conferem
ao vinho aromas desagradaveis que sdo associados ao suor de cavalo, plastico queimado,
curral, animais molhados e fumaca (LICKER et al., 1998). Quando o vinho esta contaminado
com leveduras do género Dekkera/Brettanomyces seu aspecto é alterado apresentando-se
turvo, com formacao de filme e névoa, com o teor etanolico intensificado, o que leva a
producdo de aromas indesejaveis. O risco da degradacdo do vinho por microrganismos €
particularmente alto em barris de madeira, devido a dificuldade de limpeza e desinfecgéo.
Entretanto, o crescimento de Dekkera/Brettanomyces e a formacdo de etilfenois podem
ocorrer também em tanques de concreto ou acido inoxidavel (RODRIGUES et al., 2001) e até
mesmo em garrafas (COULON et al., 2010).

Embora todos 0s vinhos estejam passiveis de contaminacdo, alguns fatores podem
aumentar esses riscos, como por exemplo, quando sdo utilizadas uvas maduras com alto
conteddo de &cidos fendlicos e pH alto. Altas temperaturas e pH, oxigénio dissolvido e agUcar
residual, bem como a concentragdo mais baixa de etanol e didxido de enxofre sdo fatores que
estdo relacionados ao crescimento das leveduras Dekkera/Brettanomyces e ao aumento da
concentracéo de etilfenois em vinho (COULON et al., 2010).

Apesar do carater contaminante, esta levedura possui a capacidade de produzir
compostos aromaticos como alcoois superiores e ésteres quando o meio contem altas
concentracGes de aminoacidos (PARENTE et al., 2015). Um desses compostos de grande
importancia para a producdo de vinhos é o 2-etilfenol, responsavel pelo chamado aroma floral
das bebidas. Este composto € sintetizado a partir do catabolismo de fenilalanina, tendo uma
das enzimas chave a fenilpiruvato descarboxilase (Phe-PDC). O interessante € que D.
bruxellensis parece ser o Unico representante da familia Saccharomycetaceae a apresentar dois
genes codificadores para esta enzima, produzindo duas isoformas da Phe-PDC, cujas
expressdes sdo diferentes dependendo da composicdo do meio de cultura (DE SOUZA
LIBERAL et al., 2012). Dados recentes do laboratorio de Genética de Microrganismos
mostram a grande capacidade de assimilacdo e catabolizacdo de aminoacidos relacionados
com a producdo desses aromas (dados ndo publicados), e isto mostra seu potencial para

producdo de compostos aromaticos que pode ser futuramente explorado.
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2.3.2 Produgéo de etanol

As principais caracteristicas dos microrganismos etanologénicos para serem
empregados nas usinas sao o alto rendimento de etanol (valores acima de 90% do rendimento
maximo teorico), tolerancia a etanol (>40 g¢/L), boa produtividade (>1,0 g/L/h), bom
crescimento em meios simples e econdmicos, habilidade de crescer em caldo de fermentacao
ndo diluido com resisténcia a inibidores, e capacidade para retardar o crescimento de
contaminantes sob condicdes de crescimento com pH &cido ou alta temperatura (DIEN et al.,
2003). Alguns microrganismos, tais como Saccharomyces cerevisiae, S. diastaticus,
Kluyveromyces marxianus, Pichia kudriavzevii, Escherichia coli cepa KO11 e Klebsiella
oxytoca linhagem P2 e Zymomonas mobilis tem sido estudadas para producéo de etanol a
partir do caldo de cana-de-acUcar. Entre estes microrganismos produtores de etanol, S.
cerevisiae é a opcdo mais atrativa para fermentacdo, devido a sua maior eficiéncia em
converter aglcares a etanol e sua alta tolerancia a etanol (OLSSON e HAHN-HAGERDAL,
1993). Diferentemente dos microrganismos desejados nos processos industriais, algumas
espécies de leveduras e bactérias sdo consideradas contaminantes do processo de producdo de
etanol combustivel por afetar o rendimento e produtividade de etanol (LIBERAL et al., 2007).
Isolados da espécie da levedura D. bruxellensis foram descritos como principais
contaminantes no processo de producdo de etanol em destilarias do Nordeste brasileiro
(BASILIO et al., 2008), e em destilarias de alcool do Canada e dos EUA, onde a matéria-
prima é o milho (ABBOTT et al., 2005), diferentemente do Nordeste do Brasil, cuja matéria-
prima é a cana-de-acucar, um meio que favorece o crescimento de diferentes leveduras e
bactérias lacticas. A capacidade de D. bruxellensis em fermentar o melaco da cana de agucar
foi mostrada por PEREIRA et al. (2014).

D. bruxellensis tem sido estudada no contexto da producgéo industrial de etanol de
segunda geragdo, no qual é frequente que os meios de cultura contenham misturas de hexoses
e pentoses. GALAFASSI et al. (2011) realizou um estudo com 50 linhagens de género
Brettanomyces/Dekkera isoladas na fabricacdo de cerveja, vinho e outras bebidas, explorando
0 potencial das mesmas para producdo de etanol a partir de hidrolisados lignocelul6sicos
sintéticos em cultivos com limitacdo de oxigénio e baixo pH. Sob essas condi¢des foi
evidenciada a producéo de etanol e biomassa, com rendimento de etanol variando desde 0,2 a

0,3 g g* de agucar. Além disso, foi estudada a capacidade desse grupo de leveduras para
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crescer em sacarose, celobiose, maltose, lactose, amido, xilose, galactose e arabinose como
fontes de carbono.

Dentro do aspecto de producdo de etanol de segunda geracdo, estudos com D.
bruxellensis linhagem GDB 248 com base em diferentes fontes de carbono, tais como,
glicose, sacarose, celobiose e hidrolisado de bagaco de cana pré-tratado sob limitacdo de
oxigénio mostraram que essa linhagem é capaz de produzir etanol a partir de celobiose. De
acordo com estes achados foi possivel confirmar que D. bruxellensis linhagem GDB 248 é
uma levedura promissora para a fermentacdo de substratos lignocelulésicos (REIS et al.,
2014).



CAPITULO 2

Diversidade da assimilacao de fontes carbono em isolados industriais de

Dekkera bruxellensis
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Resumo

Dekkera bruxellensis pertence a familia Saccharomycetaceae e é considerado um
parente distante de Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura, principalmente na sua forma
anamorfa Brettanomyces bruxellensis, € um importante contaminante da producao de vinho.
O objetivo deste estudo foi comparar a fisiologia de linhagens da levedura Dekkera
bruxellensis isoladas da produc¢édo de vinho e de alcool combustivel quanto ao metabolismo de
diferentes agucares potencialmente utilizados como substrato industrial. Para isso, 30 isolados
de Dekkera bruxellensis foram avaliados quanto a habilidade de assimilacdo respiratoria e
fermentativa de monossacarideos e dissacarideos, a diversidade fenotipica relacionada a
repressao catabolica pela glicose e a assimilacdo de diferentes agucares sob condigdo
anaerobia. Diferencas entre os perfis de assimilagdo respiratéria foram observadas para cada
isolado. Altas velocidades de crescimento foram encontradas em meio com glicose e sacarose
0,32 hl e 0,30 h?, respectivamente, em aerobiose pelos isolados de destilaria. A presenca do
repressor catabdlico 2-deoxiglicose no meio com galactose e maltose inibiu o crescimento de
todos os isolados de vinho, diferentemente de alguns isolados de etanol que apresentaram
resisténcia a este composto. A adicdo de Antimicina A nos meios de cultura alterou o
crescimento apenas dos isolados de vinicola. Em anaerobiose estrita os isolados de destilaria
alcancaram velocidades de crescimento iguais a 0,44 h; 0,40 h! e 0,26 h™ em glicose,
sacarose e celobiose, respectivamente. A capacidade de assimilacdo de diferentes aclcares
pelos isolados de D. bruxellensis frente as diversas condicGes testadas mostram a diversidade
fenotipica encontrada dentro desta espécie. Além disso, os dados podem colaborar para
explicacdo da capacidade adaptativa dessa espécie em diferentes ambientes industriais cujas

fontes alternativas de carbono estejam presentes.

Palavras-chave: Dekkera bruxellensis. Assimilacdo de carbono. Cultivo anaerdbio.

