LYGIA FATIMA DA MATA CORREA

CINETICA DE CRESCIMENTO, CARACTERISTICAS
BIOQUIMICO-MORFOLOGICAS DE ENVELHECIMENTO E
PERFIL METABOLICO DE CULTURAS CONTINUAS DE
Kluyveromyces lactis SOB LIMITACAO POR NITROGENIO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Microbiologia Agricola,
para obtencdo do titulo de Doctor
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2011



LYGIA FATIMA DA MATA CORREA

CINETICA DE CRESCIMENTO, CARACTERISTICAS
BIOQUIMICO-MORFOLOGICAS DE ENVELHECIMENTO E
PERFIL METABOLICO DE CULTURAS CONTINUAS DE
Kluyveromyces lactis SOB LIMITACAO POR NITROGENIO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de PoOs-
Graduacdo em Microbiologia Agricola,
para obtencdo do titulo de Doctor

Scientiae.
APROVADA: 31 de maio de 2011.
Profd. Marlene Isabel Vargas Viloria Prof. Frederico José Vieira Passos
(Coorientadora)
Dr. Thomas Christopher Rhys Williams Dr. Olindo Assis Martins Filho

Profa. Flavia Maria Lopes Passos
(Orientadora)



Dedico as quatro pilastras da minha vida:

Deus,
Familia,
Amigos,
Comunidade.

“Uma vida sem desafios nao vale a pena ser vivida.”
(Socrates)



AGRADECIMENTOS

Este trabalho ndo é resultado apenas de um esforco individual. Ele
nasce de significativas contribuicbes que recolhi durante toda minha trajetoria
pessoal, familiar, académica, profissional e como cidada, ao lidar com pessoas
e instituicbes que foram fundamentais para essa construgdo. Consciente de
todos os conhecimentos e experiéncias essenciais adquiridos, é necessario e
primordial expressar meu eterno agradecimento:

A Deus, por ter me concedido inteligéncia, perseveranca, forga,
determinacéo e fé em cada etapa deste trabalho. “Tudo posso nAguele que me
fortalece!” (Filipenses 4, 13)

Aos meus pais, Dilermando e Maria Anunciacao, pelo incentivo, apoio,
exemplo, amor e compreensdo nos momentos de auséncia. A vOCcés, meu
eterno amor e gratidao!

Aos meus irmaos, Antonio Henrique e Ana Flavia, pelo carinho e pela
forca.

A José Cicero (Gut), pelo imenso amor e carinho, cuidado e estimulo,
paciéncia e compreensao, dedicacéo, presenca e cumplicidade em todos os
momentos.

Aos meus demais familiares, em especial a Tia Lia, pela dedicacéo,
preocupacdo e oracdes imprescindiveis; e a Vové Ana (in memoriam), que
durante o percurso desta obra retornou a casa do Pai, deixando além da
imensa saudade, o exemplo de docura, alegria, generosidade, coragem,
perseveranca e fidelidade a Deus.

A Universidade Federal de Vicosa, ao Departamento de Microbiologia e
ao Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria, pela oportunidade de
realizagédo do curso de Doutorado.

A FAPEMIG, pelo auxilio financeiro e concess&o das bolsas de estudo.

A professora Flavia Maria Lopes Passos, pela orienta¢do, confianca e
amizade desde a iniciagdo cientifica.

As professoras Marlene Isabel Vargas Viloria e Maria Cristina Dantas

Vanetti, pela colaboracéo e sugestdes oportunas.



Aos pesquisadores Andréa Teixeira de Carvalho e Olindo Assis Martins
Filho (Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ Minas/BH), pela
disponibilidade em ajudar e pela fundamental colaboracdo cientifica para a
realizacdo das analises de citometria de fluxo.

Ao pesquisador Silas G. Villas-Béas (Universidade de Auckland/Nova
Zelandia), pela prestatividade e primordial colaboracdo cientifica para a
realizacdo das analises de GC-MS.

Ao professor visitante Dr. Thomas C. R. Williams, pelo auxilio, apoio,
atencao e paciéncia com as analises de LC-MS.

Aos professores do Departamento de Microbiologia e aos professores
Adriano Nunes (Departamento de Biologia Vegetal), Fabyano Fonseca
(Departamento de Estatistica) e Frederico Passos (Departamento de
Tecnologia de Alimentos), pelos valorosos ensinamentos.

Aos amigos do Laboratério de Fisiologia de Microrganismos: Valdilene
(Val), Julio (Deodeo), Livia (Dona Livia), Talita (Talitinha), Raphael (Hermano),
Caio (Zé do Caio), Robson (Zé do Robson), Marcelo (Goiano), Rafael (Rafa),
Tatiana (Tati), Cristiane (Cris), Luna, ao professor Antonio Galvdo e a Dra.
Virginia Chaves, pela eterna amizade, pela descontracdo em meio a tantas
responsabilidades, pelo companheirismo e pelas contribuicbes para esta

pesquisa.

Aos amigos dos Laboratorios de Genética de Microrganismos,
Microbiologia Industrial, Associacfes Micorrizicas, Microbiologia Ambiental,
Ecologia Microbiana, Microbiologia de Anaerébios, Microbiologia de Alimentos,
pela agradavel convivéncia.

Aos colegas do Laboratério de Biomarcadores de Diagndstico e
Monitoracdo e a Tiza (Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ
Minas/BH), pela prestatividade e auxilio com as andlises de citometria de fluxo.

Aos colegas dos Laboratorios de Genética Molecular de Plantas -
Proteinas, Protedmica, Enzimologia e Analises Bioquimicas (BIOAGRO/UFV) e
ao professor Everaldo de Barros, pela colaboracdo com os métodos de
separacdo de proteinas por eletroforese em gel de gradiente, concentracéo e
quantificacao de proteinas e nitrogénio.



Ao Ndacleo de Microscopia e Microanalise (NMM/UFV) - FINEP,
FAPEMIG, CNPq, pela utilizacdo da infraestrutura para obtencédo das imagens
por microscopia confocal.

Ao Nduacleo de Analise de Biomoléculas (NuBioMol/lUFV) - FINEP,
FAPEMIG, CNPq, pela utilizacdo do Q-TOF para as analises dos metabdlitos
por LC-MS.

A todos os funcionarios do Departamento de Microbiologia, que
contribuiram para a execucdo deste trabalho, pela disponibilidade, amizade e
servicos prestados.

As companheiras de republica: Rejane, Aline, Izadora e Adriana, pela
paciéncia, amizade e pela alegre convivéncia que nos torna quase uma familia.

A todos os meus irmdos em Cristo, amigos e colegas, principalmente a
Geni, VO Zizica, V6 Zé e D. Imaculada, pela acolhida, pela preciosa amizade,
pelo carinho e pelas poderosas oracoes.

Enfim, minha sincera gratiddo a todos que, de alguma forma,
contribuiram ou colaboraram para a realizacdo deste trabalho. Sem vocés,
nada disto seria possivel. Portanto, a auséncia de qualquer um (a) mudaria o

rumo de toda a minha historial



BIOGRAFIA

LYGIA FATIMA DA MATA CORREA, filha de Dilermando Correa Cunha
e Maria Anunciacdo Mata Correa, nasceu em 11 de maio de 1982, em Sete
Lagoas, Minas Gerais.

Em fevereiro de 2000, ingressou na Universidade Federal de Vigosa,
graduando-se em Bacharelado e Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas, em 28
de janeiro de 2005.

Em marco de 2005, iniciou o curso de Mestrado em Microbiologia
Agricola, na Universidade Federal de Vigosa, diplomando-se em 16 de marco
de 2007, com o titulo de Magister Scientiae.

Em marco de 2007, iniciou o curso de Doutorado em Microbiologia
Agricola, na Universidade Federal de Vigosa, submetendo-se a defesa de tese
em 31 de maio de 2011.

Vi



SUMARIO

1 1 [ Xi
AB S T R A C T e e Xili
INTRODUGAO GERAL......cooouieteeteeteeeeeee ettt ene et ene e ene s 1
OBUJIETIVOS. ..o e e 3
CAPITULO 1: ReViSE0 d€ LIteratura........cccceeeeueereereeeeeieeeeee e, 4
Referéncias BibliografiCas............coooviiiiiiiiiiiieee e 17

CAPITULO 2: Caracterizacdo fisioldgica de Kluyveromyces lactis em

cultura continua sob limitagdo por Nitrogénio..........cceeeeeeiicicivviiiiiineeee. 22
L. INETOTUGED. ..ot e e e 23

2. Material € MELOUOS. .......uuuuiiiiiiiiiiiiiieiie e e e 25
2.1. Micro-organismo e condi¢des de Cultivo.............ccceeeviiiiiiiiiininnne. 25

2.2. Crescimento de Kluyveromyces lactis em diferentes fontes de

nitrogénio, pH e concentracdo de células (biomassa).............cccee..... 25
2.3. Cultivo em batelada.............ccoovviiiiiiiiicc s 26
2.4. Cinética de CreSCIMENTO.........cooeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e s sannnnes 26

2.5. Determinacdo da velocidade especifica maxima de crescimento
(Umax.) € constante de SatUraGao (Ks)......eeeeeerrrireeeeeeeeeiieeeeesiiiiiiieeeee 26
2.6. Cultivo continuo e limitagdo nutricional por nitrogénio................ 26
2.7. Relacdo entre absorvancia a 600 nm (Asyp) € massa celular

1< o7 TP 27

2.8. Determinacdo do tempo de geracdo (Tg) e tempo de

S Lo L= g ol = W ) TP PP PR 28
2.9. Andlise de proteinas extracelulares..............cccccovvvvvvviiiiiiiinennnn. 28
2.10. ANAlISES eStatiStICAS. .. uuvrrrrriiriiiiiiieee e 29
3. RESUIAUOS. ....ceiiiiiiiieee e 30

3.1.Estabelecimento de condi¢des fisiologicas de limitacdo por

nitrogénio em culturas de Kluyveromyces lactis...........ccccccvvvvvvnninnnnnn. 30

vii



3.2.Caracterizacdo fisiologica de culturas continuas de

Kluyveromyces lactis sob limitagdo por nitrogénio.............ccccceevvvnnnes

4. DiSCUSSA0.......ccccvvunennn.

5. Referéncias BibliografiCas...........uuuuvieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee

ST AN 15 (0 1=

CAPITULO 3: Caracteris

ticas de envelhecimento em culturas

continuas de Kluyveromyces lactis sob limitacdo por nitrogénio.........

1. INETOTUGEO. ...t e e

2. Material e Métodos.......

2.1. Viabilidade celular de culturas de Kluyveromyces lactis.............

2.2. Avaliacdo de caracteristicas de envelhecimento em células de

culturas de Kluyveromyces Iactis..............uuuveriiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeiiiinnns

2.2.1. Cicatrizes CelUIAIES. ... ..o,

2.2.2. Concentracao de qQUItINA........ceevveeeieeeeeieeeeeeeeee e

2.2.3. Deteccéo de

espécies reativas de oXigénio ..........c.cc.eu.e.e.

2.2.4. Apoptose por externalizacéo de fosfatidilserina..................

2.2.5. Apoptose por condensacado da cromatina e fragmentacao

2.2.6.Técnica de TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-
mediated dUTP Nick End Labeling)............cooooiiiiiiiiiiii

2.2.7. Eletroforese em campo pulsado (pulsed field)....................

2.2.8.Determinacao das dimensdes celulares de Kluyveromyces

2.4. Microscopia de fluoresCencia...........ccceevvevvvvvieniiiiiiieee e,

2.5. Microscopia CONFOCAL...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieeee e

2.6.Deteccao de alcod
lactis......ccoeveeeveeiiinne,

2.7. Andlise estatistica

is aromaticos em culturas de Kluyveromyces

viii

35
40

44

46

53
54

57

57

57
58

58

59

60

60

61
62

63

64

64

64
65



3. RESURAAOS. ..o

3.1. Envelhecimento de Kluyveromyces lactis em culturas continuas

sob limitagéo por nitrog

BN e

3.1.1. Viabilidade celular de culturas de Kluyveromyces lactis....

3.1.2. Cicatrizes celulares e concentracdo de quitina de culturas

de Kluyveromyces IacCtiS..........ooovuiiiiiiiiiiiiiniee e

3.1.3. Deteccdo de espécies reativas de oxigénio em culturas

de Kluyveromyces IacCtiS...........oeeuvriiiiiiiiiiieiee e

3.1.4.Apoptose  por externalizacdo de fosfatidilserina,

condensacéo e fragmentacdo do DNA em células de culturas

de Kluyveromyces IacCtiS..........ooovuuiiiiiiiiiiiiiniee e

3.1.5. Dimensdes celulares de Kluyveromyces lactis

3.1.6. Producéo

de alcodis aromaticos por culturas

KIuyveromycCes IaCtiS. .......couvvviiiiiiiiiiii e

4. DiSCUSSA0......cceveueeennaenn.

5. Referéncias Bibliogréficas

de

ST AN 1) (0 1T

CAPITULO 4: Perfil metabdlico extracelular de culturas continuas de

Kluyveromyces lactis sob limitacdo por nitrogénio

L. INETOTUGED. ..ottt a e e

2. Material e Métodos........

2.1. Andlise de substrato e produtos do metabolismo de culturas de

KIUYVEIromMYCES lACHIS. .....uuuuiiiiiiieeee e

2.2. Andlise de metabdlitos extracelulares de culturas

de

KIUYVEIrOMYCES IACHIS. .. .uvvuuiiiiie i eeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e eeeaanaees

2.2.1. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
(O 1Y 1) TSP

2.2.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

66

66

69

74

78
87

88
90

94

98

101
102

104

104

105

105

106
106

108



3.1. Consumo de glicose e formacdo de produtos do metabolismo
em culturas de Kluyveromyces lactiS.........cccooeeeeeiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 108
3.2. Perfil metabdlico extracelular de culturas de Kluyveromyces

[ACtiS POr LC-MS.....oeieeiii e e e e e e e e e e e e eaaaneees 111
3.3. Perfil metabdlico extracelular de culturas de Kluyveromyces
[aCtiS POr GC-MS..... e 120
4. Referéncias BibliografiCas.........ccccouuiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 126
T Y 123 (0L TP PR PPPTRPRPRPPPPPT 129
CONCLUSOES GERAIS.......ooieeeeeeete ettt 133



RESUMO

CORREA, Lygia Fatima da Mata, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, maio
de 2011. Cinética de crescimento, caracteristicas bioquimico-morfoldgicas
de envelhecimento e perfil metabdlico de culturas continuas de
Kluyveromyces lactis sob limitacdo por nitrogénio. Orientadora: Flavia Maria
Lopes Passos. Coorientadores: Marlene Isabel Vargas Viloria e Maria Cristina
Dantas Vanetti.

Para investigar o envelhecimento de culturas continuas de Kluyveromyces
lactis, sob limitacdo nutricional por nitrogénio, visando a identificacdo de sinais
extracelulares que desencadeiam tal processo ou em resposta as condicdes
limitantes do meio, culturas de K. lactis foram fisiologicamente caracterizadas
sob diferentes niveis de limitacdo por nitrogénio. As condi¢des fisioldgicas de

crescimento e de limitagdo por nitrogénio para as culturas continuas de K. lactis
foram estabelecidas em meio YCB suplementado com sulfato de amonio (Mmax.
= 0,40 h' e Ks = 0,091 mM), tamponado com tamp&o fosfato (pH 5,5 - 6,0) e
com fluxo de alimentacado, que resultasse em velocidades de crescimento de
0,01 a 0,2 h, correspondendo & limitacdo por nitrogénio. Sob as menores
velocidades de crescimento, as culturas de K. lactis, em regime permanente,
apresentaram maior tempo de geracdo, tempo de residéncia, producdo de
biomassa e de proteinas extracelulares. Além disso, as popula¢des de células
das culturas de K. lactis, sob as menores velocidades de crescimento
apresentaram menor viabilidade, maior porcentagem de cicatrizes, maior
concentracdo de N-acetilglicosamina, maior acumulo de ROS, maior
porcentagem de apoptose por externalizacdo da fosfatidilserina e fragmentacao
do DNA, maior dimenséo celular, maior producdo de triptofol, feniletanol e
menor producdo de etanol e glicerol, sugerindo que culturas continuas de K.
lactis, sob baixas velocidades de crescimento, sejam favoraveis para o estudo
da fisiologia do processo de envelhecimento de leveduras. O perfil metabdlico
extracelular das culturas de K. lactis permitiu constatar 19 fragmentos de
metabdlitos diferentes, por LC-MS. Nas menores velocidades de crescimento,
os fragmentos 299, 321, 349, 485, 507, 543, 583 e 756 foram menos
abundantes, enquanto os fragmentos 432, 656 e 714 foram mais abundantes.
O agrupamento hierarquico dos fragmentos permitiu constatar 7 grupos

Xi



constituidos por diferentes fragmentos (m/z) e o agrupamento dos tratamentos
possibilitou a obtencdo de 3 grupos. Porém, ndo foi possivel realizar a
correlacdo dos fragmentos dos metabdlitos detectados com o envelhecimento
celular de K. lactis ou com a proépria condicao de limitacdo por nitrogénio, uma
vez que a identificacdo desses metabdlitos extracelulares nao foi concluida.
Por GC-MS, foram identificados 28 metabdlitos extracelulares (aminoacidos,
acidos organicos e acidos graxos) secretados pelas culturas de K. lactis.
Alguns metabdlitos foram diferencialmente mais abundantes nas menores
velocidades de crescimento, enquanto outros foram mais abundantes nas
maiores velocidades de crescimento. Diferentes vias metabolicas foram
relacionadas com a producdo dos metabdlitos extracelulares identificados,
porém uma andlise mais minuciosa deve ser feita no sentido de correlaciona-
las com possiveis sinais extracelulares que possam desencadear 0 processo
de envelhecimento ou que possam estar envolvidos com as condi¢cdes

limitantes do meio.
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ABSTRACT

CORREA, Lygia Fatima da Mata, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May,
2011. Growth kinetics, biochemical-morphological characteristics of aging
and metabolic profile of Kluyveromyces lactis continuous cultures under
nitrogen limitation. Adviser: Flavia Maria Lopes Passos. Co-Advisers: Marlene
Isabel Vargas Viloria and Maria Cristina Dantas Vanetti.