Diversidade fisioldgica. Represséo por glicose.
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Abstract

Dekkera bruxellensis belongs to the family Saccharomycetaceae and is considered a
distant relative of Saccharomyces cerevisiae. This yeast, mainly in its anamorphic form
Brettanomyces bruxellensis, is an important contaminant of wine production. The objective of
this study was to compare the physiology of strains Dekkera bruxellensis yeast isolated from
the production of wine and ethanol to the metabolism of different sugars potentially used as
industrial substrate. To this, 30 isolates of Dekkera bruxellensis were assessed for
fermentative and respiratory assimilation ability monosaccharides and disaccharides,
phenotypic diversity related to catabolite repression by glucose and assimilation of different
sugars under anaerobic condition. Differences between the profiles of respiratory assimilation
were observed for each isolate. High growth rates were found in glucose and sucrose medium
0.32 ht and 0.30 h?, respectively, in aerobiosis by distillery isolates. The presence of the 2-
deoxyglucose catabolic repressor in the medium with galactose and maltose inhibited the
growth of all the wine isolates, unlike some ethanol isolates that showed resistance to this
compound. The addition of Antimycin A in the culture media altered the growth of only the
wine isolates. In strict anaerobiosis, the distillery isolates reached growth rates equal to 0.44 h-
1-'0.40 h't and 0.26 h in glucose, sucrose and cellobiose, respectively. The capacity of
assimilation of different sugars by D. bruxellensis isolates against the different conditions
tested shows the phenotypic diversity found within this species. Moreover, the data can
collaborate to explain the adaptive capacity of this species in different industrial environments

whose alternative carbon sources are present.

Keywords: Dekkera bruxellensis. Carbon assimilation. Anaerobic cultivation. Physiological

diversity. Glucose repression.
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Introducéo

A levedura Dekkera bruxellensis pertence a familia Saccharomycetaceae e é
considerado um parente distante de Saccharomyces cerevisiae, ambos 0s géneros constituindo
parte do grupo dos hemiascomicetos. Esta levedura, principalmente na sua forma anamorfa
Brettanomyces bruxellensis, € um importante contaminante da producdo de vinho (Sangorrin
et al., 2013). As espécies D. bruxellensis e S. cerevisiae comungam aspectos fisiolgicos
interessantes. Dentre estes, ambas sdo microrganismos anaerobicos facultativos, tolerantes a
etanol e Crabtree positivas, que se refere a habilidade e preferéncia pelo metabolismo
fermentativo quando em presenca de altas concentragdes de glicose sob condicdo aerdbica
(Woolfit et al., 2007; Leite et al., 2013).

Algumas linhagens de D. bruxellensis possuem a capacidade de assimilar diferentes
fontes de carbono tais como, glicose, frutose, galactose, maltose, sacarose e trealose
(Conterno et al., 2006; Leite et al., 2013; Crauwels et al., 2015). Além disso, foi registrado
que D. bruxellensis GDB 248 também é capaz de assimilar e fermentar celobiose, apesar de
mais vagarosamente e menos eficientemente que a assimilagdo e fermentacdo de sacarose
(Reis et al., 2014). Entretanto, as caracteristicas fisioldgicas apresentadas por D. bruxellensis
ndo parecem ser amplamente difundidos entre as linhagens clonais desta espécie encontrada
em diferentes processos industriais, como na producéo de vinho, de etanol combustivel e num
tipo de cerveja &cida da Bélgica chamada de Lambic. Isto decorre da grande variabilidade
genética descrita para a espécie decorrente da sua instabilidade gendmica (Hellborg e Piskur
et al., 2009). Esta variabilidade dificulta o entendimento da alta capacidade adaptativa desta
espécie aos processos industriais.

Poucos estudos até 0 momento tém sido focados na capacidade de assimilacdo de
fontes de carbono por diferentes linhagens de D. bruxellensis isoladas de processos industriais
distintos. Em raz&o dessa limitagdo de informagdes, nosso estudo analisou a diversidade dos
perfis de assimilacdo respiratoria e fermentativa do carbono e os mecanismos de repressao
catabolica exercidos pela glicose em diferentes linhagens de D. bruxellensis isoladas de
destilaria do estado da Paraiba, e de vinicolas do Brasil e do Chile, bem como comparou as
linhagens quanto a sua capacidade de metabolizar fontes de carbono de interesse industrial em

condicdo anaerdbica.
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Materiais e métodos
Linhagens e manutencdo das células

Trinta isolados de Dekkera bruxellensis foram utilizados neste estudo (Tabela 1). Dentre
eles, dez foram provenientes das destilarias de etanol Japungu e Tabu localizadas no estado da
Paraiba, coletadas da &gua, da vinhaca ou do caldo misto em diferentes épocas do ano e
identificadas por da Silva et al. (2016); e 20 dos isolados foram provindos de vinicolas
brasileiras de Santa Catarina e Rio Grande do Sul e chilenas. As linhagens foram mantidas em
meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% de glicose, 2% de peptona bacteriologica e 2% de
agar) com repique constante para novas placas para manter as coldnias de células frescas
(Leite et al., 2013). Para os pré-cultivos, as células foram inoculadas em frascos de 250 ml
contendo 100 ml de YPD e cultivadas a 30°C e 160 rpm por 48 h. Ao final as células foram
coletadas por centrifugacdo, lavadas com agua destilada estéril pera remocao de tracos do
meio de cultura e suspensas em solucdo salina estéril (9 g/L) para concentragdo de 0,1
unidade de absorbancia a 600nm. A linhagem GDB 248 foi utilizada como cepa de referéncia
(de Barros Pita et al., 2011).

Microcultivos aerdbios

Os ensaios de crescimento aerébio foram realizados no meio YNB w/o (sem aminoacidos
e sem sulfato de aménio) a 1,7 g/L suplementado com diferentes fontes de carbono (glicose,
frutose, galactose, maltose, celobiose, sacarose ou lactose) na concentracdo de 20 g/L e com
adicdo de sulfato de amonio (5 g/L). O volume de aproximadamente 10 pL da suspensao
celular das pré-culturas foi utilizado para inocular 140 pL dos meios sintéticos contendo uma
das fontes de carbono adicionada aos pocos da placa de microtitulacdo estéril e, os cultivos
foram realizados em multileitor de placas modelo Synergy HXT (Biotek, Suica) a 30 °C sob
agitacdo constante, com leitura automatizada do valor de absorbéancia a 600 nm a cada 30

minutos.

Teste de assimilacdo fermentativa das fontes de carbono

As células de cada linhagem foram cultivadas em microtubos de 2 mL contendo 1 mL de
meio YPD (como mencionado acima) a 30 °C, 160 rpm por seis horas. Para avaliar a
capacidade de assimilagdo fermentativa de cada fonte de carbono, 5 pL do cultivo foi
adicionado a placas de Petri contendo YNB a 1,7 g/L, sulfato de amdnio a 5 g/L, fonte de

carbono (glicose, frutose, galactose, maltose, celobiose ou sacarose) a 20 g/L, agar a 20 g/L e
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antimicina A (Sigma-Aldrich®) a 1 pumol/L. O crescimento foi avaliado ap6s 72 horas de

incubacdo a 30 °C.

Teste de repressdo catabdlica

As células de cada linhagem foram cultivadas em microtubos de 2 mL contendo 1 mL de
meio YPD (como mencionado acima) a 30 °C, 160 rpm por seis horas. Para avaliar o efeito
repressor da glicose sobre o metabolismo de outras fontes de carbono, 5 puL do cultivo foi
adicionado a placas de Petri contendo YNB a 1,7 g/L, sulfato de amdnio a 5 g/L, fonte de
carbono (glicose, frutose, galactose, maltose, celobiose ou sacarose) a 20 g/L, agar a 20 g/L e
2-deoxi-D-glicose (Sigma-Aldrich®) a 10 mmol/L. O crescimento foi avaliado apds 72 horas

de incubacéo a 30°C.

Microcultivos em anaerobiose

As células selecionadas foram pré-cultivadas em frascos de 100 mL com 50 mL de YPD
(1% de extrato de levedura, 2% de glicose, 2% de peptona bacterioldgica) por 24 horas, a
30°C e 160 rpm. Posteriormente 3 mL da cultura foram coletados e colocados em tubos
conicos de 15 mL, centrifugada por 5 minutos a 4.000 rpm e as células lavadas com solucéo
salina estéril (9 g/L) para retirada de restos do meio de cultura. Em seguida foi adicionado 10
ml de meio sintético YNB a 1,7 g/L, sulfato de amdnio a 5 g/L, fonte de carbono (glicose,
sacarose ou celobiose) a 20 g/L. Esse segundo pré-cultivo permaneceu em agitagdo constante
a 160 rpm por 72h a 30 °C. A estratégia de utilizar no pré-cultivo a respectiva fonte de
carbono que seria utilizada no cultivo foi minimizar a duracdo das celulas na fase de
adaptacao (lag). As células do segundo pré-cultivo foram utilizadas para inoculagdo de 1,5
mL dos mesmos meios em placas do tipo flowerplates em Micro Fermentador System
Biolector (m2p-Labs, Alemanha) por 72h, a 30 °C e 800 rpm com fluxo constante de
nitrogénio gasoso (99,99% de pureza). Para certificacdo da anaerobiose estrita, células de S.
cerevisiae JP1 foram submetidas a0 mesmo cultivo em meio contendo etanol como fonte de

carbono.