In order to investigate aging of Kluyveromyces lactis continuous cultures
under nitrogen nutritional limitation, to the identification of extracellular signals
that trigger this process or in response to limiting conditions of the medium, K.
lactis cultures were physiologically characterized under different levels of
nitrogen limitation. Physiological growth and nitrogen limitation conditions for K.
lactis continuous cultures were established in YCB supplemented with
ammonium sulfate (umax. = 0.40 h™ and K = 0.091 mM) buffered with phosphate
buffer (pH 5.5 - 6.0 ) and with flux which resulted in growth rates of 0.01 to
0.2 h', corresponding to nitrogen limitation. Under the lowest growth rates, K.
lactis cultures in steady state showed greater generation time, residence time,
biomass and extracellular protein. In addition, populations of cells in K. lactis
cultures under the lowest growth rates showed lower viability, higher bud scars
percentage, higher N-acetylglucosamine concentration, greater ROS
accumulation, higher percentage of apoptosis by phosphatidylserine
externalization and DNA fragmentation, larger celullar dimension, higher
production of tryptophol, phenylethanol and lower production of ethanol and
glycerol. These data suggest that K. lactis continuous cultures operated at low
growth rates could be suitable for studying the physiology of aging in yeasts.
The extracellular metabolic profiling of K. lactis cultures revealed 19 fragments
of different metabolites. At lower growth rates, the fragments 299, 321, 349,
485, 507, 543, 583 and 756 were less abundant while the fragments 432, 656
and 714 were more abundant. The hierarchical clustering of the fragments
comprised five groups consisting of different fragments (m/z) and the clustering
of treatments allowed to obtaining three groups. However, it was not possible to
make the fragments correlation of the metabolites detected with the K. lactis
cellular aging or with the nitrogen limitation condition in itself, since the

identification of these extracellular metabolites was not completed. For GC-MS
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were identified 28 extracellular metabolites (amino acids, organic acids and fatty
acids) secreted by K. lactis cultures. Some metabolites were differentially more
abundant in lower growth rates while others were more abundant in higher
growth rates. Different metabolic pathways were related to the production of
extracellular metabolites identified, but a detailed analysis should be done to
correlate them with possible extracellular signals that trigger the aging process
or that may be involved with the limiting conditions of the medium.
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INTRODUCAO GERAL

Culturas de leveduras, em grande escala, sdo Uteis para a producédo de
biomoléculas de interesse industrial, tais como vitaminas, peptideos, proteinas,
etanol e outros metabdlitos. Entretanto, essas culturas perdem atividade
metabdlica e viabilidade, em periodos curtos de tempo. Além do interesse
biotecnoldgico, as leveduras tém sido utilizadas como modelo de células
eucaridticas para estudos do processo de envelhecimento. Algumas alteractes
morfologicas observadas nas células de leveduras ao longo do seu tempo de
vida e que caracterizam o envelhecimento destas sdo: maiores dimensdes
celulares; maior numero de cicatrizes e maior concentragdo de quitina na
parede celular; acimulo intracelular de ROS; producao de alcodis aromaticos;
superficie celular enrugada e presenca de caracteristicas morfolégicas de
apoptose.

Além disso, a levedura Kluyveromyces lactis tem se destacado como um
modelo alternativo a Saccharomyces cerevisiae, para os estudos relacionados
ao processo de envelhecimento, além de outros estudos fisiolégicos e
genéticos, por apresentar metabolismo predominantemente oxidativo,
assemelhando-se mais aos eucariotos superiores.

O status nutricional do meio € um importante fator que esté relacionado
ao envelhecimento. Em leveduras, condicbes de limitacdo nutricional, por
reducao do conteudo de fontes de carbono ou nitrogénio no meio, prolongam a
meia vida das células e, em consequéncia, retardam o seu envelhecimento.
Alguns estudos ja demonstraram que a reducdo da concentracao de glicose ou
aminoacidos no meio de cultura aumenta a longevidade das células de
leveduras. No entanto, estudos prévios realizados no Laboratoério de Fisiologia
de Microrganismos demonstraram que culturas de Kluyveromyces lactis,
conduzidas sob baixas velocidades de crescimento e sob limitagdo por sulfato
de amobnio, apresentam ceélulas com caracteristicas de envelhecimento,
incluindo a deteccdo de marcas de apoptose, sem inducdo a sua por
substancias, como acido acético e peroxido de hidrogénio.

Muitos micro-organismos produzem sinais extracelulares associados a
as condi¢des do meio. Alcoois aromaticos, tais como triptofol, feniletanol, tirosol

e farnesol sdo alguns desses sinais extracelulares, cuja sintese é modulada



pela disponibilidade nutricional, além de apresentarem importante papel no
processo de envelhecimento das células de leveduras. E possivel que esses e
outros sinais extracelulares, tais como peptideos, proteinas ou outros
metabolitos sejam produzidos por K. lactis, em resposta a condi¢des limitantes
do meio ou ao processo de envelhecimento celular. Assim, a caracterizacao do
perfil metabolico de K. lactis, pode revelar metabdlitos especificos de interesse
biotecnolégico e relacionados a estas respostas fisioldgicas da levedura,
quando em condi¢des de limitag&do nutricional por nitrogénio ou para sinalizar o
processo de envelhecimento.

Portanto, esse trabalho teve como finalidade investigar o
envelhecimento de células de culturas continuas de Kluyveromyces lactis,
conduzidas sob diferentes velocidades de crescimento e em funcédo de
condicbes de limitacdo nutricional por nitrogénio, visando a identificacdo de
sinais extracelulares que desencadeiam tal processo ou em resposta as
condi¢des limitantes do meio. Para isso, foram realizados: o estabelecimento
de condicdes de limitagdo nutricional por nitrogénio e a caracterizacéo
fisiologica de culturas continuas de K. lactis, sob diferentes niveis de limitacdo
por nitrogénio; a avaliacdo da presenca de caracteristicas de envelhecimento,
tais como viabilidade celular, cicatrizes celulares e concentragcdo de quitina,
espécies reativas de oxigénio (ROS), apoptose por externalizacdo da
fosfatidilserina e por fragmentacdo do DNA, dimensdes celulares e deteccéo de
alcodis aromaticos, em culturas continuas de K. lactis, nas mesmas condi¢des
limitantes mencionadas; além da caracterizacdo do perfil metabdlico

extracelular das mesmas culturas continuas da referida levedura.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar o envelhecimento de

culturas de Kluyveromyces lactis, conduzidas sob diferentes velocidades de

crescimento e em funcdo de condi¢cbes de limitacdo por nitrogénio, visando a

identificacdo de sinais extracelulares que desencadeiam tal processo ou em

resposta as condic¢des limitantes do meio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar os parametros cinéticos de culturas de K. lactis em funcao
de diferentes fontes de nitrogénio, pH e biomassa;

Estabelecer as condicbes de limitagcdo nutricional por nitrogénio e
caracterizar fisiologicamente culturas continuas de K. lactis, sob
diferentes niveis de limitac&o por nitrogénio;

Analisar caracteristicas de envelhecimento, tais como viabilidade celular,
cicatrizes celulares e concentracdo de quitina, espécies reativas de
oxigénio, apoptose por externalizacdo da fosfatidilserina e por
fragmentacdo do DNA, dimensfes celulares e deteccdo de alcoois
aromaticos, em células de culturas continuas de K. lactis, sob diferentes
niveis de limitacao por nitrogénio;

Caracterizar o perfil metabdlico extracelular de culturas continuas de K.
lactis, sob diferentes niveis de limitagdo por nitrogénio, e propor o (S)
sinal (ais) que possam desencadear o processo de envelhecimento ou

em resposta as condic¢des limitantes do meio.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA



Inicialmente, a levedura Kluyveromyces lactis foi denominada
Saccharomyces lactis, mas em 1965 foi agrupada no género Kluyveromyces,
sendo entdo renomeada Kluyveromyces lactis. Em 1984, a classificagdo dada a
espécie foi Kluyveromyces marxianus var. lactis, pertencente a familia
Saccharomycetaceae e subfamilia Saccharomycetoideae. Atualmente, no
entanto, o nome Kluyveromyces lactis € utilizado (BONEKAMP & OOSTEROM,
1994; WOLF, 1996). Trata-se de um ascomiceto unicelular, de forma esférica a
oval, morfologicamente semelhante e evolutivamente muito proxima a levedura
Saccharomyces cerevisiae (WESOLOWSKI et al., 1996). Essa proximidade
evolutiva permite a comparacéo de genes ortdlogos entre as duas leveduras
(SCHAFFRATH & BREUNING, 2000). O sequenciamento do genoma de K.
lactis foi recentemente concluido e encontra-se disponivel no banco de dados

Génolevures (http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt). Esse banco de dados permite o

alinhamento dos genes de varias leveduras nao-Saccharomyces com o
genoma referéncia de S. cerevisiae.

Os estudos sobre K. lactis iniciaram, em 1950, com interesses
puramente académicos, como a regulagao do metabolismo de carboidratos, em
eucariotos unicelulares. Desde entao, os interesses industriais e aplicados por
esse organismo tém crescido de forma consideravel (FUKUHARA, 2006). K.
lactis apresenta grande potencial biotecnolégico e tem sido estudada como um
modelo de célula eucaridtica em estudos fisioldgicos e genéticos. A capacidade
de K. lactis assimilar uma grande variedade de compostos carbdnicos, dentre
eles pentoses e dissacarideos, faz desta levedura um interessante micro-
organismo para estudos de biorremediagdo e na metabolizagdo de substratos
ou residuos de baixo valor econdmico. Por ser capaz de assimilar lactose como
fonte de carbono e energia (SCHAFFRATH & BREUNING, 2000), K. lactis
consegue crescer em soro de leite, um substrato de baixo valor econébmico que
€ gerado em grandes volumes pela industria de queijo. O soro de leite é obtido
ap6s a precipitacdo da caseina do leite, durante a fabricacdo de queijos.
Representa cerca de 85 a 95% do volume do leite e retém cerca de 55% dos
seus nutrientes, sendo estes lactose, proteinas soluveis, lipideos, sais minerais
e vitaminas (SISO, 1996). As proteinas contidas no soro de leite possuem
valores nutricionais e funcionais significantes para a industria alimenticia,

podendo ser aproveitadas apdés a separagdo e a concentracido por



ultrafiltracdo. Contudo, a lactose e sais minerais contidos no soro sao
frequentemente descartados no efluente, o que provoca graves problemas
ambientais (SISO, 1996). Assim, o uso do soro de leite como meio de cultura
microbiano desponta como proposta para o seu aproveitamento e a levedura K.
lactis destaca-se como micro-organismo candidato para sua utilizagcao
(SCHAFFRATH & BREUNING, 2000). Por apresentar essa caracteristica, K.
lactis tem sido também utilizada na produg&o da enzima [(3-galactosidase para a
hidrolise da lactose do leite e seus derivados (LOUVEL et al., 1996), da mesma
forma que vem se estabelecendo como hospedeira de um sistema de
expressao para a producao de proteinas heterdlogas (TOKUNAGA et al., 1997;
SALIOLA et al., 1999; SCHAFFRATH & BREUNING, 2000).

Enquanto S. cerevisiae apresenta metabolismo  oxirredutivo
(fermentativo) predominante, em K. lactis 0 metabolismo oxidativo (respiratério)
prevalece, assemelhando-se mais aos eucariotos superiores. Essa
caracteristica fisiologica qualifica K. lactis como um modelo alternativo a S.
cerevisiae, para estudos relacionados ao processo de envelhecimento, além de
outros estudos fisiolégicos e genéticos (KURTZMAN & FELL, 1998;
POLIAKOVA et al., 2002).

Apesar de serem amplamente utilizadas em fermentagdes, em grande
escala, as leveduras possuem um tempo de vida determinado. E relatado que
entre duas a quatro semanas sejam necessarias a renovacado das culturas
nesses processos, uma vez que ocorre uma consideravel reducéo da atividade
metabdlica e da viabilidade das células desses micro-organismos (WALKER,
1998).

Em linhas gerais, o processo de envelhecimento refere-se as alteragdes
bioquimicas e fisiolégicas, ocorridas nos organismos ao longo do seu tempo de
vida, as quais afetam o metabolismo destes. Trata-se de um processo

estritamente relacionado e dependente do ciclo celular (ALBERTS et al., 2002).

O ciclo celular de leveduras é similar ao de eucariotos superiores.
Divide-se em: intérfase (fase G1, S, G2), caracterizada pelo aumento da massa
celular e duplicagdo do DNA; e fase M (mitose), onde ocorre a segregagéo do
material genético duplicado entre célula-m&e e célula-filha, seguida da

citocinese. A fase G1, onde a célula ira crescer até atingir tamanho suficiente



para iniciar o ciclo celular, € o intervalo entre o término da mitose e o0 comego
da sintese de DNA. Na fase S ocorre a duplicacdo do DNA. A fase G2 é o
intervalo entre o final da sintese de DNA e o inicio da mitose celular. Tais fases
sdo fundamentais para permitir que o sistema de controle do ciclo celular seja
regulado por sinais provenientes do meio ambiente. Na fase M, quando a célula
entra em mitose, ha a divisdo do seu material genético, DNA, entre célula-mée
e célula-filha. Uma diferenga entre leveduras e outras células eucaribticas é
que a membrana nuclear em leveduras permanece intacta. Depois que o DNA
é dividido entre célula-mae e célula-filha, ocorre a citocinese (STREIBLOVA,
1984; WALKER, 1998, ALBERTS et al., 2002).

O sistema de controle do ciclo celular baseia-se em duas familias de
proteinas que sao chaves para o seu funcionamento. A primeira é a familia das
quinases dependentes de ciclina (Cdk), as quais fosforilam residuos de serinas
e treoninas em proteinas selecionadas. A menos que essas proteino-quinases
estejam firmemente ligadas a ciclinas, elas ndo possuem nenhuma atividade
quinase. A segunda é uma familia de proteinas ativadoras especializadas,
chamadas ciclinas, que se ligam as moléculas de Cdk, controlando sua
capacidade de fosforilar proteinas-alvo. Existem quatro classes de ciclinas,
cada uma definida pelo estagio do ciclo celular na qual ela se liga a Cdk. Trés
dessas classes séo requeridas para leveduras: G1/S ciclinas, que se ligam a
Cdk no final de G1 e promovem a replicagdo do DNA; S-ciclinas, que se ligam
a Cdk durante a fase S e séo requeridas para o inicio da replicacdo do DNA; M-
ciclinas, que promovem os eventos da mitose. Para a maioria das células
eucaridticas, uma quarta classe de ciclinas, as G1-ciclinas, auxiliam na fase
G1. As ciclinas passam por um ciclo de sintese e degradagdo em cada ciclo
celular. A formacgao, ativagcado e a separacdo dos complexos ciclina-Cdk séo
fundamentais para a coordenag¢do do ciclo celular, regulando seus principais
eventos: replicacédo do DNA, mitose e citocinese (ALBERTS et al., 2002).

Em células de leveduras, uma unica proteina Cdk (Cdc 28) se liga a
todas as classes de ciclinas (Cin 1, CIn 2, CIn 3, Clb 1, Clb 2, Clb 3, Clb 4, Clb
5, Clb 6) e dirige todos os eventos do ciclo celular, ao trocar de ciclina em
diferentes estagios do ciclo celular. Na fase G1, Cdc 28 associa-se a Cln 3 e
posteriormente a Cln 2 e CIn 1, cujos complexos promovem o crescimento

celular. Na fase S, Cdc 28 associa-se a Clb 5 e Clb 6, controlando a replicagcao



do DNA. A formagao dos complexos Cdc 28 e Clb 1, Clb 2, Clb 3 e Clb 4
dirigem o processo de mitose - fase M, do ciclo celular (ALBERTS et al., 2002;
DICKINSON & SCHWEIZER et al., 2004).

Geralmente, as leveduras cuja divisdo celular ocorre por brotamento,
tais como as dos géneros Saccharomyces e Kluyveromyces, produzem um
numero limitado de brotos por célula, na faixa de 15 a 25. Nesse sentido, os
estudos relacionados ao processo de envelhecimento celular, em leveduras,
tém sido investigados. Dois mecanismos fisiologicos distintos caracterizam o
envelhecimento nesses micro-organismos: o envelhecimento replicativo e o
envelhecimento cronoldgico (JAZWINSKI, 2002; JAZWINSKI, 2004; POWERS,
2006; KAEBERLEIN et al., 2007). O envelhecimento replicativo refere-se ao

numero de células-filhas que uma célula-mae consegue produzir, ao longo do

seu tempo de vida, na fase exponencial de crescimento (JAZWINSKI, 2004). A
cada divisao celular, a célula-mée torna-se uma geragcao mais velha do que as
células-filhas emergentes (STEINKRAUS et a/, 2008). MULLER e
colaboradores (1980) concluiram que o numero de divisdes celulares, € ndo o
tempo necessario para ser completado um unico ciclo celular, € o que

determina o /ifespan de leveduras. Por outro lado, o envelhecimento

cronoldgico refere-se ao tempo que uma populagdo de células permanece
viavel, ap6s atingir a fase estacionaria (KAEBERLEIN et al., 2007).

Algumas alteragdes morfolégicas e bioquimicas relatadas em células de
leveduras ao longo do seu tempo de vida e que caracterizam o envelhecimento
das mesmas sdo: as células senescentes apresentam dimensdes maiores do
que as células mais jovens (JAZWINSKI, 2005); o numero de cicatrizes, que
sdo marcas deixadas na superficie celular a cada broto gerado, € maior e, em
consequéncia disso, o conteudo de quitina na parede celular € aumentado
(KELLER et al.,, 1971); maior € o tempo para se completar o ciclo celular;
presenca de superficie celular enrugada; acumulo intracelular de espécies

reativas de oxigénio; producdo de alcodis aromaticos, e presenca de



caracteristicas morfologicas de apoptose (JAZWINSKI, 2002; ZHANG, 2002;

WINTER, 2004; CHEN & FINK, 2006; SEVERIN et al., 2008).

Apoptose € um tipo de morte celular que possui importante papel em
diversos processos fisiolégicos, em eucariotos superiores, tais como: na
embriogénese e na organogénese, no colapso endometrial durante a
menstruagdo, durante a metamorfose do girino para sapo, na reposi¢cao
fisiologica de tecidos maduros, na atrofia dos 6rgaos, na resposta inflamatéria e
na eliminacdo de células apds dano celular por agentes genotoxicos
(ALBERTS et al., 2002). Até quinze anos atras, esse tipo de morte celular ndo
havia sido reportado para organismos unicelulares, como leveduras.
Entretanto, a descoberta de um fendétipo apoptético em uma linhagem de S.
cerevisiae, apresentando mutacdo no gene do ciclo celular CDCA48,
proporcionou o inicio das investigagdes cientificas de tal processo em
eucariotos unicelulares (MADEO et al., 1997). Uma vez que muitos detalhes
sobre o processo de apoptose e sua regulagao em eucariotos multicelulares
necessitam ser melhor elucidados e esclarecidos, se faz conveniente o estudo
em um modelo mais simples de organismo. Dessa forma, leveduras tém sido
investigadas como organismos promissores para esses estudos, fornecendo
um entendimento melhor da fisiologia e genética do processo de apoptose,
aléem da sua regulacdo no contexto de neoplasias, doencas autoimunes,
doencas neurodegenerativas e do envelhecimento (CARMONA-GUTIERREZ et
al., 2010). Durante os ultimos anos, cientistas tém identificado reguladores de
apoptose em humanos, plantas e fungos filamentosos, utilizando S. cerevisiae
(MADEO et al., 1997, 2002 e 2004). Em leveduras, a presenga de
caracteristicas morfologicas de apoptose representa uma das ultimas
alteragdes celulares retratadas pelo envelhecimento das mesmas (CARMONA-
GUTIERREZ et al., 2010).

A proteina caspase 1 de leveduras (Yca1l) tem sido descrita por estar
envolvida no processo de apoptose em leveduras (SHEMAROVA et al., 2010).
Trata-se de uma cisteino-protease de 52 kDa que possui homologia estrutural
com caspases de mamiferos, demonstrando atividade enzimatica, pela
clivagem de proteinas em leveduras, principalmente proteinas que apresentam
residuos de acido aspartico (VACHOVA & PALKOVA, 2007; SHEMAROVA et



al., 2010). Yca1 auxilia no processo de morte celular programada em culturas
replicativa e cronologicamente envelhecidas, possuindo papel fisiologico na
eliminacdo de células velhas em uma populagdo de leveduras (MADEO et al.,
2002).

Varios sinais extracelulares e intracelulares desencadeiam a cascata
proteolitica mediada por Yca1. Esses sinais sao proteinas pro-apoptaoticas, tais
como Bax, Dap3, Mec1; condicbes de estresse oxidativo, causadas por
peréxido de hidrogénio ou acido acético, que provocam a formacédo de
espécies reativas do oxigénio (ROS) - anion superéxido, perdxido de
hidrogénio e radical hidroxila, ocasionando danos as proteinas, lipideos das
membranas e acidos nucléicos das células; choque térmico; envelhecimento
replicativo ou cronolégico da célula; dentre outros (MADEO et al., 1999 e 2004;
BUTTNER et al., 2006; MAZZONI & FALCONE, 2008). Tais fatores convergem,
em uma via comum, para a formacgao de ROS, que ativam a caspase 1. Assim,
as caracteristicas morfolégicas de apoptose que sado geradas, em
consequéncia da ativacdo de Yca1, sdo: externalizacdo de fosfatidilserina na
membrana plasmatica, condensacéo da cromatina e fragmentacdo do DNA
(MADEO et al., 1997; LUDOVICO et al., 2001; LAUN et al., 2001; HERKER, et
al., 2004).

O estado fisiolégico de uma cultura microbiana é caracterizado pela
composicao intracelular de macromoléculas e pela velocidade de crescimento
que o meio determina. Quando leveduras sao cultivadas sob adequadas
condigbes nutricionais, em batelada, elas aumentam inicialmente sua
populacdo a uma velocidade maxima caracteristica daquelas condicdes.
Porém, em determinado ponto, o crescimento populacional torna-se restrito por
mudancas do meio, impostas pelo préprio crescimento microbiano (WALKER,
1998). Em funcdo de tais mudangas no meio e na cultura, durante o cultivo do
microrganismo, é estabelecida uma curva de crescimento com propriedades
fisiologicas distintas nas fases: lag, exponencial ou log, de desaceleracgao,
estacionaria e de morte (GRIFFIN et al., 1994). A fase lag consiste no periodo
requerido para que as células se adaptem ao meio ao qual foram inoculadas.
As células reorganizam a sua constituicdo molecular e seu metabolismo é

adaptado as novas condigdes de crescimento, ocorrendo intensa atividade
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metabdlica. Na fase log, a populacao de células se multiplica exponencialmente
com uma velocidade especifica de crescimento maxima, cujo valor depende do
micro-organismo e das condi¢bes de crescimento. Os sistemas metabdlicos
das células operam, portanto, com eficiéncia e taxas maximas. Se todos os
requerimentos para esse crescimento sao favoraveis, durante um intervalo de
tempo, espera-se que o0 aumento na biomassa seja proporcional a
concentragédo de células presentes no meio. Antecedendo a fase estacionaria,
a populagdo de células passa por uma fase intermediaria, chamada de
desaceleragao, onde a velocidade especifica de crescimento varia entre o valor
maximo e zero. Apos certo tempo crescendo exponencialmente, sem limitagao,
um ou mais substratos podem alcangar concentracbes baixas ou produtos
metabdlicos téxicos produzidos pelas células podem atingir concentragdes
altas o suficiente para ndo permitir um crescimento pleno, reduzindo assim a
velocidade especifica de crescimento da célula até a paralisacdo do
crescimento, quando a cultura entra na fase estacionaria. Na fase estacionaria,
a populagao de células apresenta uma biomassa com valor relativamente
constante e a velocidade especifica de crescimento tende a zero. Grande parte
da energia produzida pelas células é direcionada para a sua manutencdo no
ambiente adverso. Apds prolongado periodo na fase estacionaria, as células
morrem e sofrem autdlise, em consequéncia do esgotamento dos nutrientes
disponiveis e/ou acumulo de produtos téxicos no meio, caracterizando assim a
fase de morte, onde o nimero de células viaveis diminui consideravelmente
(MOAT & FOSTER, 1995). Portanto, a condicdo do crescimento em batelada
implica em variacdes no meio e na populagao com o tempo.

MONOD (1949) foi o primeiro a descrever a velocidade especifica de
crescimento como fungcdo da concentracdo de substrato, a partir da seguinte
equagao: pu = umax.[S] / (Ks+[S]), onde n é a velocidade especifica de
crescimento, [S] é a concentragado do substrato limitante e Ks € a constante de
afinidade da célula microbiana pelo substrato limitante (BAILEY & OLLIS,
1986). Este € ainda hoje um modelo que descreve o crescimento microbiano e
tem aplicagao pratica para estudos referentes, dentre outros, aos processos de
transporte e competicdo microbiana, em ecossistemas naturais e artificiais,

além de estudos relacionados a disponibilidade de nutrientes no meio.

11



O sistema de cultivo continuo opera na fase de desaceleracdo do
crescimento de uma cultura cultivada em batelada, entre a velocidade de
crescimento maxima da fase exponencial e a velocidade nula da fase
estacionaria, e mantém condigdes fisico-quimicas constantes, sendo util em
estudos sobre limitagao nutricional e diferentes estados fisioldgicos da célula. A
fase de desaceleragdo € caracterizada por um estado fisiologico, onde ja foi
relatado: declinio da replicagdo do DNA genémico, indugdo de proteinas de
estresse, aumento no estoque de carboidratos, indugéo e repressao de genes
especificos relacionados a caréncia nutricional (RIOU et al., 1997). Essa fase
do crescimento coincide com aquela referente a resposta global diante de
condigbes limitantes do meio e reflete a fisiologia em que a célula aciona a
expressao de genes que codificam proteinas que permitem explorar melhor os
recursos do meio e, consequentemente, exibir o maximo de rendimento de
determinados produtos metabdlicos (NEIDHART et al., 1990; MOAT &
FOSTER, 1995). Em cultivo continuo, a populacdo de células cresce em
diferentes velocidades de crescimento, de acordo com o fluxo de alimentacéo
do meio, uma vez que a velocidade especifica de crescimento é
numericamente igual a taxa de diluigdo da cultura, isto é, un = D = F/V (onde D
corresponde a taxa de diluicdo; F ao fluxo de alimentagdo e V ao volume de
trabalho no biorreator). A velocidade especifica de crescimento pode ser em
funcdo de um ou mais fatores nutricionais que limitam o crescimento. Uma vez
estabelecido o fluxo de alimentagdo, na cultura continua, € necessario um
numero de geracgdes, que para K. lactis estda na ordem de 8 a 10 geragdes,
para que o regime permanente seja estabelecido. Nas condi¢cdes de regime
permanente (steady state), tem-se um sistema em que os parédmetros da
cultura sdo constantes, como concentracdo de substratos/produtos e massa
celular. E esperado que as células apresentem o mesmo estado fisioldgico,
constituindo uma populacdo tdo homogénea quanto possivel (ATKINSON,
1991; WALKER, 1999).

O status nutricional do meio € um importante fator que esta relacionado
ao envelhecimento. WINTER (2004) observou que S. cerevisiae, sob baixas
taxas de crescimento e menor disponibilidade de nutrientes no meio, induz o
metabolismo respiratério. O metabolismo respiratério provoca acumulo de

NAD" no interior celular, o que ativa a enzima Sir2 dependente de NAD", que é
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uma histona desacetilase (BARROS et al., 2004). A remogao de grupos acetil
das histonas por Sir2, desencadeia um maior numero de regides
transcricionalmente inativas do DNA, sendo esse processo denominado
silenciamento (GUARENTE, 2006). O processo de silenciamento proporciona
uma maior estabilidade genbmica, devido a menor formacédo de circulos de
DNA ribossomal extracromossomal (ERCs), os quais interrompem o processo
de replicagdo do DNA, impedindo o prosseguimento do ciclo celular. Assim, a
longevidade ¢é prolongada e, consequentemente, o processo de
envelhecimento é retardado (Figura 1). Por outro lado, em altas taxas de
crescimento e maior disponibilidade de nutrientes no meio, o metabolismo
fermentativo é induzido por S. cerevisiae. Assim, h4 menor acumulo de NAD"
intracelularmente, o que reduz a atividade da enzima Sir2. Dessa forma, a
estabilidade genémica é reduzida, devido a formagao de ERCs, diminuindo, por
sua vez, a longevidade e acelerando, portanto, o processo de envelhecimento

nas células (Figura 2).
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Figura 1: Via de longevidade de Saccharomyces cerevisiae sob baixas taxas de
crescimento (WINTER, 2004).
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Figura 2: Via de longevidade de Saccharomyces cerevisiae sob altas taxas de
crescimento (WINTER, 2004).

A restricdo nutricional € uma condigao experimental bem estabelecida
que desacelera o processo de envelhecimento e prolonga o tempo de vida
meédio de uma ampla variedade de organismos. Alguns estudos em leveduras
relatam que condigdes de restricdo nutricional, por redu¢do da concentragao de
fontes de carbono ou nitrogénio no meio, prolongam a meia vida das células e,
em consequéncia, retardam o seu envelhecimento (JIANG et al., 2000). A
reducdo da concentracdo de glicose ou aminoacidos no meio de cultura
aumenta a longevidade das células de leveduras (GUARENTE et al., 2002;
DILOVA et al., 2007). Quando S. cerevisiae foi cultivada na presencga de 0,5 %
e 2,0 % de glicose, a longevidade das células foi maior em 0,5 % de glicose.
Nessa condicdo, a atividade de Sir2 dependente de NAD" foi aumentada (LIN
et al., 2002; GUARENTE, 2005). A limitacdo por aminoacidos, glutamina ou
asparagina, também aumentam a longevidade de culturas de S. cerevisiae,
desacelerando o processo de envelhecimento cronoldgico e replicativo das
células (JIANG et al., 2000; GOMES et al., 2007). No entanto, a presenca de

poliaminas, especificamente espermidina, putrescina e espermina, no meio
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suprime o fenotipo necroético durante o envelhecimento, sendo que a limitagéao
desses compostos acelera o processo de envelhecimento em células de S.
cerevisiae (SCHIPPER et al., 2000). Vale ressaltar que poliaminas estédo
relacionadas com os processos de proliferacdo e morte celular, sendo que
amoénia e aminoacidos sao fontes de nitrogénio precursoras desses compostos
aminados (TABOR et al., 1984; CHATTOPADHYAY et al., 2008).

Por outro lado, estudos realizados por CORREA (2007) demonstraram
que culturas de K. lactis conduzidas sob baixas velocidades de crescimento e
sob limitagcdo por sulfato de amébnio apresentam células com algumas
caracteristicas de envelhecimento. Nessas condicdes, as culturas de K. lactis
apresentaram um acumulo de células com maior concentragado de quitina na
parede celular, maiores dimensdes celulares e a presenca de caracteristicas
morfolégicas de apoptose, sem a sua indugdo por substancias, como acido
aceético ou peroxido de hidrogénio.

Muitos micro-organismos produzem sinais extracelulares que podem
estar associados as condigcdes do meio em que se encontram. Culturas de S.
cerevisiae e Candida albicans, sob condi¢des limitantes de nitrogénio, liberam
alcodis aromaticos, tais como triptofol, feniletanol, tirosol e farnesol, no meio
(CHEN & FINK, 2006; GHOSH et al., 2008). Esses compostos servem como
importantes moléculas regulatorias, cuja sintese €& modulada pela
disponibilidade nutricional, apresentando importante papel no processo de
envelhecimento das células das leveduras (SEVERIN et al., 2008; SHIRTLIFF
et al., 2009). E possivel que outros sinais extracelulares, tais como peptideos,
proteinas ou outros metabdlitos sejam produzidos por leveduras, em resposta a
condigdes limitantes do meio ou ao processo de envelhecimento celular.

As mudangas globais no metabolismo, sob diferentes condigbes
fisiologicas, podem ser acompanhadas pela caracterizagdo do perfil
metabdlico, a partir da identificacdo e quantificagdo dos metabdlitos produzidos
(VILLAS-BOAS et al., 2005). Assim, torna-se importante investigar e relacionar
a fisiologia da célula ao conjunto de metabdlitos das leveduras, especialmente
ao de K. lactis. O perfil metabdlico extracelular de S. cerevisiae, em diferentes
fases de crescimento mostrou que as maiores diferencas quanto aos
metabdlitos foram detectadas na transicdo da fase exponencial para a fase

estacionaria do crescimento, ou seja, na fase de desaceleracdo (ALLEN et al.,
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2003). Assim, a caracterizacdo do perfil metabdlico de leveduras, além de
contribuir para o entendimento da resposta global a uma condig¢éo fisioldgica,
pode revelar, também, metabdlitos de interesse biotecnoldgico e relacionados a
respostas fisiolégicas das leveduras, quando em condi¢gdes de limitagao
nutricional por nitrogénio ou mesmo metabdlitos que possam sinalizar o
processo de envelhecimento, por exemplo.

Diante dessas consideragdes, o interesse em investigar o
envelhecimento de culturas de Kluyveromyces lactis em fungdo de condi¢des
fisiologicas de limitagdo nutricional por nitrogénio, visando a identificacdo de
sinais extracelulares que desencadeiam tal processo ou em resposta as

condicdes limitantes do meio.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO FISIOLOGICA DE Kluyveromyces lactis
EM CULTURA CONTINUA SOB LIMITACAO POR NITROGENIO
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1. INTRODUCAO

Leveduras ativam vias metabdlicas e de sinalizacdo especificas em
resposta a condi¢gdes de limitacdo nutricional, visando sua adaptacgao,
manutencgado e sobrevivéncia no meio (WASHBURNE et al., 1993; WERNER-
WASHBURNE et al., 1996; WINDERICKX et al., 2003). Condi¢bes de limitagao
nutricional podem revelar proteinas e metabdlitos com potencial aplicabilidade
em processos e produtos biotecnoldgicos, além de auxiliar no estabelecimento
de mecanismos de regulagdo do metabolismo de leveduras.

Diferentemente do metabolismo sob limitagado por carbono, cujas vias de
sinalizagao envolvidas na regulagdo do processo sdo bem compreendidas, o
metabolismo sob limitagado por nitrogénio, n&o € tdo conhecido em leveduras,
principalmente em relagdo a Kluyveromyces lactis, a levedura alternativa a
Saccharomyces cerevisiae em estudos basicos ou aplicados (SCHAFFRATH &
BREUNING, 2000; MAGASANIK & KAISER, 2002; MAGASANIK, 2005).

Em S. cerevisiae, existe um sensor extracelular de aménia, Mep2, e um
sensor de aminoacidos SPS, complexo multimérico composto pelas proteinas
Ssy1, Ptr3 e Ssy5 (FORSBERG & LJUNGDAHL, 2001). Enquanto o transporte
de amdnia € mediado por trés permeases, produtos dos genes MEP1, MEP2 e
MEP3 (MAGASANIK & KAISER, 2002), o transporte de aminoacidos através da
membrana plasmatica é ativo, dirigido por gradiente de prétons, via permeases
especificas aos diferentes aminoacidos (REGENBERG et al., 1999). Em K.
lactis, genes ortdlogos aos de S. cerevisiae podem ser identificados
(http://cbi.labri.fr/’Genolevures/elt).