Determinacéo da velocidade de crescimento

Para os microcultivos aerdbicos e anaerdbicos a fase de crescimento exponencial foi
determinada a partir da porcdo linear da curva de crescimento no grafico relacionando a

densidade celular como In (ODsx) com o tempo (horas) de incubagdo. A velocidade
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especifica de crescimento (u, h) foi calculada como a inclinagdo da linha reta através da
realizacdo de uma regressdo linear. Para cada linhagem, os valores das velocidades

especificas de crescimento sdo resultantes de ensaios em duplicatas biologicas e triplicatas

técnicas.
Tabela 2.1 Isolados de Dekkera bruxellensis utilizados neste estudo
Isolado Nicho Origem geografica Ano de isolamento
GDB248 Destilaria de etanol Paraiba - BR 2006
JP249A Destilaria de etanol Paraiba - BR 2013
TB457A Destilaria de etanol Paraiba - BR 2014
JP258A Destilaria de etanol Paraiba - BR 2013
JP19M Destilaria de etanol Paraiba - BR 2013
JP206M Destilaria de etanol Paraiba - BR 2013
JP287V Destilaria de etanol Paraiba - BR 2014
JP184V Destilaria de etanol Paraiba - BR 2014
TB259V Destilaria de etanol Paraiba - BR 2013
TB283V Destilaria de etanol Paraiba - BR 2014
L1359 Vinicola Chile *
L2480 Vinicola Chile *
L2552 Vinicola Chile *
L1400 Vinicola Chile *
MRC181a Vinicola Santa Catarina - BR *
MRC180a Vinicola Santa Catarina - BR *
MRC172a Vinicola Santa Catarina - BR *
MRC177a Vinicola Santa Catarina - BR *
MRC117a Vinicola Santa Catarina - BR *
MRC140a Vinicola Santa Catarina - BR *
MRC190b Vinicola Rio Grande do Sul - BR *
MRC172b Vinicola Rio Grande do Sul - BR *
MRC178b Vinicola Rio Grande do Sul - BR *
MRC117b Vinicola Rio Grande do Sul - BR *
MRC78b Vinicola Rio Grande do Sul - BR *
MRC86b Vinicola Rio Grande do Sul - BR *
MRC180b Vinicola Rio Grande do Sul - BR *
MRC177b Vinicola Rio Grande do Sul - BR *
MRC80b Vinicola Rio Grande do Sul - BR

* Ano de isolamento desconhecido

Resultados e discussao
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Habilidade de assimilacdo respiratoria de diferentes fontes de carbono

Semelhancas e diferencas entre a ordem preferencial de assimilacdo das fontes de
carbono foram encontradas nos isolados de etanol e de vinho (Figura S1). A preferéncia por
glicose, frutose, sacarose e maltose, nesta ordem decrescente, foi observada entre os isolados
dos dois nichos. A preferéncia por celobiose foi observada dentre os isolados de etanol,
enquanto a utilizagdo de galactose foi prefencialmente observada dentre os isolados de vinho.
Para os isolados de ambos os nichos, a lactose foi 0 agucar de menor preferéncia.

Monossacarideos

No geral, glicose (100%), frutose (96,7%) e galactose (90%) foram assimiladas pela
maioria das linhagens testadas. Esta também foi a ordem de preferencia de assimilagdo como
observado a partir dos valores médios de velocidades de crescimento considerando todas as
linhagens testadas, como representado pela linhagem de referéncia GDB 248 para
crescimento em glicose (0,14 h-1), frutose (0,14 h-) e galactose (0,07 h-1). Nove entre os 10
isolados provenientes de destilarias cresceram nas sete fontes de carbono testadas (Figura S1).
Dentre os 20 isolados de vinicola, apenas 10 apresentaram crescimento em todos 0s aclcares
(Figura S2). Nos cultivos com glicose, quatro isolados (dois de destilaria e dois de vinicola do
Chile) apresentaram caracteristicas proeminentes, tais como fase de adaptacdo (lag) curta ou
ausente e alta velocidade especifica de crescimento na ordem de 0,32 h-! para os isolados
TB457A e JP19M provenientes de destilarias. Esse valor representa o dobro do calculado para
a linhagem de referéncia GDB 248 (Figuras 1A e B; 3A), semelhante ao descrito
anteriormente (Leite et al., 2013). Nos cultivos com frutose, os resultados foram muitos
semelhantes aqueles obtidos com glicose (Figuras 1B), com a maior velocidade de
crescimento alcangada pelo isolado JP19M, cujo valor foi 1,7 vezes maior que a velocidade
exibida pela linhagem de referéncia GDB 248 (Figura 3, A). Em culturas com galactose, o
isolado MRC 117A de vinicola de Santa Catarina apresentou velocidade especifica de
crescimento de 0,21 h-!, que representa 5,4 vezes maior do que a linhagem de referéncia GDB
248 (Figuras 1C, 3A e B) e 3,8 vezes maior que D. bruxellensis CBS 2499 (0,07 h-1)
(Moktaduzzaman et al., 2014).

Dissacarideos

Em relagdo aos dissacarideos testados, todos os 10 isolados de destilaria foram capazes

de assimilar aerobicamente maltose, celobiose e sacarose, e nove assimilaram lactose (Figura
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S1). Dentre os 20 isolados de vinicola, 18 metabolizaram maltose, 18 sacarose, 16 celobiose e

nove metabolizaram lactose, este Gltimo gerando perfis com baixas velocidades especificas de

crescimento (Figura 3 A, B, C).
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Fig. 2.1. Cinética de crescimento aerdbio de isolados de D. bruxellensis em monossacarideos.
Fontes de carbono: A, glicose; B, frutose; C, galactose. Isolados de destilaria: linhagem de
referéncia GDB 248 (asterisco); JP19M (diamente azul); TB457A (quadrado vermelho);
TB283V (asterisco amarelo); JP287V (circulo cinza); TB259V (quadrado cinza). Isolados de
vinicolas: L2552 (triangulo verde); L1400 (xis rosa); MRC 117a (diamante marrom); MRC

177b (circulo lilas).

Em cultivo com maltose, dois isolados de destilaria e dois de vinicola chilena obtiveram

os melhores perfis de crescimento, com fase lag curta ou ausente e velocidades de

crescimento maiores em relagéo a linhagem de referéncia GDB 248 (Figura 2D e Figura 3A e

B). Em meio com celobiose, os isolados de destilaria apresentaram melhores desempenhos
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comparados aos de vinicola (Figura S1; Figura 2E), assim como também alcancaram
velocidades de crescimento mais altas (Figura 3 A, B e C). A menor habilidade dos isolados
de vinho de metabolizar a celobiose pode estar relacionada ao seu nicho, pois no processo de
producdo de vinho os principais agucares envolvidos sdo sacarose e a frutose (Nadal et al.,
1999). Os isolados que exibiram os melhores desempenhos em meio com sacarose foram os
mesmos que em meio com glicose e frutose, inclusive com velocidades de crescimento muito
proximas (S1; Figura 2 F; 3A, B, C). A linhagem de referéncia GDB 248 apresentou maior
velocidade de crescimento em sacarose (0,17 h™t) em relagéo a glicose, corroborando os dados
reportados por Leite et al. (2013). Assim como em celobiose, os perfis de crescimento mais
proeminentes em lactose também foram encontrados nos isolados de destilaria (Figura S1;
Figura 2G); dentre eles, destaca-se o isolado JP206M que por sua vez alcangou velocidade de
crescimento de 0,15 h que é 4,3 vezes maior que a linhagem GDB 248. A velocidade de
crescimento de GDB 248 em lactose foi semelhante a apresentada por Leite et al. (2013) em
meio minimo (0,04 h™%). A lactose ndo é um aglcar comumente assimilado por células da
espécie D. bruxellensis de tal forma que esta levedura é classificada como lactose negativa
nos manuais de taxonomia. O fato de que este isolado de destilaria apresenta velocidade de
crescimento em lactose nos niveis do que calculados para glicose sugere que existe um
mecanismo de inibicdo do metabolismo da lactose nessa espécie e que estd desregulado no
isolado JP206M. Isto torna este isolado um modelo interessante para estudo de regulacédo
metaboélica. E importante ressaltar que esta inibicdo ndo se da na assimilacéo da galactose, um
dos produtos da hidrolise da lactose, considerando que os isolados testados foram capazes de
utilizar essa hexose para crescimento aerdbio. Isto restringe futuros estudos de assimilagdo de
lactose em D. bruxellensis as atividades de lactose permease e lactase (ou pB-galactosidase)
codificadas em K. marxianus pelos genes LAC12 e LAC4, respectivamente.