A regulacdo do metabolismo de nitrogénio, determinado pelos genes
transcritos e as enzimas envolvidas no metabolismo, ocorre em resposta a
concentragado e a qualidade da fonte de nitrogénio disponivel (DICKINSON &
SCHWEIZER, 2004). Os mecanismos e as vias de sinalizacdo que geram e
transmitem a informacdo do status nutricional do meio para a maquinaria
celular, em leveduras, tém sido investigados. As células percebem as
condigdes do meio com relagdo a disponibilidade de nutrientes (sensing),
transmitem essa informagdo para o nucleo (sinalizagdo) e promovem a
expressdo de genes especificos, em resposta a essas condigdes (tradugao).

Algumas respostas fisiolégicas de leveduras, incluindo os géneros
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Saccharomyces e Kluyveromyces, em condicdes limitantes de nitrogénio,
envolvem o controle do crescimento, sintese de rRNA, biogénese de
ribossomos, sintese de proteinas ribossomais e ciclo celular (ZAMAN et al.,
2008).

Uma etapa importante no estudo da caracterizacdo fisiolégica de
leveduras associada a limitagdo por nitrogénio € o estabelecimento do
crescimento das mesmas em funcdo da concentragdo da fonte de nitrogénio
especifica. O sistema de cultura continua, com o fluxo de alimentacdo
controlando a entrada do fator nutricional limitante, permite de forma simples,
mas precisa, avaliar as respostas fisiolégicas associadas a concentragdo do
nutriente em questdo. Para K. lactis pouco é conhecido sobre as fontes de
nitrogénio preferenciais ou os parametros cinéticos, como velocidade
especifica de crescimento e constante de saturagdo que regem a utilizagcéo
dessas fontes.

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi analisar a cinética de
crescimento de Kluyveromyces lactis em fungdo de diversas fontes de
nitrogénio, além de estabelecer e caracterizar fisiologicamente culturas de K.

lactis, sob diferentes niveis de limitagao por nitrogénio.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo e condicdes de cultivo

A levedura Kluyveromyces lactis CBS 2359, uma linhagem selvagem da
colecdo de culturas do Laboratorio de Fisiologia de Microrganismos,
proveniente do Laboratoire de Genétique et Physiologie - Institut de Genétique
et Microbiologie (Université Paris-Sud — Orsay/France) foi objeto de estudo
neste trabalho. A cultura foi estocada em meio YCB (Yeast Carbon Base,
Laboratérios Difco®, Detroit, EUA), acrescido de 5 g.L”' de sulfato de aménio
(fonte de nitrogénio), contendo 50 % de glicerol, a - 80 °C. Antes de ser usada
como indculo, a cultura foi ativada em 50 mL de YCB + 5 g.L™' de sulfato de

amoénio e incubada a 30 °C, sob agitacdo de 200 rpm, por 18 horas.

2.2. Crescimento de Kluyveromyces lactis em diferentes fontes de
nitrogénio, pH e concentracdo de células (biomassa)

Para estabelecer as fontes preferenciais de nitrogénio e a condi¢ao de
limitacdo nutricional, as culturas de K. lactis, previamente ativadas, foram
inoculadas em meio YCB acrescido das seguintes fontes de nitrogénio,
separadamente: sulfato de amoénio e aminoacidos (alanina, arginina,
asparagina, aspartato, cisteina, fenilalanina, glicina, glutamato, glutamina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, serina, tirosina, treonina,
triptofano, valina). As concentragcbes das fontes de nitrogénio utilizadas
variaram entre 0,02 a 30 mM.

Para verificar a melhor condicdo de crescimento, considerando
diferentes valores de pH, K. lactis foi cultivada em meio YCB acrescido de 5
g.L™" de sulfato de aménio e tamponado com os seguintes sistemas tamp&o:
acetato (pH 4), citrato (pH 3 e 5), fosfato (pH 6 e 7), Tris-HCI (pH 8), borato (pH
9) e carbonato (pH 10).

Para estabelecer a condicdo de melhor densidade populacional inicial,
as culturas de K. lactis foram cultivadas em meio YCB com 5 g.L™ de sulfato de
amonio, apresentando absorvancia a 600 nm (Asgo) inicial de 0,05; 0,1; 0,2; 0,5;
1,0; 2,0 e 5,0, cujos valores de biomassa sao 0,017; 0,034; 0,068, 0,17; 0,34,

0,68 e 1,7 mg.mL™, respectivamente.
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2.3. Cultivo em batelada

Culturas de K. lactis foram cultivadas em batelada em frascos
erlenmeyers de 250 mL, contendo um volume final de 50 mL de meio de cultura
(YCB + 5 g.L"' de sulfato de aménio), nas diferentes condicdes previamente
mencionadas (item 2.2). As culturas foram incubadas a 30 °C sob agitacao de
200 rpm, por 24 horas. Amostras de 1 mL foram retiradas em intervalos de uma
hora até 10 horas de cultivo e uma medida adicional foi retirada com 24 horas
de cultivo. Tais amostras foram lidas em espectrofotdbmetro, em absorvancia a
600 nm, a fim de acompanhar o crescimento populacional da levedura. As

amostras foram diluidas quando a densidade 6ptica ultrapassou o valor de 0,6.

2.4. Cinética de crescimento

A cinética de crescimento foi avaliada em funcdo das diferentes
concentracdes de fontes de nitrogénio, pH e biomassa. Os graficos foram
construidos, com os valores logaritmicos neperianos da Agyp na ordenada
versus tempo, em horas, na abscissa. A velocidade especifica de crescimento
(u) foi calculada como o coeficiente angular do melhor ajuste da regressao

linear dos dados da fase de crescimento exponencial das culturas.

2.5. Determinacao da velocidade especifica maxima de crescimento (Umax.)
e constante de saturacéo (Ks)

Os parametros cinéticos umax. € Ks foram determinados, utilizando o
programa Sigma Plot versdo 10.0 (Systat Software Inc., Califérnia/USA), ao
nivel de 95 % de confianga. Os dados obtidos da velocidade especifica de
crescimento de K. lactis para cada concentragdao de fonte de nitrogénio foram
ajustados ao modelo cinético, descrito por MONOD (1949), conforme a
equacgao: U = (Mmax.*S) / (S*Ks), onde u corresponde a velocidade especifica de
crescimento; Umax, @ velocidade especifica maxima de crescimento; S, a

concentracao da fonte de nitrogénio e Ks, a constante de saturagao.

2.6. Cultivo continuo e limitacdo nutricional por nitrogénio
A partir da determinacado dos parametros cinéticos de K. lactis e para
garantir densidade populacional mensuravel e uniforme, sob limitacdo

nutricional por nitrogénio, experimentos em cultura continua foram realizados,
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em duplicata, em fermentadores (biorreatores) montados com frasco jaquetado
Wheaton de 0,5 L. Cada biorreator foi conectado a dois recipientes, sendo um
de entrada de meio YCB (acrescido de 5 g.L™"' de sulfato de aménio e
tamponado com 50 mM de tampéao fosfato de potassio, pH 5,5) e outro de
saida da cultura. Os fermentadores continham um volume de trabalho de 250
mL. As culturas, mantidas a 30 °C, foram homogeneizadas e aeradas por
agitacdo magnética. Os fluxos de alimentagédo das culturas conduzidas foram:
0,05; 0,10; 0,13; 0,21; 0,36 e 0,84 mL/min., correspondendo as velocidades
especificas de crescimento de 0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,09 e 0,2 h™,
respectivamente. As culturas continuas foram operadas por oito geragdes, para
estabelecer o regime permanente (steady-state). Amostras foram coletadas,
em ftriplicata, representativas de cada condigdo de steady-state, durante 24
horas, para as posteriores analises das caracteristicas de envelhecimento e do

perfil metabdlico de K. lactis.

2.7. Relacéo entre absorvancia a 600 nm (Agpo) € massa celular seca

Culturas de K. lactis foram ativadas conforme descrito no item 2.1. Para
obter uma Agq inicial de 0,1, 100 mL de YCB + 5 g.L™" de sulfato de aménio
foram inoculados com as culturas de K. lactis ativadas. Essas culturas foram
incubadas a 30 °C, sob agitacdo de 200 rpm, por 18 horas. Em seguida, as
culturas foram centrifugadas a 5000 x g, por 10 minutos, a 4 °C. A massa
celular obtida foi ressuspensa em 6 mL de agua destilada estéril. Foram
retiradas quatro aliquotas de 1 mL da suspensao para determinacdo da massa
celular seca, a 105 °C, por 24 horas. Amostras de 1 mL da suspensao de
células foram utilizadas para a realizagdo das seguintes diluigbes, em triplicata,
102, 2 x 102, 3 x 102, 4 x 102, 5 x 102 e 6 x 10. A regress3o linear entre a
absorvancia (Aspo) € a massa celular seca (mg.mL™") permitiu a determinagéo
da massa celular seca, correspondente a uma unidade de absorvancia a 600
nm. Uma unidade de Agyy mostrou ser equivalente a 0,319 mg.mL™ de massa
celular seca de K. lactis, conforme determinado pela equacdo: massa seca
(mg.mL™") = (Aggo + 0,0038)/3,1449 (Anexo 3).
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2.8. Determinacgéo do tempo de geracgao (Tg) e tempo de residéncia (r)

O tempo de geragao (Tg), ou seja, o tempo requerido para a duplicagéao
da populacao de células das culturas continuas de K. lactis, foi calculado pela
razao entre o valor logaritmico neperiano de 2 (LN 2 = 0,693) e a velocidade
especifica de crescimento (p).

O tempo de residéncia (1), ou seja, o tempo médio de permanéncia das
células de K. lactis dentro dos biorreatores, foi determinado pela razdo entre o
volume de trabalho dos fermentadores (V) e o fluxo de alimentagdo das

culturas (F).

2.9. Analise de proteinas extracelulares

As amostras das culturas continuas de K. lactis foram centrifugadas a
10.000 x g, por 10 minutos, a 4 °C. Ao sobrenadante resultante foram
adicionados os seguintes inibidores de proteases: pepstatina A (1 uM), EDTA
(10 mM), PMSF - phenylmethylsulphonyl fluoride (1 mM), iodoacetamida (10
uM). Esse sobrenadante foi ultrafiltrado e concentrado no sistema AMICON®,
utilizando membranas de 5.000 Da. Em seguida, as amostras foram dialisadas,
por 150 vezes, em 50 mM de tampé&o acetato de sddio, utilizando membranas
de dialise de 1.000 Da.

O rendimento de proteina extracelular por biomassa (Yrix) foi calculado,
segundo descrito por BAILEY & OLLIS (1986), como concentracéo de proteina
(ng.mL™") por massa celular (mg. mL™).

A produtividade de proteina extracelular, (P/X).D, foi determinada pela
razdo da concentracdo de proteina produzida pela biomassa obtida das
culturas continuas, em regime permanente, em cada velocidade de
crescimento, e o valor resultante multiplicado pela taxa de diluicdo (D) de cada
cultura.

A concentragdo de proteinas totais das amostras obtidas foi determinada
pelo método de BRADFORD (1976), usando BSA (Bovine Sorum Albumin)
para a obtencdo de uma curva padrao de proteina nas concentragdes de 2,5 a
15 ug (Anexo 4).

As proteinas totais foram precipitadas com 100 % de acetona gelada,

por 24 horas, a - 20 °C, seguida de centrifugag¢ao a 13.000 x g, por 10 minutos,
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a 4 °C. O sedimento foi lavado por duas vezes com 1 mL de 80 % de acetona
gelada, recuperado por centrifugagcdo a 13.000 x g, por 10 minutos, a 4 °C,
seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 30 uL de tampao de amostra
(125 mM de Tris-HCI, pH 6,8; 10 % de pB-mercaptoetanol; 10 % de SDS; 10 %
de glicerol e 2 % de azul de azul de bromofenol). As amostras foram aquecidas
a 100 °C, por 5 minutos. A analise qualitativa do perfil das proteinas
extracelulares das amostras foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida, utilizando os gradientes de 5 a 15 % e de 10 a 20 %, segundo a
metodologia descrita por LAEMMLI (1970). Os padrdes de massa molecular
usados foram na faixa de 14,4 a 97,4 kDa (Promega®) e na faixa de 10 a 220
kDa (Invitrogen®). Dois procedimentos de coloracdo foram utilizados: coloracdo
com Coomassie Blue Coloidal G-250 e coloragdo com Prata, em conformidade
com o proposto por NEUHOFF et al. (1988).

2.10. Analises estatisticas

Para constatar diferencas significativas entre os dados analisados, foram
aplicados o Teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade (programa Assistat
versdao 7.6 beta - DEAG/CTRN/UFCG, Paraiba/Brasil) e o Intervalo de

Confianga ao nivel de 95 % (programa Sigma Plot verséo 10.0).
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3. RESULTADOS

3.1. Estabelecimento de condi¢cdes fisiologicas de limitacdo por
nitrogénio em culturas de Kluyveromyces lactis

Com o objetivo de definir as fontes preferenciais de nitrogénio e
estabelecer a condicdo de limitacdo nutricional, o cultivo de K. lactis em

diferentes fontes e concentragcdes de nitrogénio mostrou que, em termos
velocidades especificas maximas de crescimento (Umax.), @ levedura possui
maior crescimento em presenca de sulfato de aménio, glutamato, glutamina,
asparagina ou aspartato. Os valores de Umax. € da constante de saturagéo (Ks)

para essas fontes de nitrogénio foram, respectivamente: 0,40 h™' e 0,091 mM;
0,39 h™' e 0,160 mM; 0,37 h™" e 0,139 mM; 0,36 h™ e 0,192 mM; 0,36 h™ e
0,120 mM. Em contrapartida, metionina, histidina, triptofano ou cisteina nao sao
boas fontes de nitrogénio para K. lactis, que apresentou menor crescimento em
presenca dessas, confirmado pelos baixos valores das velocidades especificas

maximas de crescimento (0,11 a 0,03 h™") (Tabela 1).
A partir da determinagdo dos valores de Lmax. para cada fonte de

nitrogénio e pela analise do intervalo de confianga, ao nivel de 95 % de
confianga, foi verificado que ndo houve diferengas significativas entre as fontes
de nitrogénio utilizadas de um mesmo grupo (I, II, Il ou IV). No entanto, houve
diferencgas significativas entre as fontes de nitrogénio utilizadas de cada grupo
(1, I, 1l e IV) (Anexo 2).

Considerando o maior crescimento de K. lactis, em presencga de sulfato
de amobnio ([NH4],SO,4), além desta fonte nado diferir das demais fontes
preferenciais de nitrogénio (grupo 1), esta foi utilizada na analise da cinética do
crescimento de K. lactis em fungcdo da concentracdo de [NH4].SO4, que variou
de 0,02 a 30,0 mM (Figura 1). Cada ponto da Figura 1 representa o coeficiente
angular da relagdo LN Agoonm Vversus Tempo (h), para cada concentragdo de
sulfato de amoénio utilizada. No intervalo de concentragdo utilizada, a
velocidade especifica de crescimento de K. lactis aumentou em funcido da
concentracao de sulfato de amdnio, apresentando uma cinética de saturacao,

conforme o modelo proposto por Monod, com uma correlagéo de 0,994.
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As cinéticas de crescimento de K. lactis em fungdo da concentragao das

demais fontes de nitrogénio utilizadas estdo apresentadas no Anexo 1.
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Tabela 1: Velocidades especificas maximas de crescimento (Umsx.) € constantes de saturacdo (Ks) de culturas de
K. lactis, conduzidas em batelada, em diferentes fontes de nitrogénio.

Grupos  Fonte de Nitrogénio  pmax. (h™) Ks (MM) r? F
I Sulfato de Aménio 0,40 0,091 0,9936 902,08*
I Glutamato 0,39 0,160 0,9989 653,13
I Glutamina 0,37 0,139 0,9902 520,96
I Asparagina 0,36 0,192 0,9868 542,95
I Aspartato 0,36 0,120 0,9874 404,47
I Alanina 0,33 0,379 0,9886 389,11
I Arginina 0,27 0,141 0,9857 323,10*
Il Treonina 0,25 0,072 0,9845 321,42
I Lisina 0,24 0,131 0,9863 264,98
Il Valina 0,24 0,082 0,9877 176,31
I Tirosina 0,24 0,076 0,9962 158,68
Il Fenilalanina 0,23 0,091 0,9941 147,54
1 Serina 0,20 0,124 0,9987 138,20*
1l Isoleucina 0,19 0,048 0,9925 101,46
1 Leucina 0,19 0,200 0,9937 97,70
1] Prolina 0,17 0,214 0,9943 98,19
1 Glicina 0,15 0,094 0,9929 55,78
\Y, Metionina 0,11 0,087 0,9970 50,97*
\Y, Histidina 0,10 0,058 0,9894 35,75
\Y Triptofano 0,10 0,054 0,9931 25,57
\Y, Cisteina < 0,35mM 0,08 0,012 0,9820 58,05
\Y Cisteina > 0,35mM 0,03 0,259 0,9837 30,05

* Significativo ao nivel de 95 % de confianga, pelo intervalo de confianga.
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Figura 1: Cinética de crescimento de K. lactis em fungdo da concentracédo de
sulfato de aménio ([NH4],SO,4), conduzida em batelada, em meio YCB,
ajustada conforme o modelo de Monod: p = pmax..S/(Kst+S).

Uma vez que em presenca de sulfato de aménio, a assimilacdo dos ions
aménio (NH;") e a liberagdo de prétons (H*) pela levedura, ocasionam a
formagédo de acido sulfurico (H,SO4) e consequente acidificagdo do meio, foi
necessario definir o melhor sistema tampao que mantivesse o pH do meio,
evitando a sua reducao e nao afetando o crescimento de K. lactis. Além disso,
a melhor condigao de crescimento de K. lactis, considerando diferentes valores

de pH, foi averiguada.
A Tabela 2 revela as velocidades especificas de crescimento (1) e as

correspondentes biomassas (massas celulares), relativas aos valores da
densidade 6ptica maxima (DOnax.), de K. lactis, em meio YCB acrescido de 5
g.L" de sulfato de aménio e de diferentes sistemas tampao, em diferentes
valores de pH. Como mostrado, o tampao fosfato (pH 6 e 7) foi o que

proporcionou 0 maior crescimento da levedura, considerando os maiores

valores de 1 (0,39 e 0,41 h™") e biomassa (3,67 e 3,77 mg.mL™") apresentados.
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Em 24 horas de cultivo, o tampao fosfato foi o que conseguiu manter o pH do
meio de K. lactis, por mais tempo (aproximadamente 18 horas), nas condigdes

avaliadas.