Assim como S. cerevisiae, muitos dos isolados de D. bruxellensis sdo capazes de
assimilar sacarose, glicose, e frutose de modo preferencial (Camargo, 2013). Além disso,
ambas as espécies sdo capazes de assimilar maltose e galactose, mas linhagens selvagens de S.
cerevisiae ndo sdo capazes de assimilar celobiose e lactose. S. cerevisiae ndo assimila lactose
diretamente, devido a auséncia do mecanismo de transporte desse acUcar através da
membrana, sendo necessaria uma hidrdlise anterior deste agUcar gerando glicose e galactose
para posterior metabolizacdo (Stambuk et al., 1999) e apenas linhagens engenheiradas de S.
cerevisiae sdo capazes de assimilar celobiose (Li et al., 2010). A capacidade de algumas
linhagens de D. bruxellensis de metabolizar celobiose e sacarose pode conferir uma vantagem

adaptativa em ambientes industriais nos quais essas fontes de carbono estejam presentes.
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Fig. 2.2. Cinética de crescimento aerobio de isolados de D. bruxellensis em dissacarideos.
Fontes de carbono: D, maltose; E, celobiose; F, sacarose e G, lactose. Isolados de destilaria:
GDB 248 (asterisco); JP19M (diamante azul); TB457A (quadrado vermelho); TB283V
(asterisco amarelo); JP287V (circulo cinza); JP206M (triangulo branco); JP258A (sinal
positivo azul); TB259V (quadrado cinza). Isolados de vinicolas: L2552 (tridngulo verde);
L1400 (xis rosa); MRC 117a (diamante marrom).
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Fig. 2.3. Velocidades de crescimento de diferentes isolados de D. bruxellensis de destilaria de
etanol e vinho em diferentes fontes de carbono. A, isolados de destilaria de etanol do estado
da Paraiba — BR; B, isolados de vinicola de Santa Catarina — BR e Chile; C, isolados de
vinicola do Rio Grande do Sul — BR.

Efeito da Antimicina A sobre o cultivo de isolados de D. bruxellensis em diferentes fontes de
carbono

A antimicina A € bem conhecida por ser inibidora do complexo Il da cadeia
transportadora de elétrons (Turrens, 1997) através do bloqueio do transporte de elétrons da
quinona para o citocromo C. Dos 30 isolados analisados, 22 ndo apresentaram alteragdo no
crescimento com a presenca de antimicina A no meio de cultivo nas fontes de carbono
testadas (Figura 4). Isso significa que as diferentes linhagens de D. bruxellensis apresentam
habilidade de metabolizar diferentes fontes de carbono unicamente através da via
fermentativa. Essa capacidade de assimilacdo fermentativa parece estar difundida entre as

espécies do complexo Saccharomyces. Merico et al. (2007) mostraram que dentro de um
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grupo amostral com 49 espécies de leveduras deste complexo a adi¢do de antimicina A em
meio rico inibiu o crescimento de apenas duas das espécies testadas, e em meio minimo
sintético com altas concentracGes de antimicina A, 29 dessas espécies foram capazes de
crescer através do metabolismo fermentativo e muito provavelmente produzindo etanol.
Todos os dez isolados de destilaria foram resistentes a presenca de antimicina A,
contrastando com alguns isolados de vinho que apresentaram sensibilidade a esse composto.
A inibicdo parcial ou total do crescimento desses isolados de vinicola ocorreu em maior
escala quando as células foram cultivadas em galactose e em menor escala em meio com
maltose, frutose, glicose, celobiose e sacarose (Figura 4). A inibicdo total do crescimento do
isolado L2480 em meio com galactose e maltose na presenca de antimicina A apresenta
semelhanca ao que ocorre com algumas linhagens de Kluyveromyces lactis e outras espécies
de leveduras que possuem o efeito Kluyver. Essas leveduras sdo capazes de crescer em
galactose e certos oligossacarideos, tais como rafinose e maltose, quando em aerobiose, mas
se mostram incapazes de crescer em anaerobiose ou na auséncia de respiracdo. E importante
ressaltar que o crescimento de K. lactis em meio contendo galactose e antimicina A é um
traco linhagem-dependente, ou seja, algumas linhagens de K. lactis apresentam efeito Kluyver
positivo e outras efeito Kluyver negativo. A variacdo linhagem-dependente do efeito Kluyver
ocorre também em outras leveduras (Fukuhara, 2003). A introducdo de genes adicionais que
codificam a permease de galactose de S. cerevisiae em células de K. lactis que apresentam
efeito Kluyver positivo, faz com que a K. lactis seja capaz de crescer em galactose mesmo na
presenca de antimicina, indicando que o transporte de agUcar € uma etapa importante no

controle do fluxo fermentativo em leveduras (Goffrini et al., 2002).

Repressdo catabolica por 2-deoxi-D-glicose

A presenca no meio de cultura da 2-deoxi-D-glicose (2-DG) promoveu a repressao
parcial ou total do crescimento em pelo menos uma das seis fontes de carbono testadas de
cada isolado de D. bruxellensis (Figura 5). E importante ressaltar que a presenca deste
composto promoveu diminui¢do do crescimento mesmo em glicose. No geral os isolados de
vinho foram mais sensiveis a GCR do que os isolados de destilarias. Trés dos 10 isolados de
destilaria ndo sofreram repressdo catabolica quando em meios com monossacarideos, maltose
e sacarose, mas apenas gqueda na velocidade de crescimento. Entretanto, praticamente nenhum

crescimento foi observado para a maioria dos isolados em meio com celobiose (Figura 5).
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Fontes de carbono (20g/L) com antimicina A (1uM)

Isolados Referéncia Glicose Frutose Galactose Maltose Celobiose Sacarose

GDB248
TB259V
JP287V
JP184V
TB283V
JP249A
TB457A
JP258A
JP19M
JP206M
L1359
L2480
L2552
L1400
MRC172a
MRC140a
MRC117a
MRC181la
MRC180a
MRC177a
MRC190b
MRC172b
MRC178b
MRC181b
MRC117b
MRC78b
MRC86b
MRC180b
MRC177b
MRC80b

Destilaria de etanol da Paraiba - BR

Vinicola do
Chile

Vinicola de Santa
Catarina- BR

Vinicola do Rio Grande do Sul - BR

Fig. 2.4. Mapa de calor (heat map) do teste de crescimento qualitativo em placa de Petri de
diversos isolados de D. bruxellensis em diferentes fontes de carbono e adi¢do de Antimicina
A (AA). Referéncia, sem adicdo de AA. I sem inibicdo; mwwm inibicdo parcial;
inibicdo total do crescimento.
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Fontes de carbono (20g/L) com 2-deoxi-D-glicose (10mM)

Isolados Referéncia Glicose Frutose Galactose Maltose Celobiose Sacarose

GDB248
TB259V
JP287V
JP184V
TB283V
JP249A
TB457A
JP258A
JP19M
JP206M
L1359
L2480
L2552
L1400
MRC 172a
MRC 140a
MRC 117a
MRC 181a
MRC 180a
MRC 177a
MRC 190b
MRC 172b
MRC 178b
MRC 181b
MRC 117b
MRC 78b
MRC 86b
MRC 180b
MRC 177b

MRC 80b -

Fig. 2.5. Mapa de calor (heat map) do teste de crescimento qualitativo em placa de Petri de
diferentes isolados de D. bruxellensis em diferentes fontes de carbono e adigédo de 2-deoxi-D-
glicose (2-DG). Referéncia, sem adicdo de 2-DG. WM, crescimento semelhante a
referéncia; === inibigéo parcial; inibicdo total do crescimento.

Destilaria de etanol da Paraiba - BR

Vinicola do Chile

Vinicola de Santa Catarina-
BR

Vinicola do Rio Grande do Sul - BR
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Dos 20 isolados de vinho, apenas seis cresceram semelhante & referéncia e apenas em
meio contendo glicose como fonte de carbono. Em meios com galactose ou maltose ndo foi
observado nenhum crescimento, indicando que a 2-DG exerceu forte papel repressor. A
repressdo do crescimento em meio com maltose na linhagem GDB 248 também foi observada
por Leite (2012). Em meios com frutose, e celobiose, apenas quatro isolados apresentaram
crescimento, mesmo que inferior a referéncia. Em sacarose, apenas um isolado cresceu (figura
5).

O mecanismo de GCR atua na repressdo da expressao de uma série de genes envolvidos,
dentre outros processos, na metabolizacdo de acUcares e outras fontes de carbono (Carlson,
1999), e a presenca de 2-DG induz um estado permanente de GCR que priva as ceélulas de
qualquer fonte de carbono e leva a morte celular (McCartney et al., 2014). A variabilidade
bioldgica observada em relacdo a tolerancia ao 2-DG sugere variagfes nos mecanismos de
ativacdo e desativacdo da GCR nesta levedura. Por exemplo, os isolados JP249A, JP19M e
JP206M se mostraram muito tolerantes ao inibidor, mesmo em meio com celobiose. O isolado
TB283V e a prépria linhagem de referéncia GDB 248 sdo muito sensiveis ao composto.
Conclui-se que estes isolados devem servir como excelentes modelos naturais no estudo do

funcionamento da GCR em D. bruxellensis.

Metabolismo de glicose, sacarose e celobiose em anaerobiose

A partir dos resultados obtidos dos microcultivos aerdbios foram selecionados seis
isolados de D. bruxellensis que apresentaram altas velocidades de crescimento em glicose,
sacarose ou celobiose (Tabela 2.2), além da linhagem de referéncia GDB 248, para cultivos
anaerébios em meio sintético suplementado com Tween 80, ergosterol e diferentes fontes de
carbono (glicose, sacarose ou celobiose). Este € um importante parametro a ser testado visto

que os processos de fermentacdo industrial sdo basicamente anaerdbios.

Tabela 2.2. Velocidades de crescimento (Y, h) dos isolados de D.
bruxellensis em microcultivo aerdébio. Os dados sdo apresentados como
média + desvio padrdo de experimentos independentes.

Linhagem Glicose Sacarose Celobiose
GDB 248 0,141 £ 0,004 0,172 + 0,002 0,0628 + 0,0001
JP287V 0,28 £ 0,04 0,19 £ 0,02 0,18 £0,01
TB283V 0,24 £ 0,02 0,13+0,01 0,208 + 0,006
TB457A 0,326 + 0,007 0,307 £ 0,001 0,091 + 0,008
L1400 0,28 + 0,01 0,27 £ 0,01 0,11 £ 0,02

JP19M 0,32+0,01 0,297 + 0,002 0,16 + 0,01
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Todos os seis isolados de D. bruxellensis foram capazes de crescer em glicose,
sacarose e celobiose sob condicdo anaerdbica (Tabela 2.3). Os perfis de crescimento de cada
linhagem podem ser observados na figura 6. A capacidade de D. bruxellensis em crescer sob
condigdes anaerobicas tem sido relacionada a necessidade da adicdo de casamino&cidos
(Rozpedowska et al., 2011) ou extrato de levedura (Blomqvist et al., 2011) no meio sintético.
Entretanto, os isolados testados neste estudo apresentaram habilidade de crescer em meio
sintético sem suplementacdo nutricional (Figura 6). Em contraste, a linhagem D. bruxellensis
CBS 11270 ndo € capaz de crescer em anaerobiose em quaisquer fontes de carbono ou

nitrogénio testadas (Blomqvist et al., 2012).

Tabela 2.3. Velocidades de crescimento dos isolados de D. bruxellensis e S.
cerevisiae JP1 em condicdo anaerdbica. Os dados sdo apresentados como
média * desvio padrdo de experimentos independentes.

M (h-1)
Glicose Sacarose Celobiose

GDB 248 0,20+0,01 0,17 £ 0,01 0,15+0,01
JP287V 0,158 + 0,009 0,15+0,01 0,143 £ 0,002
TB283V 0,15+ 0,04 0,13+0,01 0,10 + 0,008
TB457A 0,44 +£0,02 0,43 +£0,02 0,11 + 0,001
L1400 0,33+0,02 0,28 + 0,03 0,10 + 0,02
JP19M 0,40 £0,01 0,41 +0,02 0,26 + 0,01
JP1* 0,34 + 0,02 0,31 +£0,02 NT

NT: ndo testado
*S. cerevisiae

A habilidade de crescer em glicose (20 g I™Y) em anaerobiose foi mostrada em D.
bruxellensis Y879 (Rozpedowska et al., 2011). Entretanto a velocidade especifica de
crescimento alcangada por D. bruxellensis Y879 (0,070-0,075 h%) foi inferior a dos isolados
aqui mostrados (Tabela 3). De modo geral, as velocidades de crescimento em meio com
sacarose foram iguais ou superiores as obtidas em celobiose. Os melhores desempenhos e as
mais altas velocidades de crescimento em meio com celobiose foram apresentadas pelos
isolados GDB 248, JP19M e JP287V (Figura 2.6; Tabela 2.3). A habilidade para assimilar
celobiose em algumas linhagens de D. bruxellensis, tal como GDB 248, em condig&o aerdbica
ja foi descrita anteriormente pelo nosso grupo (Leite et al., 2013), bem como a capacidade de
assimilar esse dissacarideo em condicGes de limitacdo de oxigénio (Reis et al., 2014). Agora,
mostramos que alguns isolados de destilaria de etanol sdo capazes de assimilar celobiose em

condicdo anaerdbia, o que pode apresentar vantagem para uso biotecnoldgico dessas
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leveduras na producdo de etanol de segunda geracdo, visto que S. cerevisiae é incapaz de

assimilar a celobiose resultante do bagaco hidrolisado (Blomqvist et al., 2011).
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Fig. 2.6. Cinética de crescimento anaerdbico de diferentes linhagens de D. bruxellensis em
meio com glicose (diamante), sacarose (circulo) ou celobiose (triangulo) como fonte de

carbono.
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Conclusao

D. bruxellensis é considerada a principal levedura contaminante nos processos
industriais de producdo de vinho e etanol combustivel. Devido a sua capacidade de se adaptar
em condi¢Oes industriais, estudos tém sido realizados para elucidar os aspectos fisioldgicos
que conferem adaptacdo a tais ambientes. Os resultados obtidos neste trabalho fornecem
conhecimentos sobre a diversidade de assimilagdo do carbono por diversos isolados D.
bruxellensis de vinho e de etanol, bem como a habilidade desses isolados em resistir a
presenca de repressores catabolicos e inibidores da cadeia transportadora de elétrons, e a
capacidade de assimilar glicose, celobiose sacarose em anaerobiose. Quando as células foram
cultivadas em diferentes fontes de carbono, as maiores taxas de crescimento foram alcancadas
em glicose, seguida de frutose, sacarose e maltose para os isolados de ambos os nichos. A
habilidade de assimilar celobiose e lactose foi mostrada pelas linhagens de destilaria, e em
menor proporcdo, pelas linhagens de vinicolas, apresentando distingdo com linhagens
selvagens de S. cerevisiae que ndo sdo capazes de metabolizar esses agUcares. Além disso, a
presenca do repressor catabolico exerceu influéncias contrastantes entre os isolados
analisados, mostrando que esses isolados podem ser utilizados como modelos naturais para
compreensdo da GCR em D. bruxellensis. O estudo da assimilacdo de acucares
potencialmente utilizados como substratos industriais em condigdes anaerdbicas pode abrir
campo para posterior aplicagdo biotecnoldgica da levedura D. bruxellensis, visto que 0s

processos de fermentacdo industrial sdo essencialmente anaerobios.
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4 CONCLUSAO

e Os isolados de D. bruxellensis apresentam diversidade no perfil de assimilacdo das
fontes de carbono testadas.

¢ Altas taxas de crescimento sdo encontradas pelos isolados de vinho e destilaria em
glicose, frutose e sacarose.

e As linhagens de destilaria TB457A, JP249A, JP206M e JP19M ganham destaque
devido a habilidade de assimilar diversas fontes de carbono mesmo na presenca do
repressor catabdlico analogo a glicose.

e Isolados de destilaria sdo resistentes a presenca de antimicina A, diferentemente dos
de vinicola.