Tabela 2: Velocidades especificas de crescimento (1) e correspondentes
biomassas (mg.mL™) de culturas de K. lactis, conduzidas em batelada, em
meio YCB adicionado de diferentes sistemas tampédo e pH. Os resultados
representam as meédias aritméticas + o desvio padrao de 3 repeticdes.

Tampéo - pH Biomassa (mg.mL™) u(h™
Sem tampao 222+0,042° 0,33+0,013°
Citrato - 3 2,12+ 0,060 © 0,32 + 0,006 ¢
Acetato - 4 0,05 + 0,007 ¢ 0,02 + 0,002
Citrato - 5 3,05+ 0,042 ° 0,33+ 0,002 °
Fosfato - 6 3,67 + 0,155 2 0,39 + 0,001 °
Fosfato - 7 3,77 +0,1132 0,41+ 0,001 2
Tris-HCI - 8 2,23+0,091° 0,24 + 0,015
Borato - 9 0,03 + 0,007 ¢ -0,01 + 0,001 ¢
Carbonato - 10 0,03 + 0,001 ¢ -0,02 + 0,003 ¢

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
Teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

O efeito da concentragdo de massa celular na cinética de crescimento
de culturas de K. lactis foi avaliado em meio YCB acrescido de 5 g.L™" de sulfato
de amoénio, apresentando densidade optica inicial de 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 1,0; 2,0
e 5,0, em absorvancia a 600 nm. Como demonstrado na Tabela 3, as culturas

de K. lactis com as densidades Opticas iniciais de 0,05, 0,1 e 0,2, possuiram as
maiores velocidades especificas de crescimento (u), cujos valores foram,

respectivamente: 0,36, 0,36 € 0,35 h™.

Diante desses resultados, as condi¢des fisioldgicas de crescimento e de
limitacdo por nitrogénio para culturas continuas de K. lactis foram
estabelecidas: em meio YCB suplementado com sulfato de aménio, como fonte
de nitrogénio, tamponado com tampao fosfato (pH 5,5 - 6,0) e com fluxo de
alimentacdo, que resultasse em velocidades de crescimento de 0,01 a 0,2 h™,
correspondendo a diferentes niveis de limitagao por nitrogénio, de acordo com

o0 modelo cinético previamente estabelecido.

34



Tabela 3: Velocidades especificas de crescimento (i) e correspondentes
biomassas (mg.mL™") de K. lactis, conduzidas em batelada, em meio YCB,
apresentando diferentes densidades optica iniciais, em absorvancia a 600 nm.
Os resultados representam as medias aritméticas + o desvio padrdo de 3
repeticées.

DO inicial Biomassa (mg.mL™) u(hh
0,05 2,09 + 0,056 ' 0,36 + 0, 001 @
0,1 2,21+0,021° 0,36 + 0,003 @
0,2 2,29 + 0,042 © 0,35+ 0,006 °
0,5 2,48 + 0,042 ¢ 0,30 + 0,004 °©
1 2,69+ 0,063 °© 0,21 + 0,007 ¢©
2 2,91+0,021° 0,17 £ 0, 005 ©
5 4,49 + 0,049 ® 0,10 + 0,003

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
Teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

3.2. Caracterizacéo fisiologica de culturas continuas de Kluyveromyces

lactis sob limitacédo por nitrogénio

Estabelecidas as condigbes fisiolégicas de limitagdo por nitrogénio e

para manter essas condicbes, a partir da determinagcdo da velocidade
especifica maxima de crescimento (Umax.) de 0,40 h™', para sulfato de aménio,

culturas continuas de K. lactis foram conduzidas, em meio YCB acrescido de
sulfato de amoénio, sob 6 velocidades de crescimento, com valores de: 0,01;
0,02; 0,03; 0,05; 0,09 e 0,2 h™.

A Tabela 4 apresenta alguns parametros das culturas continuas de K.
lactis, em regime permanente, sob limitagao por nitrogénio ([NH4].SO,4). Nestas
condigbes, o aumento da velocidade de crescimento e, consequentemente, do
fluxo de alimentacéo das culturas foi acompanhado pela reducdo do tempo de
geragao, reducado do tempo de residéncia (tempo médio de permanéncia das
células nos biorreatores) e diminuicdo da massa celular. O pH se manteve

constante durante o crescimento nas 6 velocidades de crescimento analisadas.
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Tabela 4: Parametros de culturas continuas de K. lactis sob limitagdo por nitrogénio ([NH4],SO,).

*

1 Fluxo Tempo de T Biomassa

() (mLmin?) Gezﬁ;?ao (h) DO (mg.mLY) pH

lell lell lell lell | Il | Il I Il
0,01 0,05 70 100 4,1 4,2 1,30 1,34 55 5,4
0,02 0,10 35 50 3,4 3,6 1,08 1,15 5,5 53
0,03 0,13 23 33,33 2,8 29 0,89 0,92 54 55
0,05 0,21 14 20 24 2,7 0,76 0,86 5,5 5,6
0,09 0,38 8 11,11 21 2,2 0,67 0,70 54 5,6
0,2 0,84 3,5 5 1,3 1,2 0,41 0,38 55 54

" Tempo de residéncia em horas.
| = Biorreator 1; |l = Biorreator 2
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O rendimento de proteina extracelular por biomassa (Yrix) calculado
para cada cultura de K. lactis, sob diferentes niveis de limitagdo por nitrogénio,
mostrou maior rendimento de proteina extracelular para as culturas conduzidas
sob menores velocidades de crescimento, como 0,01 h™ (Yex = 0,045
mg.mg™"), quando comparado com as culturas conduzidas sob maiores
velocidades de crescimento, como 0,2 h™" (Yeix= 0,023 mg.mg™).

A concentragdo de proteinas extracelulares foi maior nas culturas
conduzidas sob menores velocidades de crescimento (n = 0,01 h™'/ [proteina] =

~60 ug.mL'1) do que sob maiores velocidades de crescimento (u= 0,2 h™/

[proteina] = ~10 ug.mL'1). A concentragdo de proteinas extracelulares em
culturas de K. lactis, conduzidas sem condi¢gbes de limitagdo por nitrogénio
(YCB + 5 g.L™! de sulfato de amdnio), sob batelada e em fase exponencial de
crescimento, foi de 41, 724 ug.mL'1.

A Figura 2 apresenta a produtividade de proteinas extracelulares,
(P/X).D, de culturas continuas de K. lactis, sob limitagdo por nitrogénio. As
culturas conduzidas sob as menores velocidades de crescimento (u= 0,01 a
0,05 h'1) apresentaram a produtividade de proteinas associada ao crescimento,
enquanto aquelas conduzidas sob as maiores velocidades de crescimento (u =
0,09 e 0,2 h™") apresentaram a produtividade de proteinas n3o associada ao

crescimento.
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Figura 2: Produtividade de proteinas extracelulares das culturas continuas de

K. lactis, sob diferentes velocidades de crescimento (n), cada uma
correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio, nos biorreatores | e II.

O perfil das proteinas extracelulares representativo das culturas
continuas de K. lactis, sob limitagdo por nitrogénio, averiguado por eletroforese
em gel de poliacrilamida, utilizando os gradientes de 5 a 15 % e de 10 a 20 %,
esta apresentado na Figura 3A-B, respectivamente. As amostras mostraram
um padrao de bandas distinto entre as diferentes velocidades de crescimento,
tanto no gradiente de 5 a 15 % (coloragdo com Prata), como no gradiente de 10
a 20 % (coloragao com Coomassie Blue Coloidal), nos biorreatores | e Il. Um
grande numero de bandas é observado, nos geéis, nas amostras
correspondentes as menores velocidades de crescimento (0,01 e 0,02 h™"). Por
outro lado, algumas bandas mostraram presentes ou ausentes, em
determinadas velocidades de crescimento, como por exemplo, a banda de ~30

kDa, aparentemente presente apenas na velocidade de 0,02 h™.
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Figura 3: Perfil protéico extracelular representativo de culturas continuas de K.
lactis, sob limitagdo por nitrogénio, em diferentes velocidades de crescimento
(), em SDS-PAGE. A- Coloragdo com Prata, M- marcador de massa molecular
Promega®. B- Coloragcdo com Coomassie Blue Coloidal G-250, M- marcador
de massa molecular Invitrogen®.
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4. DISCUSSAO

Geralmente, amodnia ou glutamina sdo consideradas fontes de nitrogénio
preferenciais para Saccharomyces cerevisiae, mas algumas linhagens podem
também utilizar glutamato ou asparagina (DICKINSON & SCHWEIZER, 2004).
O mesmo parece ocorrer com a levedura Kluyveromyces lactis. Neste trabalho,
K. lactis apresentou as maiores velocidades especificas maximas de
crescimento em presenga de sulfato de ambdnio, glutamato, glutamina,
asparagina e aspartato. A assimilagdo de nitrogénio, em leveduras, pode ser
feita pela aminacdo redutiva de 2-cetoglutarato, catalisada pela enzima
glutamato desidrogenase; ou ainda pela sintese de glutamina, a partir de
glutamato e amodnia, catalisada pela enzima glutamina sintase e glutamato
sintetase (MAGASANIK & KAISER, 2002; JIMENEZ-MARTI et al., 2008).
Assim, sugere-se que as fontes, sulfato de aménio, glutamato e glutamina,
alimentam igualmente as vias de assimilacdo de nitrogénio, e mostram ser as
fontes de nitrogénio preferenciais para K. lactis, além de asparagina e
aspartato, cujas velocidades especificas maximas de crescimento foram
também altas e sem diferenca significativa, ao nivel de 95 % de confianga. Por
outro lado, metionina, histidina, triptofano e cisteina podem ser considerados
fontes nao-preferenciais de nitrogénio pela levedura, o que é confirmado pelos
baixos valores das velocidades especificas maximas de crescimento, em
presencga desses aminoacidos.

A constante de saturagao (K;) reflete a afinidade da célula pelo substrato
e os valores descritos, para leveduras, estdo na ordem de 0,11 mM para
glicose (WALKER, 1998). Os valores de Ks para fontes de nitrogénio, em
leveduras, nado tem sido até entdo descritos. Espera-se, entretanto, que esses
valores sejam dezenas de vezes menores para nitrogénio, embora WALKER
(1998) faca referéncia a constante associada a afinidade de transportadores de
ions amoénio (K;) na ordem de 0,1 a 0,2 mM. No presente trabalho, o valor de Kg
determinado para sulfato de amdnio (0,091 mM), assim como para as outras
fontes igualmente preferenciais de nitrogénio, foram na mesma ordem do K;
mencionado.

A cinética de crescimento de K. lactis em fungdo da concentracao de

sulfato de amdnio, permite sugerir que concentragdes do substrato entre 0,02 a
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5 mM correspondem a uma faixa de limitagdo nutricional por nitrogénio, o que
pode ser comprovado pelo ajuste ao modelo cinético de Monod e pelo valor da
correlagao desse.

Em meio YCB, a assimilacdo de sulfato de aménio como fonte de
nitrogénio, por leveduras, provoca a reducdo do pH do meio. Por isso, a
manutencdo do pH do meio com um sistema tampdo foi necessaria, de
maneira que o crescimento da levedura nao fosse afetado. O tampéao fosfato
(pH 6 e 7), foi o que possibilitou 0 maior crescimento, formagéao de biomassa e
manutencdo do pH do meio por mais tempo, por K. lactis, inclusive em
comparagao ao cultivo da levedura sem a presenga de tampao, o que esta em
conformidade com o relatado por CORTEZ & ROBERTO (2006). Uma vez que
sais de fosfato podem aumentar as taxas de crescimento, associado aos
valores de pH étimo de crescimento da levedura (pH 5,5 a 6,5), os resultados
obtidos estao de acordo.

Para uma analise global do metabolismo, seja protedbmica ou
metaboldmica, € necessario que a populacdo microbiana alcance uma
concentracdo de células suficiente para o nivel de deteccdo dessas analises.
No entanto, para evitar o efeito da concentracdo de massa celular na cinética
de crescimento de K. lactis e garantir que o unico fator limitante nas culturas
continuas fosse nitrogénio, mas nédo densidade populacional, culturas de K.
lactis foram conduzidas com diferentes densidades Opticas iniciais, sendo
aquelas de 0,05, 0,1 e 0,2 as que proporcionaram as maiores velocidades
especificas de crescimento da levedura. Normalmente, maiores taxas de
crescimento, para leveduras, sdo observadas para culturas apresentando
densidades opticas iniciais de 0,05 ou 0,1 (DICKINSON & SCHWEIZER, 2004).

Todos esses resultados permitiram estabelecer as condigdes fisioldgicas
de crescimento e de limitagdo por nitrogénio para culturas continuas de K.
lactis como sendo em meio YCB suplementado com sulfato de amdnio, como
fonte de nitrogénio, tamponado com tampé&o fosfato (pH 5,5 - 6,0) e com fluxo
de alimentacao, que resultasse em velocidades de crescimento de 0,01 a
0,2 h™', correspondendo & limitagdo por nitrogénio de acordo com o modelo
cinético previamente estabelecido.

Os parametros das culturas continuas de K. lactis, em regime

permanente, sob limitagdo por nitrogénio, procederam conforme esperado. As
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culturas conduzidas sob as menores velocidades de crescimento, onde a
limitagdo por nitrogénio € mais intensa, apresentaram maior tempo de geracgao,
0 que é corroborado pelos maiores valores de tempo de permanéncia das
células nos biorreatores (t). Em consequéncia, a biomassa atingida foi maior.
O pH 6timo para producdo de biomassa em K. lactis CBS 683, em cultivo
continuo, é de 6,0 (BLONDEAU et al., 1994). Por outro lado, o pH do cultivo de
K. lactis CBS 2359 manteve-se constante (~5,5) e a biomassa, entre as
diferentes velocidades de crescimento avaliadas, variou de 0,4 a 1,3 mg.mL'1.
O valor maximo, descrito para K. lactis JA6, é de 2 mg.mL™ de biomassa, em
cultivo em batelada, em meio minimo com 2 % de fonte de carbono e
suplementado com aminoacidos, pH 6,0 (MERICO et al., 2004).

A secrecdo de proteinas extracelulares por K. lactis, conduzida em
culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento, cada uma
correspondendo a um nivel de limitagado por nitrogénio foi maior nas menores
velocidades de crescimento. Os dados sugerem um aumento na ativagdo da
maquinaria de sintese e secrecao de proteinas extracelulares pela levedura,
sob baixas velocidades de crescimento, onde a limitagdo nutricional por
nitrogénio € maior. Em geral, as leveduras sintetizam e secretam um numero
maior de proteinas, em condi¢des de estresse, como resposta fisiolégica ao
meio em que se encontram (RIOU et al., 1997; WINDERICKX, et al., 2003). Em
condigbes limitantes de nitrogénio, culturas de K. lactis conduzidas sob as
velocidades de crescimento de 0,03 e 0,09 h™', em cultivo continuo, secretaram
para o meio extracelular proteinas relacionadas ao metabolismo de
carboidratos, transporte de peptideos, enzimas de restricao, transferases,
quinases, hidrolases, descarboxilases e oxidases (SANTOS, 2008). Estudos
relacionados a identificacdo das proteinas extracelulares detectadas,
principalmente aquelas presentes em apenas determinadas velocidades de
crescimento, por eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional,
cromatografia liquida bidimensional e espectrometria de massas, devem ser
realizados com o intuito de complementar este trabalho, na tentativa de
relacionar a sintese dessas proteinas com a prépria condicdo de limitacao
nutricional ou a outros processos fisiolégicos, como o envelhecimento celular

da levedura, nessas condi¢des, por exemplo.
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No presente estudo, a limitagdo por nitrogénio e nao outro tipo de
limitagdo nutricional ou condigdo de estresse (pH, temperatura) € garantida
pelas proprias condi¢gdes pré-estabelecidas e ja discutidas. Além disso, o
cultivo continuo da levedura, em meio YCB acrescido de sulfato de amdnio
duas vezes concentrado e tamponado com tampao fosfato (pH = 5,5), revelou
um aumento da biomassa de K. lactis de aproximadamente 1,8 vezes (dados
nao mostrados), o que confirma a condig&o de limitagdo por nitrogénio.

Diante do exposto, o conhecimento sobre as respostas fisioldgicas de
culturas de leveduras sob condi¢cdes de limitacdo nutricional € de fundamental
interesse, uma vez que ainda ndo sao bem esclarecidos 0os mecanismos,
papeis e a importancia de varias adaptacbes metabdlicas ocorridas em
leveduras dos géneros Saccharomyces e Kluyveromyces, nessas condigdes. O
sistema de cultura continua pode ser util para a analise dessas respostas
fisioldgicas relacionadas a limitagdo nutricional, em diferentes estados

fisiologicos, permitindo a caracterizagc&o de culturas de leveduras.
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6. ANEXOS
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Anexo 1: Cinéticas de crescimento de K. lactis em funcédo da concentracao de diferentes fontes de nitrogénio, em meio
YCB, ajustadas conforme o modelo de Monod: p = pmax..S/(Ks+S).
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Anexo 2: Analise do intervalo de confianga, ao nivel de 95 % de confianga, de
culturas de K. lactis em diferentes fontes de nitrogénio, representantes dos
grupos |, 11, lll e IV. (e) Sulfato de amoénio, (o) Arginina, (m) Serina, (o) Histidina.
As linhas pontilhadas indicam o intervalo de confianga a 95 %.
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Anexo 3: Curva padrdo de massa celular seca (mg.mL™") de K. lactis, em meio
YCB acrescido de 5 g.L™! de sulfato de aménio.
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Anexo 4: Curva padrdo de proteina total (ug.mL™") realizada com BSA (soro
albumina bovina).