¢ Cultivos em condigdes anaerdbias com seis isolados de D. bruxellensis mostram a

capacidade dessa levedura em assimilar agucares utilizados como substratos industriais.
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ANEXO A — Material suplementar do artigo

Diversidade da assimilacdo de fontes carbono em isolados industriais de Dekkera
bruxellensis

Jackeline Maria da Silval, Gilberto Henrique Teles Gomes da Silva!, Denise Castro Parente?,
Angélica Maria Ganga? Patricia Valente da Silva®, Fernanda Cristina Bezerra Leite*,

Marcos Antonio de Morais Junior'®, Diogo Ardaillon Simdes*®

S1: Cultivo aerdbio de diferentes linhagens de D. bruxellensis isoladas de destilaria de etanol
do estado da Paraiba/BR em diversas fontes de carbono. Fontes de carbono: glicose (diamante
vermelho --); frutose (quadrado amarelo -=-); galactose (tridangulo azul -*-); maltose (xis =-);

celobiose (asterisco -k-); sacarose (circulo verde --); e lactose (sinal positivo =t-=).
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S2: Cultivo aer6bio de isolados de D. bruxellensis de vinicolas em diferentes fontes de
carbono. Fontes de carbono: glicose (diamante vermelho -+-); frutose (quadrado amarelo -=-);
galactose (triangulo azul -+); maltose (xis -); celobiose (asterisco -¥-); sacarose (circulo

verde --); e lactose (sinal positivo =t=).
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ANEXO B — Atividade complementar

Resumos apresentados €m congresso:

Silva, Jackeline Maria; Silva, Gilberto Henrique Teles Gomes; Parente, Denise Castro; De
Morais Junior, Marcos Antonio. Kinetic growth of different strains of the yeast Dekkera
bruxellensis isolated from fuel ethanol distilleries face to different carbon source. 5° Jornada

Sul Americana de Biologia e Biotecnologia de Leveduras, 2015, Recife — PE.

Parcerias com Laboratorios externos a UFPE:

Estagio voluntério junto ao Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol

(CTBE) no periodo entre janeiro a fevereiro de 2017, sob supervisdo da pesquisadora Jaciane

Lutz Lenczak.
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MANUSCRIPT PREPARATION INSTRUCTIONS

SUBMISSION
Quick links

Please read these instructions carefully and follow them closely to ensure that the review and
publication of your paper is as efficient and quick as possible. The Editors reserve the right to

return manuscripts that are not in accordance with these instructions.

All material to be considered for publication in FEMS Yeast Research should be submitted in

electronic form via the journal's online submission system. Once you have prepared your

manuscript according to the instructions below, instructions on how to submit your

manuscript online can be found by clicking here.

All manuscripts must be accompanied by a cover letter, which should include a short

statement, in 3 — 4 sentences, describing:
how the work related to the scope of journal i.e. why it should be published in this journal?
the aims of the study and their significance with regard to previously published work

the novelty and originality of the findings.


http://mc.manuscriptcentral.com/femsyr
http://femsyr.oxfordjournals.org/for_authors/online_submission.html
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Manuscripts for MiniReviews may be submitted directly, solicited from international leading

investigators or proposals for reviews may be sent to the Chief Editor.
Nominated Reviewers

When suggesting reviewers for manuscripts, members of the Editorial Board and/or suitably
qualified scientists should have no close affiliation with the authors and should give an
objective review of the manuscript. Professional e-mail addresses must be provided, if
available, rather than private e-mail addresses. The Editors retain the right to use their
discretion to select reviewers they deem appropriate, which may or may not include those

nominated by authors.
Revised Manuscripts

Manuscripts may be returned to authors for modification of the scientific content and/or for
shortening and language corrections. Revised versions must be submitted online through
ScholarOne Manuscripts by clicking on the link to upload a revised manuscript provided in
the authors’ decision letter. This can also be achieved by clicking on the ‘‘create a revision”’
button in the corresponding author’s submitting author centre. A source file is required with
text and tables (.doc, .docx or .rtf format, but not .pdf). Information must be provided on
responses to Editor’s and referees” comments through a cover letter. A clear indication is also
required of changes that have been made. Authors must also upload a file as a supporting

document in which original and revised text are compared using the ‘Track Changes’ facility.

Figures should be uploaded in separate files and at sufficient resolution (see section on
Preparation of data). All obsolete files of the previous version should be deleted from the
revised submission. If a paper that is returned to the authors for amendment is not resubmitted
in revised form within one month after minor and two months after a major revision, the paper
will be regarded as withdrawn, unless request for extension is made to the Editor dealing with
the paper. Any revised version received after this deadline will be treated as a new,

resubmitted manuscript.
Resubmitted Manuscripts

If extensive revision is required, including a requirement for additional experimental work or
analysis, the manuscript may be rejected but with a recommendation to resubmit a
substantially revised manuscript. A resubmitted manuscript should be submitted as a new
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manuscript but should include a letter outlining the revisions that have been made in response
to the major criticisms of the original article. The article will be treated as a new submission,
will typically be edited by the Editor who dealt with the original manuscript, but may not

necessarily be reviewed by the same referees.
PRE-SUBMISSION LANGUAGE EDITING

Manuscripts must be written in English (consistent with either UK or US spelling) and should
be clear and grammatically correct. Authors whose native language is not English should
consider having their manuscript read by an English speaking colleague or have it
professionally edited. This is not a mandatory step, but may help to ensure that the academic
content of your paper is fully understood by journal editors and reviewers. Language editing
does not guarantee that your manuscript will be accepted for publication but manuscripts that

are not written in clear and legible English may be rejected without peer review.

There are a number of pre-submission language editing services available. Peerwith allows
you to find language experts specialised in your field of research. You can use the following
link to request a  Peerwith  quotation  within 24  hours  without

obligation: https://www.peerwith.com/fems/request/femsmicrobiologyyeastresearch.

ONLINE SEARCH ENGINE OPTIMIZATION (SEO)

You can improve the online accessibility of your paper by writing optimized copy that is
highly indexable across all search engines. A large number of readers find articles online by
using search engines such as Google. Most searching is done using keywords or key phrases.
Including key phrases that people searching are likely to use should make your article more
discoverable. By taking some simple steps to optimize your article for search engines it will
help your work to be discovered and read. This may in turn lead to the work being cited in
others' work and will further raise the visibility of your article. Future measures, which assess
the value of journals and of individual articles based on the number of times they are

downloaded, are currently being developed and tested (see http://www.uksg.org/usagefactors/

and http://www.cranfieldlibrary.cranfield.ac.uk/pirus2/tiki-index.php).

MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

FEMS politely requests you compile your manuscript in MS Word and save it as a .doc or
.docx file (not a .pdf file), using the following layout.


https://www.peerwith.com/fems/request/femsmicrobiologyyeastresearch
http://www.uksg.org/usagefactors/
http://www.cranfieldlibrary.cranfield.ac.uk/pirus2/tiki-index.php
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Main Document incorporating: Title page, the abstract, main text in one single column with

references located at the end.
A separate file containing all Tables, each on a separate page.
A separate file containing Figure legends.

Individually uploaded Figures, ensuring that each figure is at least twice the size it will be in
the published document. Include the figure number (e.g. Fig. 1) and optionally including the
figure legend well outside the boundary of the space occupied by the figure. ScholarOne
Manuscripts will combine your separately uploaded figure files and the manuscript main body
into one online file. Please ensure that you upload the figures only once.

Include page and line numbering (continuous).

The right-hand margin justification should be switched off. Artificial word breaks at the end

of lines must be avoided.

If you do not use MS Word then save in MS Word format in the word processor that you use.

Rich text (.rtf) format may also be used.

Use standard fonts (Arial, Times New Roman, Symbol, Helvetica, Times). In your Word
document, on the Tools menu, click Options, select the Embed TrueType fonts check box and
then click the Save tab.

In assessing whether the manuscript falls within the recommended maximum length, one
journal page is equivalent to approximately three manuscript pages, each table is

approximately 0.3 of a printed page and each figure is approximately 0.25 of a printed page.

There is no maximum length for papers, but the length should be justified by the content and
authors are urged to be concise. Excessively long reference lists should be avoided. Repetition

of information in the text and illustrations should not occur.
Please also include the files for any other supplementary material to be submitted with your

manuscript. It is recommended that authors spell-check all files before submission.

Please use short, simple filenames when saving all your documents, and avoid special

characters, punctuation marks, symbols (such as &), and spaces.
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Other helpful hints are: (i) use the TAB key once for paragraph indents; (ii) where possible
use Times New Roman for the text font and Symbol for any Greek and special characters; (iii)
use the word processing formatting features to indicate Bold, Italic, Greek, Maths,
Superscript and Subscript characters; (iv) please avoid using underline: for emphasis use bold,;
(v) clearly identify unusual symbols and Greek letters; (vi) where there might be confusion,

differentiate between the letter O and zero, and the letters | and | and the number 1.
Title, authors and keywords

The manuscript should not form part of a numbered series but should be headed by a concise,
informative title. Authors are reminded that titles are widely used in information-retrieval
systems. The name, full postal address, telephone and fax numbers, and e-mail address of one
corresponding author should be provided in a footnote. FEMS journals only accept one

corresponding author.

Article titles should not contain unidentified abbreviations. For genes/proteins, please state

the full name if known, with the accepted abbreviation in brackets.
Six informative keywords should be provided by the authors.
General organisation of manuscripts

Materials and Methods and Results are normally written in the past tense and the present tense

is occasionally used in the Introduction and Discussion.

Abstract. This should be a single paragraph of less than 200 words and must be intelligible
without reference to the full paper. Ideally, references are not cited. Abbreviations should be
avoided, but if necessary, they must be defined the first time they are used in the main text.
Do not abbreviate genus in the title, keywords, or at first use in the Abstract and Introduction.
It is important that the abstract contains a clearly stated hypothesis, a concise description of
the approach and a clear statement of the major novel findings of the study and their

significance.

Introduction. This should place the work in the context of current knowledge, should
indicate the novelty of the study and should conclude with a clear statement of the aims and

objectives, but should not contain a summary of the results.
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Materials and Methods. Sufficient detail must be provided to allow the work to be repeated.
Suppliers of materials and a brief address should be mentioned if this might affect the results.
Specific reference must be given for reagents (e.g. plasmids, strains, antibodies) that were not

generated in the study.
Results. Presentation of data is described below.

Discussion. This should not simply repeat the Results. Combined Results and Discussion

sections are encouraged when appropriate.

Acknowledgements. These can include funding agencies, colleagues who assisted with the
work or the preparation of the manuscript and those who contributed materials or provided

unpublished data.

References.

FUNDING

Details of all funding sources for the work in question should be given in a separate section
entitled 'Funding'. This should appear before the 'Acknowledgements’ section. The following

rules should be followed:
The sentence should begin: ‘This work was supported by ...’

The full official funding agency name should be given, i.e. ‘the National Cancer Institute at
the National Institutes of Health’ or simply 'National Institutes of Health' not “NCI' (one of the
27 subinstitutions) or 'NCI at NIH’ (full RIN-approved list of UK funding agencies)

Grant numbers should be complete and accurate and provided in brackets as follows: ‘[grant

number ABX CDXXXXXX]’

Multiple grant numbers should be separated by a comma as follows: ‘[grant numbers ABX

CDXXXXXX, EFX GHXXXXXX]’
Agencies should be separated by a semi-colon (plus ‘and’ before the last funding agency)

Where individuals need to be specified for certain sources of funding the following text

should be added after the relevant agency or grant number ‘to [author initials]'.


http://www.rin.ac.uk/system/files/attachments/List-of-major-UK-research-funders.pdf
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An example is given here: ‘This work was supported by the National Institutes of Health [P50
CA098252 and CA118790 to R.B.S.R.] and the Alcohol & Education Research Council [HFY
GR667789].

Acknowledgements

Acknowledgements and details of non-financial support must be included at the end of the
text before references and not in footnotes. Personal acknowledgements should precede those
of institutions or agencies. Please note that acknowledgement of funding bodies and
declarations regarding conflicts of interest should be given in separate Funding and Conflicts

of interest sections, respectively.

References

If you use EndNote and Reference Manager to facilitate referencing citations (not required for
submission), this journal's style is available for use. If an automatic referencing system has
been used in the preparation of the paper, the references must not be left embedded in the

final text file submitted.
For reference style please consult the mini style checklist.
Article types

Research Articles describe original experimental work leading to significant advances within
the scope of the journal. There is no maximum length for papers, but the length should be
justified by the content and authors are urged to be concise. Excessively long reference lists

should be avoided. Repetition of information in the text and illustrations should not occur.

MiniReviews are concise articles reviewing topics of current interest or controversial aspects
of subjects within the scope of the journal. Articles providing new concepts, critical appraisals
and speculation are welcomed. The style for MiniReviews is the same as for research papers,
except that the maximum length of the text is about 7,000 words, with a maximum combined
total of six figures and tables. There is no rigid format for MiniReviews but they should
generally include an Abstract and a brief Introduction in which the background to the article is
presented. The remainder of the text should be arranged under a single, or a maximum two
levels of subheading, finishing with a Conclusion or Outlook section that highlights the

novelty of the MiniReview.
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Current Opinion, Perspective and Commentary articles enable authors to present their
views on important topical issues, to discuss new conceptual approaches and to consider,
critically, future developments. Their format is flexible but follows that of MiniReviews, with

similar maximum length.

Letters to the Editor are brief communications focusing on an article that has been published
in the journal within the previous six months. They should focus on some aspect(s) of the
paper that is, in the author’s opinion, incorrectly stated or interpreted, controversial,
misleading or in some other way worthy of comment. All Letters to the Editor must address a
scientific issue in an objective fashion, should be fewer than 1000 words, and will be
externally refereed. If acceptable for publication, they will be offered to the original authors
for comment. Please choose the manuscript type ‘Letter to the Editor’ when uploading

through the online submission system.

JOURNAL COPYEDITING STYLE

This journal follows our standard Oxford SciMed style. By following the mini style

checklist you can ensure that your manuscript follows the major style points.
Reproducibility of results and statistical tests

Authors should state how many times experiments were repeated and whether mean or
representative results are shown. Variability should be indicated statistically wherever
possible as part of, but not in place of, a proper statistical analysis. If results are expressed as
percentages, the absolute value corresponding to 100% must be stated. Avoid values with
unjustified numbers of significant figures; in most cases three significant figures is consistent

with the accuracy attained in microbiological experiments.

Results of statistical tests should be presented wherever possible as evidence for conclusions
reached. Such information must be presented concisely to illuminate the results, but not to
dominate them. The tests used should be briefly described in the Materials and Methods
section. Details of the diagnostic checks made for the assumptions of the statistical tests and

for the validity of any transformations used should be stated clearly.

Description of New Species
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Papers describing the isolation of new bacterial strains or species will be considered for
publication providing they meet the standards specified for such descriptions as outlined in:
B.J. Tindall, R. Rossell6-Mora, H.-J. Busse, W. Ludwig, and P. Kampfer, Notes on the
characterization of prokaryote strains for taxonomic purposes, Int. J. Syst. Evol. Microbiol.
2010 60: 249-266 (see http://ijs.sgmjournals.org/cgi/reprint/60/1/249), and that the strain is

deposited in two recognised public culture collections.

In the submission letter the authors should state why the description merits publication in a
FEMS journal, rather than publication in a specialized taxonomic journal such as International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology or Systematic and Applied

Microbiology.
Nomenclature, abbreviations and units

Authors should follow internationally accepted rules and conventions. Authors should provide
evidence for the thorough identification of new isolates and use the most recent acceptable
name. For genes/proteins, please state the full name if known, with the accepted abbreviation

in brackets.
Bacteria and Archaea

The spelling of bacterial names should follow the list of Prokaryotic Names with Standing in

Nomenclature http://www.bacterio.cict.fr/. If there is a reason to use a name that does not

have standing in nomenclature, the name should be printed in roman type and enclosed in
guotation marks and an appropriate statement concerning the nomenclatural status of the
name should be made in the text (for an example, see Int. J. Syst. Bacteriol. (1980) 30: 547—
556).