52



CAPITULO 3

CARACTERISTICAS DE ENVELHECIMENTO EM CULTURAS CONTINUAS
DE Kluyveromyces lactis SOB LIMITACAO POR NITROGENIO
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1. INTRODUCAO

O processo de envelhecimento refere-se as alteragBes bioquimicas e
fisioldgicas, ocorridas nos organismos ao longo do seu tempo de vida, as quais
afetam a atividade metabdlica e a viabilidade destes (HARMAN, 1981). O
interesse em conhecer o0s mecanismos do envelhecimento celular em
eucariotos superiores (multicelulares) tem motivado o estudo do processo em
eucariotos inferiores, como as leveduras, principalmente Saccharomyces
cerevisiae. Isso devido a algumas caracteristicas fundamentais apresentadas
pelas leveduras, destacando: o rapido crescimento celular e, portanto, o menor
tempo para ser completado o ciclo celular, além da facil manipulacao fisiolégica
e genética desses micro-organismos (DICKINSON & SCHWEIZER , 2004).

Enquanto em S. cerevisiae prevalece o metabolismo oxirredutivo
(fermentativo), em Kluyveromyces lactis o0 metabolismo é predominantemente
oxidativo (respiratorio), assemelhando-se mais aos eucariotos superiores.
Assim, K. lactis tem se destacado como um modelo alternativo a S. cerevisiae,
para os estudos relacionados ao processo de envelhecimento, além de outros
estudos fisiolégicos e genéticos (POLIAKOVA et al., 2002).

Algumas alteragbes morfologicas e bioquimicas ja foram observadas em
células de leveduras ao longo do seu tempo de vida, o que permite identificar o
seu envelhecimento. Assim, as células senescentes apresentam dimensdes
maiores do que as células mais jovens (JAZWINSKI, 2005). O numero de
cicatrizes, que sdo marcas deixadas na parede celular a cada célula-filha
gerada, € maior. Em consequéncia disso, o conteudo de quitina é aumentado
(KELLER et al., 1971). A medida que as células envelhecem, maior é o tempo
para se completar o ciclo celular. Outras caracteristicas relatadas em células
velhas sdo: alteragdo da forma celular, presenca de superficie celular
enrugada, aumento do tamanho do vacuolo, acumulo de espécies reativas de

oxigénio (ROS) intracelularmente e producdo de alcodis aromaticos

(JAZWINSKI, 2002; ZHANG, 2002; WINTER, 2004, CHEN & FINK, 2006;

SEVERIN et al., 2008). Além dessas, caracteristicas morfolégicas de apoptose,
um tipo de morte celular programada, que até quinze anos atras ndo havia sido

relatado para organismos unicelulares, e que em leveduras representam uma
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das ultimas alteracdes celulares retratadas pelo envelhecimento das mesmas,
tém sido descritas (MADEO et al., 1997 e 2004; CARMONA-GUTIERREZ et al.,
2010).

Condicdes de restricdo nutricional prolongam a meia vida das células e,
em consequéncia, retardam o seu envelhecimento (JIANG et al., 2000). Alguns
estudos jA demonstraram que a reducdo da concentragcdo de glicose ou
aminoacidos no meio de cultura aumenta a longevidade das células de
leveduras (GUARENTE et al., 2002; DILOVA et al., 2007). GUARENTE (2005)
reportou que condicdes de restricdo caldrica, por fonte de carbono,
aumentaram a longevidade de culturas de S. cerevisiae. As células
apresentaram longevidade maior na presenca de 0,5 % do que em 2,0 % de
glicose. GOMES e colaboradores (2007) demonstraram que a limitagdo, por
fonte de nitrogénio, especificamente aminoacidos, também aumentou a
longevidade de culturas de S. cerevisiae, desacelerando o0 processo de
envelhecimento das células. Tem sido relatado que a remocéao de glutamato ou
asparagina e a remocao de aminoacidos ndo-essenciais do meio aumentam o
tempo de vida (lifespan), em linhagens de S. cerevisiae (JIANG et al., 2000).
Por outro lado, a presenca de outro composto aminado no meio, a espermidina,
suprime o fendtipo necrético, em células de S. cerevisiae, durante o
envelhecimento das mesmas, enquanto a limitacdo dessa poliamina no meio
acelera o processo de envelhecimento (SCHIPPER et al., 2000).

Ao contrario da restricdo caldrica, a limitacdo por nitrogénio pode
acelerar o envelhecimento de leveduras, uma vez que foi constatada a reducéo

de 70 % na taxa de crescimento de culturas de K. lactis em presenca de

concentracdo de sulfato de aménio 10 vezes menor que 38 mM e células com

caracteristicas de envelhecimento (CORREA, 2007). Além disso, estudos

prévios realizados por CORREA (2007) demonstraram que culturas continuas
de K. lactis conduzidas sob baixas velocidades de crescimento e sob limitagc&o
por nitrogénio, na forma de sulfato de amonio, também apresentaram células
com caracteristicas de envelhecimento, como maior concentracéo de quitina na
parede celular, maiores dimensdes celulares e presenca de condensacao e

fragmentacdo de DNA, indicando a possivel ocorréncia de apoptose.
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Considerando as poucas informacdes sobre o envelhecimento de
leveduras, em culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento e
sob limitagcdo por sulfato de aménio, como Unica fonte de nitrogénio, foi
proposto neste trabalho avaliar a presenca de caracteristicas de
envelhecimento, tais como viabilidade celular, cicatrizes celulares e
concentracdo de quitina, espécies reativas de oxigénio (ROS), apoptose por
externalizacdo da fosfatidilserina e por fragmentacdo do DNA, dimensdes
celulares e deteccdo de alcodis aromaticos, em culturas continuas de
Kluyveromyces lactis, conduzidas sob diferentes velocidades de crescimento e

em diferentes condic¢@es fisioldgicas de limitagdo nutricional por nitrogénio.
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2. MATERIAL E METODOS

Conforme estabelecido previamente no Capitulo 2, culturas continuas de
K. lactis foram conduzidas em diferentes velocidades de crescimento (0,01;
0,02; 0,03; 0,05; 0,09 e 0,2 h™), sob diferentes niveis de limitacdo por
nitrogénio, impostos pela variagdo dos fluxos de alimentagdo das culturas. O
sobrenadante das culturas coletado, em triplicata, e representativo de cada
condicdo de regime permanente (steady-state) foi utilizado para as posteriores
andlises do envelhecimento de K. lactis. Como controle, foi utilizada uma
cultura de K. lactis, conduzida sem condi¢fes de limitagdo por nitrogénio (YCB
+ 5 g.L"! de sulfato de aménio), sob batelada, e em fase exponencial de

crescimento.

2.1. Viabilidade celular de culturas de Kluyveromyces lactis

A viabilidade celular de amostras das culturas de K. lactis conduzidas foi
avaliada por citometria de fluxo. Apés centrifugacdo a 10.000 x g, por 10
minutos, a 4 °C, o sedimento de massa celular obtido foi lavado por duas vezes
com 0,9 % de solucao salina e ressuspendido em 1 mL da mesma solucéo.
Uma suspensdo de 10° células foi colocada em tubos de poliestireno. No
momento da leitura dos dados em citdmetro de fluxo foi adicionado 1 uL de

0,4 % de azul de Tripan a suspensao de células.

2.2. Avaliacdo de caracteristicas de envelhecimento em células de
culturas de Kluyveromyces lactis

A presenca de caracteristicas de envelhecimento nas células das
culturas de K. lactis foi avaliada pelas seguintes técnicas: coloracdo por Alexa
Fluor 488, isolamento da parede celular e determinacéo espectrofotométrica de
N-acetilglicosamina, coloracdo por dihidrorodamina, coloragdo por Anexina V,
coloracdo por DAPI, técnica de TUNEL, eletroforese em campo pulsado,

determinacao das dimensdes celulares.
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2.2.1. Cicatrizes celulares

A presenca de cicatrizes dos brotos na parede celular das células de K.
lactis foi averiguada pela coloracdo com Alexa Fluor 488-labelled wheat-germ
agglutinin (lectina de Triticum vulgaris), descrita por KUREC et al. (2009).

As amostras coletadas dos cultivos continuos e da cultura controle foram
analisadas. Apos centrifugacdo a 10.000 x g, por 10 minutos, a 4 °C, o
sedimento de massa celular obtido foi lavado por duas vezes com 0,9 % de
solugéo salina e ressuspendido em 1 mL da mesma solugdo. A uma suspenséo
de 10° células foi adicionado 0,5 uL de Alexa Flior 488-labelled wheat-germ
agglutinin (1 mg.mL™). Apés incubacéo, sob leve agitacdo, por 15 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz , as células foram lavadas com 0,9 %
de solucéo salina. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 300 pL de
0,9 % de solucao salina, em tubos de poliestireno, e a leitura dos dados foi
realizada em citdmetro de fluxo.

Laminas microscopicas, previamente tratadas com poli-lisina, foram
preparadas, utilizando 10 uL da suspensdo de células marcadas com Alexa
Fluor 488-wheat-germ agglutinin (WGA-AF 488 conjugate), e observadas em

microscopio confocal.

2.2.2. Concentragéo de quitina

A concentracdo de quitina na parede celular das células de K. lactis foi
avaliada pelo isolamento da parede celular e a determinacéo
espectrofotométrica de N-acetilglicosamina, de acordo com KUMAR &
HANSEN (1972), POPOLO et al. (1997) e BULIK et al. (2003). As amostras
coletadas dos cultivos continuos e da cultura controle foram analisadas.

Para o isolamento da parede celular, 1 mL da suspens&o de células (10°
células) foi lavada duas vezes com 1 mL de agua destilada. As células foram
ressuspendidas em 1 mL de KOH a 6 % e incubadas, por 90 minutos, a 80 °C.

Apoés término do periodo de incubagdo, a parede celular das células foi
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coletada por centrifugacdo a 10.000 x g, por 10 minutos, e lavada duas vezes
com 1 mL de PBS.

Para determinar o conteldo de quitina na parede celular, a suspensao
de parede celular previamente obtida foi tratada com 50 uL de liticase (30 mg.
mL™? em tamp&o Tris-HCI, pH 7,4), por 24 horas, a 37 °C. O contetdo de
quitina em termos de N-acetilglicosamina nos hidrolisados foi determinado
utilizando o reagente de Ehrlich (p-dimetilaminobenzaldeido). A um volume de
0,2 mL da suspensdo de parede celular hidrolisada foi adicionado 0,1 mL de
tampéao borato (pH 9,1). A mistura foi aquecida, a 100 °C, por 10 minutos. Em
seguida, essa mistura foi resfriada em banho de gelo (2-4 °C), por 5 minutos, e
adicionada de 0,25 mL de solucao de p-dimetilaminobenzaldeido a 4 % (diluido
em cloroformio) e 0,45 mL de acido férmico. Os tubos contendo essa mistura
foram homogeneizados por 1 minuto e, entdo, incubados, a 37 °C, por 20
minutos. Ao término desse tempo, a mistura foi resfriada em banho de gelo (2-4
°C), por 10 minutos e centrifugada, por 5 minutos, a 3000 x g. A absorvancia do
sobrenadante obtido foi medida em espectrofotdmetro a 545 nm. Dessa forma,
N-acetilglicosamina foi quantificada, convertendo-se a absorvancia a 545 nm
em ug/mg de células de N-acetilglicosamina, por meio de uma curva padréo,
utilizando solugdo aquosa contendo 0-200 ug de N-acetilglicosamina por
mililitro (ANEXO 1).

2.2.3. Deteccdao de espécies reativas de oxigénio

A deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células de K.
lactis foi realizada pela coloracdo com Dihidrorodamina 123 (DHR), descrita por
MADEO et al. (1999) e KITAGAKI et al. (2007).

As amostras coletadas dos cultivos continuos e da cultura controle foram
analisadas. Apés centrifugacdo a 10.000 x g, por 10 minutos, a 4 °C, o
sedimento de massa celular obtido foi lavado por duas vezes com 0,9 % de
solucéo salina e ressuspendido em 1 mL da mesma solu¢do. A uma suspensao
de 10° células foi adicionado 0,5 puL de Dihidrorodamina 123 (10 ng.mL™). Apés
incubagédo, por 2 horas, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as células

foram lavadas com 0,9 % de solucdo salina e ressuspendidas em 300 pL de
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0,9 % de solucao salina, em tubos de poliestireno, para a leitura dos dados em
citometro de fluxo.

Laminas microscopicas, previamente tratadas com poli-lisina, foram
preparadas, utilizando 10 uL da suspensdo de ceélulas marcadas com
Dihidrorodamina 123, e observadas em microscopio confocal.

2.2.4. Apoptose por externalizacao de fosfatidilserina

A externalizacao de fosfatidilserina na membrana plasméatica das células
de K. lactis foi detectada pela coloragdo com Anexina V (APOAF - Annexin V-
FITC Apoptosis Detection Kit, Sigma Aldrich®), descrita por MADEO et al.
(1997).

As amostras coletadas dos cultivos continuos e da cultura controle foram
analisadas. Apos centrifugacdo a 10.000 x g, por 10 minutos, a 4 °C, o
sedimento de massa celular obtido foi lavado por duas vezes com 0,9 % de
solucdo salina e ressuspendido em 1 mL da mesma solugdo. A uma
suspensdo de 10° células foram adicionados 300 puL de tampéo de ligacdo do
Kit, diluido dez vezes em agua mili Q, em tubos de poliestireno. Em seguida,
foram adicionados 2,5 uL de Anexina V-FITC e 5 uL de iodeto de propideo.
Rapidamente, foi feita homogeneizacdo em voOrtex. A partir dessa etapa, 0s
tubos foram incubados, a temperatura ambiente, por 10 minutos, ao abrigo da
luz. Apds o término do periodo de incubacéo, a leitura dos dados foi realizada
em citometro de fluxo.

Laminas microscopicas, previamente tratadas com poli-lisina, foram
preparadas, utilizando 10 uL da suspenséo de células marcadas com Anexina-

FITC, e observadas em microscopio confocal.

2.2.5. Apoptose por condensacgédo da cromatina e fragmentacdo do DNA

A observacédo da condensagédo da cromatina e da fragmentagdo do DNA
das células de K. lactis foi realizada pela coloracdo com DAPI (4’, 6’-diamidino-
2-fenilindol), descrita por MADEO et al. (1997).

As amostras coletadas dos cultivos continuos e da cultura controle foram
analisadas. Apés centrifugacdo a 10.000 x g, por 10 minutos, a 4 °C, o
sedimento de massa celular obtido foi lavado por duas vezes com 0,9 % de

solucéo salina e ressuspendido em 1 mL da mesma solu¢do. Uma suspenséo
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de 10° células foi misturada com 3 volumes de etanol 70 %. Em seguida, as
células foram centrifugadas e ressuspendidas em 20 uL de solu¢do de DAPI
(0,5 pg.mL™).

Laminas microscoépicas, previamente tratadas com poli-lisina, foram
montadas, utilizando 10 uL da suspensdo de células marcadas com DAPI, e

observadas em microscopio de fluorescéncia.

2.2.6. Técnica de TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-
mediated dUTP Nick End Labeling)

A fragmentacdo do DNA das células de K. lactis foi realizada pela
técnica de TUNEL, descrita por MADEO et al. (1997) e RIBEIRO et al. (2006).
Foi utilizado o Kit de deteccdo de apoptose APOBRDU (Invitrogen®).

As amostras coletadas dos cultivos continuos e da cultura controle foram
analisadas. Apos centrifugacdo a 10.000 x g, por 10 minutos, a 4 °C, o
sedimento de massa celular obtido foi lavado por duas vezes com 0,9 % de
solucéo salina e ressuspendido em 1 mL da mesma solucdo. Para a fixacéo
das células, uma suspensdo de 10° células foi adicionada de 3,7 % de
paraformaldeido em PBS (pH 7,4), seguida de incubacdo, por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacéo, as células foram lavadas
trés vezes com PBS (pH 7,4) e, posteriormente, as paredes celulares foram
digeridas com 20 uL de liticase (1 mg.mL™), por 1 hora, a 37 °C. Em seguida,
as células foram lavadas duas vezes com PBS (pH 7,4). Para a
permeabilizacdo das células, as mesmas foram incubadas em solucao de
permeabilizacdo (0,1 % de Triton X-100 em 0,1% de citrato de sddio dissolvido
em PBS, pH 7,4), por 2 minutos, em gelo. Em seguida, as células foram
lavadas duas vezes com PBS (pH 7,4) e ressuspendidas em 1 mL de Wash
Buffer. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 3000 x g, por 5
minutos, ressuspendidas em 50 uL de DNA Labeling Solution (10 uL de TdT
Reaction Buffer, 0,75 uL de TdT Enzyme, 8 uL de Br-dUTP e 32,25 uL de agua
destilada) e incubadas por 1 hora, a 37° C. A cada 15 minutos, as células foram
homogeneizadas. Apos o periodo de incubacéo, foi adicionado 1 mL de Rinse
Buffer. Em seguida, as células foram centrifugadas a 3000 x g, durante 5

minutos, ressuspendidas em 100 uL de Antibody Solution (5 uL de
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FITC~antiBrdU mAb e 95 uL de Rinse Buffer e incubadas por 30 minutos, a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apds término do periodo de
incubacéo, foram adicionados 150 uL de lodeto de Propideo/RNAse A Solution
(frasco ambar) e as células foram incubadas por 15 minutos, a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz. ApGs o término do periodo de incubacdo, a leitura
dos dados foi realizada em citdmetro de fluxo.

Laminas microscoépicas, previamente tratadas com poli-lisina, foram
montadas, utilizando 10 uL da suspenséao de ceélulas marcadas com antiBrdU-

FITC, e observadas em microscopio confocal.