Fungi
The authors should use recently accepted binomials controlled by the International Code of

Botanical Nomenclature (http://www.bgbm.fu-

berlin.de/iapt/nomenclature/code/SaintLouis/0000St. Luistitle.nhtm). Scientific names of yeasts
can be found in: The Yeasts: a Taxonomic Study, 4th ed. (C. P. Kurtzman and J.W. Fell, ed.,

Elsevier B.V., Amsterdam, The Netherlands, 1998). Taxonomic texts should cite
nomenclatural authorities at the first time a name is mentioned. For abbreviation of authors’

names, see http://www.indexfungorum.org/AuthorsOfFungalNames.htm. All taxa should be

italicized.


http://ijs.sgmjournals.org/cgi/reprint/60/1/249
http://www.bacterio.cict.fr/
http://www.bgbm.fu-berlin.de/iapt/nomenclature/code/SaintLouis/0000St.Luistitle.htm
http://www.bgbm.fu-berlin.de/iapt/nomenclature/code/SaintLouis/0000St.Luistitle.htm
http://www.indexfungorum.org/AuthorsOfFungalNames.htm
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Viruses
Names used for viruses should be those approved by the International Committee on

taxonomy of Viruses (ICTV) http://www.ncbi.nim.nih.gov/ICTVdb/. If desired, synonyms

may be added parenthetically when the name is first mentioned. Approved generic (or group)

and family names may also be used.
Enzymes

For enzymes, please use the Recommended Name (or Common Name) and the Enzyme
Commission (EC) number (as defined by the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (IUBMB) upon first use in the body text and on first use in the Abstract.
Do not use the EC number in titles or subheadings though they may be appropriate to use in a
table if a large number of enzymes are being assayed for, for example. Names and numbers
should be taken from the latest iteration of the BRENDA database (www.brenda-
enzymes.org). For not yet classified enzymes, use a ‘preliminary BRENDA supplied EC
number’. As an example, “thiosulfate dehydrogenase (EC 1.8.2.2)” or, if preliminary “EC
1.8.2.B2”. It may at times be appropriate to list older/alternative names of the enzyme if there
is much inconsistency in the literature as this will help readers to find your content — for
instance in the case of the above mentioned enzyme, “thiosulfate oxidising enzyme” and

“tetrathionate synthase” are still in use in some papers.

Genes

Genetic nomenclature should essentially follow the recommendations of Demerec et al.
(Genetics (1966) 54: 61-76), and those given in the instructions to authors of the Journal of
Bacteriology and Molecular and Cellular Biology (January issues). Biochemical compounds.
Consult the European Journal of Biochemistry or the Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology

(http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/).

Abbreviations

Abbreviations should only be used as an aid to the reader and their use should be strictly
limited. Define each abbreviation and introduce it in parentheses the first time it is used: e.g.
‘cultures were grown in Eagle minimal essential medium (MEM)’. Eliminate abbreviations
that are not used at least six times in the manuscript. In addition to abbreviations to the
international system of units of measurements, other common units (e.g., bp, kb, Da),

chemical symbols for the elements, and the standard biochemical abbreviations (see Eur. J.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/
http://www.brenda-enzymes.org/
http://www.brenda-enzymes.org/
http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/
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Biochem.) should be used without definition. Standard chemical symbols and trivial names or
their symbols (folate, Ala, Leu, etc.) may be used for terms that appear in full in the
neighbouring text. Abbreviations other than those recommended by the IUPAC-1UB
(Biochemical Nomenclature and related Documents, 1978) should be used only when a case

can be made for necessity, such as in tables and figures.

Reporting numerical data

The international system of units (SI) should be used; mL is acceptable in place of cm? for
liquid measures. The form for units is mg mL* and not mg/mL, parentheses should be used to
improve clarity, e.g. mL (g dry wt soil)™* h™X. The prefixes k, m, m p, n, and p should be used
in combination with the standard units for reporting length, weight, volume and molarity for
103, 103, 10, 10°, and 10°*2, respectively. Use mg mL™* or mg g instead of the ambiguous

ppm. Units of temperature are presented as follows: 37°C or 324 K
FIGURES AND ILLUSTRATIONS

Please create your figures and illustrations with reference to the OUP guidelines available

at http://www.oxfordjournals.org/en/authors/figures.html

Please be aware that the requirements for online submission and for reproduction in the
journal are different: (i) for online submission and peer review, please upload your figures
either embedded in the word processing file or separately as low-resolution images (.jpg, -tif,
.gif or. eps); (ii) for reproduction in the journal, you will be required after acceptance to
supply high-resolution .tif files. Minimum resolutions are 300 d.p.i. for colour or tone images,
and 600 d.p.i. for line drawings. We advise that you create your high-resolution images first

as these can be easily converted into low-resolution images for online submission.

Figures will not be relettered by the publisher. The journal reserves the right to reduce the size
of illustrative material. Any photomicrographs, electron micrographs or radiographs must be
of high quality. Wherever possible, photographs should fit within the print area or within a

column width.

For useful information on preparing your figures for publication, go

to http://cpc.cadmus.com/da.

Colour figures are encouraged and free of charge.


http://www.oxfordjournals.org/en/authors/figures.html
http://cpc.cadmus.com/da
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Specifications

Figures should be supplied at twice their final size with wide margins. A single column figure
is 80 mm, two-thirds page width is 114 mm and two-column width is 168 mm.

For line art;

All lines should be drawn at 1.5 point (0.5 mm wide), broken line styles may be used to

differentiate multiple plot lines if desired.

Letters and numbers should be 16 point (capitals 4 mm high) non- serif (e.g. Windows: Arial,
Trebuchet MS, Verdana, Century Gothic and Lucida Sans Unicode; Mac and Unix: Helvetica,
Lucida, Avant Garde).

Symbols in the figure itself should be 3 mm in diameter. Lines drawn to accompany the
points should not go through hollow symbols.

Numbers used as axis labels should have minimum significant figures; amounts less than

unity must carry a preceding zero (e.g. 0.5 not .5).

Larger composite figures may be designed to occupy two columns when this can achieve an
overall saving in space. The character, line and symbol sizes should be adjusted accordingly

to achieve the same sizes on the printed page.
Magnification should be indicated where appropriate by inclusion of a bar marker.

Photographs of electropherograms, etc., in which there is poor contrast may be better replaced
by line drawings, but in this case the photographs should be submitted for scrutiny by the
Editor.

If photographs have been digitally processed to enhance their quality, this should be stated.

Figure legends should consist of a preliminary sentence constituting a title, followed by a
brief description of the way the particular experiment was carried out, and any other necessary

description of symbols or lines. All abbreviations must be defined.

Graphical Abstract and One-Sentence Summary
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FEMS uses Graphical Abstracts to promote articles via email content, social media,

newsletters and online search results.

"Graphical Abstract”: image which is not necessarily linked to the original manuscript, but

either summarizes the text, fits to the text and is very appealing or is one of the key

images/figures/graphs of the article.

Tips: Keep it simple / Short legible text / Avoid saturated and distracted colours / Image
resolution should be a minimum of 300dpi and the aspect ratio should be 4:3 to make sure

that your image is optimized in our ‘click and expand’ feature.

"One-sentence Summary": short non-technical summary stating the novelty of the article. The

language used should be understood by a non-specialist. Please ensure you use the third

person, not first person (i.e. do not use 'l' or ‘we")

Please check that your Graphical Abstract is clear and eye-catching. This will help to attract
readers to your publication. For examples of how this is displayed please

visit http://www.fems-microbiology.org/journals/graphical-abstract.html.

Videos

Authors may now include videos with their submissions which will be published in the online
article (ie: no longer as supplementary data). Please see below for further details. Authors
must also submit a still image that can be used in the print article. Videos should be numbered
in the order they appear in the text. All figures and videos require a legend. The total playback

time for the two videos should not exceed 5 minutes.

Recording
Use the highest possible resolution when creating the original. The use of a standard

thoracoscopic camera (digital preferred) fixed on the table and manipulated by an assistant
gives excellent magnification and high quality recording. Filming with a head-mounted

recording camera is not recommended.

Audio

To improve the understanding of the procedure described, short and clear commentaries can
be incorporated into the video file. Commentaries should supplement the complete description
given in the legend of the video.


http://www.fems-microbiology.org/journals/graphical-abstract.html
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Format
Videos can be submitted in any standard format: wmv, avi, mpeg, mov, etc. Videos must be
of high quality and must have a minimum size of 640x480 (preferably higher as we will

convert all videos to MP4 to ICVTS specifications). The aspect ratio can be: 4:3 or 16:9.
For full video preparation guidelines, go to

http://www.oxfordjournals.org/en/help/fag/authors/video-and-media-quidelines.html

Tables

All tables should be on separate pages and accompanied by a title, and footnotes where
necessary. The tables should be numbered consecutively using Arabic numerals. Units in
which results are expressed should be given in parentheses at the top of each column and not
repeated in each line of the table. Ditto signs are not used. Avoid overcrowding the tables and
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