2.2.7. Eletroforese em campo pulsado (pulsed field)

A fragmentagcdo do DNA de células apoptoticas de K. lactis foi realizada
por eletroforese em campo pulsado, descrita por SOR & FUKUHARA (1989),
O’SULLIVAN et al. (1998) e KITAGAKI et al. (2007), com modificacdes.

Uma suspensdo de 10° células das culturas de K. lactis conduzidas nos
cultivos continuos e da cultura controle foram lavadas duas vezes em 0,05 M
de EDTA (pH 8,0), ressuspendidas em 3 mL de 250 mM de acetato de litio e
incubadas, sob agitacdo, por 4 horas, a 30 °C. Em seguida, as células foram
novamente lavadas duas vezes em EDTA. Para a preparagdo dos blocos
(plugs), a agarose foi preparada a uma concentracao de 1,4 % em 0,125 M de
EDTA (pH 8,0), fundida e colocada em banho-maria, a 42 °C, até o uso. Em um
tubo de microcentrifuga foram adicionados 250 uL da suspenséo de células e
250 pL da agarose “Low Gelling” Tipo VII (Sigma®) fundida, e aliquotas de 100
uL foram colocadas na cuba molde. O molde foi incubado a 4 °C, por 20
minutos e, em seguida, os blocos foram retirados e colocados em tampao NDS
(18,6 g de EDTA em 80 mL de agua destilada, 10 mL de N-laurilsarcosinato a
10 %, 1 mL de Tris-HCL a 1 M, pH 9,5, e 1,0 mg/mL de proteinase K, no
momento do uso), sendo incubados a 50 °C, durante a noite (overnight). Apés
0 periodo de incubacado, os blocos foram lavados trés vezes em 0,05 M de
EDTA (pH 8,0), durante 15 minutos, a temperatura ambiente, e estocados em
0,05 M de EDTA, (pH 8,0), a 4 °C. Para a preparacao do gel para a corrida, 1 g
de agarose Pulsed Field Certified (BIO-RAD®) foi fundido em 100 mL de
tampdo TBE 0,5 X (5X: 54 g de Tris-base, 27,5 g de acido borico, 20 mL de
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EDTA a 0,5 M, pH 8,0, e 1000 mL de agua mili Q). A agarose fundida foi
esfriada, durante 10 minutos, e vertida na cuba molde. Os blocos de agarose
foram cuidadosamente colocados nas canaletas formadas apos a retirada do
pente, sendo devidamente identificados. As canaletas foram vedadas com
agarose, para evitar a saida dos blocos. A corrida do gel foi realizada no
equipamento CHEF-DR® IIl System BIO-RAD, com 0s seguintes parametros:
bloco 1 (voltagem de 3 V/cm, angulo de 120 ° e pulsos de 300 a 500 segundos
por 50 horas, temperatura de 10 °C), bloco 2 (voltagem de 4,5 V/cm, angulo de
120 © e pulsos de 80 a 120 segundos por 22 horas, temperatura de 10 °C), num
total de 72 horas. Ao final da corrida, o gel foi mergulhado numa solucdo de
agua destilada com 0,5 ug/mL de brometo de etideo, por 30 minutos, e
descorado com &gua destilada, por 15 minutos. O gel foi observado e

fotografado em Eagle Eye II.

2.2.8. Determinacéo das dimensdes celulares de Kluyveromyces lactis
Para estimar o tamanho das células de K. lactis em funcdo do
envelhecimento das culturas, foi utilizado o programa Image Pro Plus verséo
4.5 (Media Cybernetics Inc., Maryland/USA). As amostras coletadas dos
cultivos continuos e da cultura controle foram analisadas com 25 medic6es

para cada amostra.

2.3. Citometria de fluxo

As analises de citometria de fluxo foram realizadas no Laboratério de
Biomarcadores de Diagnostico e Monitoracdo e na Plataforma de Citometria de
Fluxo do Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ Minas/BH. A leitura
dos dados foi feita no citdmetro de fluxo (FACScan®, Becton Dickinson, USA),
equipado com a fonte de laser - argbnio (488 nm) e os seguintes canais de
deteccdo de fluorescéncia: FL1 (fluorescéncia do Tipo 1 - verde), FL2
(fluorescéncia do Tipo 2 - laranja) e FL3 (fluorescéncia do Tipo 3 - vermelha).
Foram coletados 20.000 eventos para cada amostra, em triplicata. O programa
FlowJo versédo 7.6.1 (TreeStar Inc., Ashland, USA) foi usado para realizar a
analise dos dados.

Nos graficos de distribuicdo pontual obtidos foi avaliado o tamanho

celular (FSC) versus a granulosidade (SSC), onde foi selecionada a populagéo
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de interesse: leveduras. ApoOs a selecdo da populacdo de interesse, a mesma
foi avaliada por andlise da intensidade de fluorescéncia por meio de graficos de
intensidade FL3 (azul de Tripan), FL1 (Alexa Fldor 488 e Dihidrorodamina 123),
FL1 (Anexina-FITC) versus FL3 (PI) e FL1 (antiBrdU-FITC) versus FL3 (PI).

2.4. Microscopia de fluorescéncia

As laminas montadas foram observadas em microscépio Olympus® BX
50 V-LH 100HG com fonte de fluorescéncia BH2-RFL-T3, utilizando uma faixa
de comprimento de onda de excitacdo de 450-520 nm e aumento de 400
vezes. As imagens foram capturadas com camera digital modeQ Color 3
(Q20868) e processadas com os programas Qimaging e Qcapture Pro 6.0.Z, no
Laboratorio de Associagfes Micorrizicas (BIOAGRO/UFRV).

2.5. Microscopia confocal

As laminas montadas foram observadas em microscépio confocal de
fluorescéncia por varredura a laser, modelo LSM 510 META (Carl Zeiss®,
Germany), equipado com as fontes de laser - argdnio (488 nm) e hélio (633
nm), e utilizando aumento de 100 vezes. As imagens foram capturadas com
camera digital AxioCam HRm e processadas com o programa LSM Image

Examiner, no Nucleo de Microscopia e Microanalise (CCB/UFV).

2.6. Deteccao de alcodis arométicos em culturas de Kluyveromyces lactis

A producao de alcodis aromaticos (triptofol, feniletanol e tirosol) pelas
culturas continuas e pela cultura controle de K. lactis foi acompanhada pela
medida da concentragcdo dos compostos no sobrenadante das culturas. A
analise foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em
cromatografo Dionex, modelo Ultimate 3000, com detector ultravioleta (260
nm), utilizando uma coluna de fase reversa C18 (tamanho da particula = 5 pum
e dimensdes de 150 X 4,6 mm). O eluente foi acetonitrila, em gradiente de 10 a
15 %, para eluicdo do tirosol, e de 30 a 35 %, para eluicdo do feniletanol e
triptofol, com fluxo de 0,9 mL.min™*. O volume de injecdo de cada amostra, em
triplicata, foi de 20 plL. As concentragbes dos alcodis aromaticos foram
medidas, mediante a comparagdo delas com as dos padrbes externos

preparados nas concentracdes de 0 a 200 uM (ANEXO 2).
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2.7. Analise estatistica

Para constatar diferencas significativas entre os dados analisados, foi
aplicado o Teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade (programa Assistat
versdo 7.6 beta - DEAG/CTRN/UFCG, Paraiba/Brasil).
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3. RESULTADOS

3.1. Envelhecimento de Kluyveromyces lactis em culturas continuas sob
limitag&o por nitrogénio

O envelhecimento de K. lactis em culturas continuas sob limitagdo por
nitrogénio e da cultura controle foi verificado pelas analises de: viabilidade
celular, cicatrizes celulares e concentracdo de quitina, espécies reativas de
oxigénio (ROS), apoptose por externalizacdo da fosfatidilserina e por
fragmentacdo do DNA, dimensdes celulares e detec¢cdo de alcodis aromaticos

nas culturas da levedura.

3.1.1. Viabilidade celular de culturas de Kluyveromyces lactis

A viabilidade celular de K. lactis conduzida sob cada velocidade de
crescimento e da cultura controle foi determinada. A Figura 1A-F representa a
analise realizada para a determinacdo da viabilidade, nessas condicdes, por
citometria de fluxo, utilizando o corante vital azul de Tripan. O perfil da
populacdo e a porcentagem de leveduras que foram coradas com azul de
Tripan (células ndo-viaveis) estdo representadas. A Figura 2 apresenta as
porcentagens de viabilidade para cada velocidade de crescimento, nos

biorretores | e Il. Nas condi¢cdes mais intensas de limitacdo por nitrogénio, isto
é, nas menores velocidades de crescimento (u = 0,01 e 0,02 h™') foi observada

uma reducdo de aproximadamente 35 % na viabilidade das células de K. lactis,
quando comparada com as condicBes de limitacdo por nitrogénio menos

severas, ou seja, nas velocidades de crescimento de 0,09 e 0,2 h*. A
viabilidade celular de K. lactis, conduzida sem limitacdo por nitrogénio (i = 0,4
h™) foi de 98,03 %, equivalente & porcentagem de viabilidade de K. lactis, sob

limitag&o por nitrogénio, na maior velocidade de crescimento (1 = 0,2 h™).
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Figura 1: Perfil celular representativo da populacdo de K. lactis (leveduras),
conduzida em culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento

(w), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio.
Porcentagem de células coradas com azul de Tripan (M). (A) n=0,01 h™, (B)
u= 0,02 h*, (C)p= 0,03 h*, D)u= 0,05 h*, (E)p= 0,09 h', (F)u=
0,2h™.
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Figura 2: Porcentagem de viabilidade celular de populacdes de K. lactis,
conduzidas em culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento
(), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio, nos
biorreatores | e Il. As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si, pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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3.1.2. Cicatrizes celulares e concentracdo de quitina de culturas de
Kluyveromyces lactis

A presenca de cicatrizes celulares e a concentragdo de quitina na
parede celular de culturas de K. lactis, sob limitacdo por nitrogénio, e da cultura
controle foram analisadas. A Figura 3A-F apresenta a andlise realizada para a
determinagdo de cicatrizes celulares, por citometria de fluxo, utlizando o
fluorocromo Alexa Fldor 488. O perfil da populagdo e a porcentagem de
leveduras que foram marcadas com Alexa Fluor 488 (células com presenca de
cicatrizes) estdo representados. A Figura 4 mostra as porcentagens de
cicatrizes celulares para cada velocidade de crescimento, nos biorretores | e Il.
A Figura 5A-F demonstra a marcagédo (emissao de fluorescéncia verde) das
cicatrizes na parede celular de K. lactis, nas mesmas condigdes.

Foi constatado que sob as menores velocidades de crescimento de 0,01
e 0,02 h', a porcentagem de cicatrizes detectadas (~86 e ~84 %) foi maior do
que na populacdo de células sob as maiores velocidades de crescimento de
0,09 e 0,2 h%, cujas porcentagens foram ~45 e ~42 %, respectivamente. Sem
condicOes de limitacdo por nitrogénio, a porcentagem de cicatrizes de K. lactis
foi de 13,09 %.

A porcentagem de cicatrizes detectadas pode ser confirmada pela
quantificacdo do contetdo de quitina na parede celular de K. lactis, pela
determinacdo espectrofotométrica de N-acetilglicosamina, uma vez que quitina
€ um polimero de N-acetilglicosamina. N-acetilglicosamina sob calor e solucéo
alcalina é convertida em compostos heterociclicos que reagem com p-
dimetilaminobenzaldeido (p-DMAB), produzindo uma coloragéo rosa (KUMAR
& HANSEN, 1972). A intensidade dessa cor € proporcional a concentracdo de
N-acetilglicosamina e pode ser determinada por espectrofotometria, por se
tratar de um método colorimétrico. A Figura 6 mostra a concentracao de N-
acetilglicosamina na parede celular de K. lactis nas diferentes velocidades de
crescimento, sob limitacdo por nitrogénio. Foi observado que as culturas
conduzidas em velocidades de crescimento de 0,01 e 0,02 h* também
apresentaram maior concentracdo de N-acetilglicosamina (~33 e ~28 pg.mg™

de células) comparada com as culturas conduzidas nas velocidades de
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crescimento de 0,09 e 0,2h™ (~9 e ~5,5 ug.mg™ de células) e em culturas

conduzidas sem limitagéo por nitrogénio (~9,5 ug.mg™ de células).
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Figura 3: Perfil celular representativo da populacdo de K. lactis (leveduras),
conduzida em culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento

(W), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio.
Porcentagem de células marcadas com Alexa Flior 488 (M). (A) p= 0,01 h™,
(B) n=0,02h*, (C)n=0,03h", (D)u=0,05h? (E)n=0,09h", (F)u=0,2
h',
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Figura 4: Porcentagem de cicatrizes celulares de populacbes de K. lactis,
conduzidas em culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento
(), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio, nos
biorreatores | e Il. As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si, pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 5: Marcagdo com Alexa Fluor 488 de cicatrizes na parede celular de K.
lactis, conduzida em culturas continuas, sob diferentes velocidades de

crescimento (u), cada uma correspondendo a um nivel de limitacdo por
nitrogénio. (A) p= 0,01 h*, (B) u= 0,02 h*, (C) n= 0,03 h™, (D) un= 0,05 h*,
(E) p=0,09 h™, (F) p=0,2 h'l. Barras = 5 um.
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Figura 6: Concentracdo de N-acetilglicosamina (ug.mg™” de células) na parede
celular de K. lactis, conduzida em culturas continuas, sob diferentes

velocidades de crescimento (u), cada uma correspondendo a um nivel de

limitacdo por nitrogénio, nos biorreatores | e Il. As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade.
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3.1.3. Deteccdo de espécies reativas de oxigénio em culturas de
Kluyveromyces lactis

Espécies reativas de oxigénio (ROS) foram detectadas nas células de K.
lactis, sob limitacdo por nitrogénio, e da cultura controle, em diferentes
propor¢cdes. A Figura 7A-F representa a andlise realizada, por citometria de
fluxo, utilizando o fluorocromo Dihidrorodamina 123. O perfil da populagédo e a
porcentagem de leveduras que foram marcadas com Dihidrorodamina 123
(células com presenca de ROS) estdo apresentadas. A Figura 8 mostra as
porcentagens de ROS para cada velocidade de crescimento, nos biorretores | e
II. A Figura 9A-F demonstra a marcacdo (emisséo de fluorescéncia verde) de
ROS intracelulares em K. lactis, nas mesmas condi¢bes fisiologicas
mencionadas.

Como observado, as células das culturas continuas de K. lactis, sob a
menor velocidade de crescimento (0,01 h™) e sob a condicéo limitante de
nitrogénio mais intensa, apresentou maior porcentagem de ROS (~68 %) do
que sob a maior velocidade de crescimento (0,2 h™), cuja porcentagem de ROS
foi aproximadamente 9,5 %. Para culturas conduzidas sem condicbes de

limitac&o por nitrogénio, a porcentagem de ROS foi de 10,4 %.
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Figura 7: Perfil celular representativo da populacdo de K. lactis (leveduras),
conduzida em culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento

(W), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio.
Porcentagem de células marcadas com Dihidrorodamina 123 (M). (A) u = 0,01
h*, (B) p=0,02 h*, (C) n=10,03 h*, (D) u=0,05h", (E) p=0,09 h?, (F) n=

0,2ht.
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Figura 8: Porcentagem de ROS de populacdes de K. lactis, conduzidas em

culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento (w), cada uma
correspondendo a um nivel de limitacdo por nitrogénio, nos biorreatores | e Il.
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 9: Marcacao com Dihidrorodamina 123 de espécies reativas de oxigénio
intracelulares de K. lactis conduzida em culturas continuas, sob diferentes

velocidades de crescimento (u), cada uma correspondendo a um nivel de
limitagdo por nitrogénio. (A) u= 0,01 h™, (B) u= 0,02 h*, (C) u= 0,03 h™,
(D) u=0,05h", (E) un=0,09 h*, (F) n=0,2 h*. Barras = 5 um.
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3.1.4. Apoptose por externalizacdo de fosfatidilserina, condensacédo e
fragmentacdo do DNA em células de culturas de Kluyveromyces lactis

A presenca de caracteristicas morfolégicas de apoptose nas células de
K. lactis das culturas continuas, sob limitacdo por nitrogénio, e da cultura
controle foi realizada pelas coloracbes Anexina V e DAPI e as técnicas de
TUNEL e eletroforese em campo pulsado.

A Figura 10A-F demonstra a andlise realizada para a deteccdo de
apoptose por externalizacdo de fosfatidilserina, por citometria de fluxo,
utilizando o Anexina-FITC e iodeto de propideo (PIl). Anexina V pertence a uma
classe de proteinas dependentes de célcio (Ca®*) e possui habilidade de ligar-
se a fosfolipidios acidos, como a fosfatidilserina. Normalmente, esse
fosfolipideo encontra-se na parte interna da membrana plasmatica. Porém, no
estagio de apoptose inicial a fosfatidilserina é translocada para a parte externa
da membrana, levando a exposicdo desse fosfolipideo, o qual pode ser
reconhecido pela Anexina V (HAYES et al., 2004).

O perfil da populacdo e a porcentagem de leveduras que foram
marcadas com Anexina-FITC (células em apoptose inicial), com Anexina-FITC
e Pl (células em apoptose tardia) e com Pl (células em necrose) estédo
representadas no terceiro (Q3), segundo (Q2) e primeiro quadrante (Q1l),
respectivamente. As Figuras 11 e 12 mostram as porcentagens de células em
apoptose inicial e tardia, para cada velocidade de crescimento, nos biorretores |
e Il. A Figura 13A-F apresenta a marcacdo (emissédo de fluorescéncia verde)
das células de K. lactis, em apoptose inicial, em cada condigéo fisiologica.

Considerando a populacdo de células da levedura analisada, a
porcentagem de células em processo de apoptose inicial e tardia nao foi alta,
variando entre 11 a 3,7 % e 7,6 a 0,35 %, respectivamente, dentro das
velocidades de crescimento avaliadas. No entanto, a porcentagem de células
em apoptose inicial foi maior do que em apoptose tardia. Nesse contexto, sob
as menores velocidades de crescimento de 0,01 e 0,02 h™, a porcentagem de
células em apoptose inicial (~10 e ~8 %) foi maior do que na populacédo de
células sob as maiores velocidades de crescimento de 0,09 e 0,2 h™ (~4,1 e
~3,5%). Nas condicdes de crescimento sem limitagdo por nitrogénio, a
porcentagem de células de K. lactis em apoptose inicial e tardia foi de 1,74 e

2,32 %, respectivamente.
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Figura 10: Perfil celular representativo da populacédo de K. lactis (leveduras),
conduzida em culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento

(w), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio.
Porcentagem de células marcadas com Anexina-FITC (Q3), Anexina-FITC e PI

(Q2) e PI (Q1), em grafico de FL1 (Anexina-FITC) versus FL3 (PI). (A) n=0,01
h*, (B) p=10,02 h*, (C) n=0,03 h*, (D) u=0,05h", (E) p=0,09 h*, (F) n=

0,2ht.
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Figura 11: Porcentagem de apoptose inicial de populacbes de K. lactis,
conduzidas em culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento
(), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio, nos
biorreatores | e Il. As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si, pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 12: Porcentagem de apoptose tardia de populacbes de K. lactis,
conduzidas em culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento
(w), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio, nos
biorreatores | e Il. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 13: Marcacdo com Anexina-FITC de células de K. lactis, conduzidas em

culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento (u), cada uma
correspondendo a um nivel de limitacdo por nitrogénio. em apoptose inicial. (A)

n=0,01h? (B)u=0,02h* (C)n=0,03h" (D)u=0,05h" (E) un=0,09 h?,
(F) u=0,2 h". Barras = 5 pm.
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A Figura 14A-F apresenta a analise realizada para a deteccdo de
apoptose por fragmentacdo do DNA, por citometria de fluxo, utilizando
antiBrdU-FITC e iodeto de propideo (Pl). Extremidades 3-OH do DNA
fragmentado de células apoptéticas sdo reconhecidas pelo nucleotideo
trifosfato de deoxiuridina bromolato (Br-dUTP). A enzima deoxinucleotidil
transferase (TdT) catalisa a adicdo de deoxiribonucleosideos trifosfatos nas
extremidades 3-OH (ESCHENFELDT et al., 1987). Assim, anticorpos
monoclonais especificos contra BrdUTP (antiBrdU) s&o conjugados a
fluorocromos (FITC) para atuarem como sondas moleculares que permitem a
deteccao das células que apresentam DNA fragmentado marcado com BrdUTP
(GRATZNER, 1982).

O perfil da populagdo e a porcentagem de leveduras que foram
marcadas com antiBrdU-FITC (células apoptéticas) e ndo marcadas com
antiBrdU-FITC (células ndo apoptéticas) estdo representadas nos quadrantes
(APO") e (APO), respectivamente. A Figura 15 mostra as porcentagens de
células apoptéticas por fragmentacdo do DNA, para cada velocidade de
crescimento, nos biorretores | e Il. A Figura 16A-F demonstra a marcacéao
(emissao de fluorescéncia verde) das células apoptéticas de K. lactis, além da
condensacgao e fragmentagdo do DNA por marcagcdo com DAPI (emissao de
fluorescéncia azul), nas mesmas condigdes.

Em concordancia com a analise de apoptose por externalizacdo de
fosfatidilserina, a porcentagem de células apoptoticas por fragmentacdo do
DNA foi baixa, variando entre 4 a 0,3 %, em todas as velocidades de
crescimento avaliadas. Porém, a porcentagem de células apoptéticas foi maior
nas menores velocidades de crescimento de 0,01 e 0,02 h*, cujos valores
foram: ~4 e ~3 %, respectivamente. A porcentagem de células apoptéticas de
K. lactis, em condi¢bes néo limitantes por nitrogénio, foi de 0,083 %.

Uma vez que a fragmentacdo do DNA de células apoptéticas de
leveduras pode ser averiguada pela técnica de eletroforese em campo pulsado
(PFGE), esta foi realizada. A Figura 17 mostra o perfil eletroforético de culturas
continuas de K. lactis conduzidas sob as diferentes velocidades de
crescimento, sob limitacdo por nitrogénio. Em cada condicdo avaliada, foi
observada a presenca de 5 bandas, que possivelmente representam 5

cromossomos, com 3,0; 2,6; 1,8; 1,5 e 1,1 Mb de tamanho. A maior intensidade
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da banda de 2,6 Mb ou a presenca de uma banda difusa abaixo dessa pode
indicar uma co-migracdo e, consequentemente, a existéncia de mais um
cromossomo na linhagem de K. lactis. Entretanto, n&o foi observado o padréo
de fragmentacdo de DNA, tipico de células apoptoticas, o que pode ser
explicado pela baixa porcentagem de células apoptéticas por fragmentacédo de
DNA obtida.
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Figura 14: Perfil celular representativo da populacdo de K. lactis (leveduras),
conduzida em culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento

(w), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio.
Porcentagem de células marcadas com antiBrdU-FITC (APO") e Pl (APO), em

gréfico de FL1 (antiBrdU-FITC) versus FL3 (PI). (A) n= 0,01 h™, (B) u= 0,02
h™*, (C) n=0,03h™, (D) u=0,05h" (E)p=0,09h™" (F)u=0,2h".
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Figura 15: Porcentagem de apoptose por DNA fragmentado de populacdes de
K. lactis, conduzidas em culturas continuas, sob diferentes velocidades de
crescimento (u), cada uma correspondendo a um nivel de limitacdo por
nitrogénio, nos biorreatores | e Il. As médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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D2 E2 F 2
Figura 16: Marcacdo com antiBrdU-FITC (1) e DAPI (2 - setas) de células
apoptoticas por fragmentacdo do DNA de K. lactis, conduzida em culturas
continuas, sob diferentes velocidades de crescimento (u), cada uma

correspondendo a um nivel de limitag&o por nitrogénio. (A) n=0,01 h*, (B) p =
0,02 h*, (C)n=0,03h*, (D)u=0,05h", (E) u=0,09 h*, (Fynu=0,2h™
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Figura 17: Perfil eletroforético representativo de cromossomos de K. lactis
conduzida em culturas continuas, sob diferentes velocidades de crescimento

(w), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio. (M)
Marcador (Saccharomyces cerevisiae), (1) = 0,01 h™*, (2) p=0,02 h*, () u=
0,03h™, (4) u=0,05h" (5 n=0,09h? (6) n=0,2h"

3.1.5. Dimensdes celulares de Kluyveromyces lactis

Para avaliar se as dimensoes celulares de K. lactis foram alteradas nas
condicOes avaliadas, o tamanho das células foi medido. A Tabela 1 mostra que
as dimensodes das células de K. lactis nas culturas continuas conduzidas, sob
limitacdo por nitrogénio, foram na ordem de 2 a 3,5 um. As dimensdes
celulares de K. lactis, conduzida sem condi¢cdes de limitacdo por nitrogénio foi
de 2,12 um. Além disso, as dimensdes celulares de K. lactis aumentaram
aproximadamente 44 % com a reducgéo da velocidade de crescimento de 0,01
para 0,2 h™.
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Tabela 1: Dimensdes celulares de K. lactis, conduzida em culturas continuas,
sob diferentes velocidades de crescimento (u), cada uma correspondendo a um
nivel de limitacdo por nitrogénio. Os resultados representam as meédias
aritméticas + o desvio padrao de 3 repeticdes.

p (h™h Dimens&o (um)
| Il
0,01 3,53 + 0,005 @ 3,71+0,0112
0,02 3,09 + 0,003 ° 3,16 +0,017°
0,03 2,72+ 0,003 ° 2,55 + 0,009 °
0,05 2,44 + 0,002 ¢ 2,38 + 0,005 ¢
0,09 2,17 + 0,004 © 2,19 + 0,013 °
0,2 2,03+ 0,002 © 2,08+ 0,022 °©
| = Biorreator 1; |l = Biorreator 2

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo Teste Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade.

3.1.6. Producdo de alcoodis aromaticos por culturas de Kluyveromyces
lactis

A producdo de alcodis aromaticos por culturas continuas de K. lactis,
sob limitacdo por nitrogénio, esta apresentada na Tabela 2. Enquanto triptofol e
feniletanol foram detectados em todas as velocidades de crescimento, tirosol
foi apenas detectado na velocidade de crescimento de 0,01 h™. No entanto, na
menor velocidade de crescimento (0,01 h™'), a producdo de triptofol foi
aproximadamente 10 vezes maior do que na maior velocidade de crescimento
(0,2 h). Para feniletanol, essa diferenca de producéo foi cerca de 33 vezes.

Culturas de K. lactis conduzidas sem condi¢cdes de limitagdo por nitrogénio
produziram 1,1 e 0,31 uM.mL'l de triptofol e feniletanol, respectivamente.

Nessas condi¢des, também nao foi detectada a producao de tirosol.
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Tabela 2: Concentracdo de alcodis aromaticos no sobrenadante de culturas continuas de K. lactis, sob diferentes velocidades de
crescimento (), cada uma correspondendo a um nivel de limitacdo por nitrogénio. Os resultados representam as medias

aritméticas + o desvio padréo de 3 repeticdes.

Feniletanol (uM.mL™)

Tirosol (uM.mL™)

1,044 + 0,186 @
0,099 + 0,009 °
0,063 + 0,002 ©
0,044 + 0,005 ¢
0,036 + 0,003 ¢
0,031 + 0,001 ¢

1,032 +0,119% 0,975+ 0,006 0,984 + 0,016

0,087 + 0,014 °
0,058 + 0,008 ©
0,040 + 0,010 ¢
0,039 + 0,007 ¢
0,036 + 0,012 ¢

nd’ nd’
nd’ nd’
nd’ nd’
nd’ nd’
nd’ nd’

p(h™ Triptofol (uM.mL™)
| 1l
0,01 0,843+0,033% 0,812+ 0,054 2
0,02 0,793+0,005° 0,745+ 0,064 "
0,03 0,724+0,007¢ 0,710+ 0,014 °¢
0,05 0,212+0,029¢ 0,219 + 0,017 ¢
0,09 0,125+0,021° 0,138+0,014°
0,2 0,085+0,018" 0,072+0,016"
'nd = ndo detectado
| = Biorreator 1; Il = Biorreator 2

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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4. DISCUSSAO

Geralmente, culturas de leveduras, que constituem 0s micro-organismos
melhor adaptados a processos produtivos na fabricacdo, em escala, de etanol
e bebidas fermentadas, estdo sujeitas a perda de atividade metabdlica e
viabilidade, em periodos curtos de tempo, 0 que evidencia o envelhecimento
dessas culturas e o comprometimento da producdo dos referidos compostos
em seu rendimento méaximo.

Tipicamente, células de leveduras que possuem caracteristicas de
envelhecimento apresentam alteracdes estruturais, morfolégicas e bioquimicas,
tais como aumento do numero de cicatrizes e maior conteido de quitina na
parede celular, acumulo de ROS intracelularmente, presenca de caracteristicas
de apoptose, aumento das dimensdes celulares, dentre outras (KELLER et al.,
1971; MADEO et al., 1997; ZHANG, 2002; JAZWINSKI, 2005). Os resultados
do presente trabalho confirmaram que culturas de K. lactis, sob cultivo continuo
e limitacdo por nitrogénio, exibem tais caracteristicas de envelhecimento
(ANEXO 3).

A ocorréncia de tais alteracfes estruturais, morfolégicas e bioquimicas
em células de K. lactis, em diferentes velocidades de crescimento, nas
condicbes mencionadas, indicaram que os sinais de envelhecimento foram
mais evidentes nas culturas conduzidas em baixas velocidades de crescimento
(w=10,01e0,02 h™) quando o tempo de residéncia das células nos biorreatores
foi de 100 e 50 horas, respectivamente. Provavelmente, o envelhecimento das
células de K. lactis foi mais em funcdo do limite do numero de brotos que a
levedura é capaz de gerar (15 a 20 brotos) do que talvez pela propria condi¢cao
de limitacdo nutricional por nitrogénio. Embora tenha sido relatado que
condi¢cdes de restricdo calorica, por reducdo da concentracdo de glicose no
meio, retardam o envelhecimento de culturas de S. cerevisiae (GUARENTE,
2005), enquanto condi¢cdes de limitacdo por nitrogénio podem acelerar o
envelhecimento de leveduras (SCHIPPER et al., 2000; CORREA, 2007), o
efeito da limitacdo por nitrogénio no envelhecimento das culturas de K. lactis
nao pode ser diretamente inferido, nesse estudo.

Um dos primeiros indicios do envelhecimento de células de K. lactis, nas

condi¢cdes analisadas, pode ser indicada pela notavel redugcédo da viabilidade
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celular da levedura nas culturas continuas, sob limitacdo por nitrogénio, nas
menores velocidades de crescimento. Culturas de S. cerevisiae, em meio
sintético completo, apresentaram reducdo na viabilidade celular com a
progressao do envelhecimento replicativo das células (LAM et al., 2011). BOER
e colaboradores (2008) verificaram que o efeito de condi¢cdes de restricdo
nutricional, na viabilidade de diferentes linhagens de S. cerevisiae, €
dependente do tipo de nutriente. Assim, a viabilidade da referida levedura sob
restricdo por leucina ou uracila € cerca de 10 vezes menor do que por amdnia,
fosfato ou sulfato. No entanto, no presente trabalho, ndo é possivel inferir se a
reducdo da viabilidade de K. lactis foi decorrente do envelhecimento natural
das células, que alcancaram o numero méaximo de brotos, ou da condi¢édo
extrema de limitagdo por nitrogénio.

A maior deteccdo de cicatrizes, pela marcacdo com Alexa Fluor 488
conjugado a WGA, e conseqguentemente a maior concentracdo de N-
acetilglicosamina na parede celular de K. lactis, sob as velocidades de
crescimento de 0,01 e 0,02 h™, também apontam para o maior envelhecimento
das culturas da levedura, nessas condicfes de limitacdo por nitrogénio. Um
progressivo aumento dos sinais de envelhecimento de culturas de S. cerevisiae
foi observado pelo aumento do numero de cicatrizes e pela maior intensidade
da fluorescéncia emitida pelas regides de cicatrizes dos brotos gerados, por
marcacado com Alexa Fluor 488 e 633 conjugados a WGA (KUREC et al., 2009;
LAM et al., 2011). LAM e colaboradores (2011) relacionaram a intensidade da
fluorescéncia observada, por citometria de fluxo, com o envelhecimento das
células de S. cerevisiae, a partir do nimero de cicatrizes determinado. Assim,
células com 0 a 4 cicatrizes apresentaram intensidade de fluorescéncia abaixo
de 10%; células com 5 a 9 e com 7 a 12 cicatrizes apresentaram intensidade de
fluorescéncia entre 10" a 10% e 10% a 103, respectivamente.

O acumulo intracelular de ROS, em culturas de K. lactis conduzidas na
velocidade de crescimento de 0,01 h™, foi aproximadamente 6 vezes maior do
que nas células da levedura sob a velocidade de 0,2 h™. A formacédo e o
acumulo de ROS também estdo relacionados com o processo de
envelhecimento de leveduras, como ja observado para S. cerevisiae (SOHAL &
WEINDRUCH, 1996; LAUN et al., 2001; LAM et al., 2011). Por outro lado,

condicGes de restricdo caldrica por reducdo da concentracdo de glicose no
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meio, de 2 % para 0,5 %, previnem a formacgéo de ROS e prolongam o lifespan
de S. cerevisiae, retardando seu envelhecimento, sendo que o0 mesmo nao foi
verificado para K. lactis, nas mesmas condicbes (OLIVEIRA et al., 2008).
Porém, no presente estudo, ndo € possivel afirmar que a limitacdo por
nitrogénio também ndo tenha prevenido o acumulo de ROS nem o
retardamento do envelhecimento de K. lactis. O acumulo de ROS pode ter
ficado mais evidente pelo fato das culturas provavelmente estarem sujeitas a
outros efeitos mais severos, intrinsecos da célula. A partir da maior detec¢do
de ROS, nas células das culturas conduzidas sob as menores velocidades de
crescimento, sugere-se que talvez ndo sejam as condi¢des limitantes por
nitrogénio que promovam o envelhecimento das culturas de K. lactis. O
aumento das dimensdes celulares de K. lactis, sob as menores velocidades de
crescimento, também confirmam essa hipotese. Por outro lado, uma
comparacao da levedura, em cultivo continuo, sob diferentes velocidades de
crescimento, e em condi¢des limitantes de carbono versus nitrogénio pode
esclarecer essa incerteza.

Uma vez que caracteristicas morfoldégicas de apoptose, tais como
externalizacdo da fosfatidilserina, condensacdo e fragmentacdo do DNA,
também retratam o processo de envelhecimento celular de leveduras (MADEO
et al., 1997) e podem ser induzidas pelo acumulo intracelular de ROS (LAUN et
al., 2001), os resultados desse trabalho confirmam a presenca dessas
caracteristicas e indicam a tendéncia de culturas de K. lactis, conduzidas sob
baixas velocidades de crescimento, sob limitagdo por nitrogénio, acumularem
maior porcentagem de células apoptéticas. Vale ressaltar que, geralmente, é
relatado a inducéo da morte celular programada, em leveduras, por peroxido de
hidrogénio, acido acético, drogas, estresse osmatico, irradiacdo ultra-violeta,
expressao de proteinas heterélogas pro-apoptéticas, dentre outros (MADEO et
al., 1999; SHIMIZU et al.,, 2000; LUDOVICO et al., 2001; CARMONA-
GUTIERREZ et al., 2009). No entanto, no presente estudo nenhum desses
agentes foram utilizados para induzir o processo de apoptose e o acumulo de
células apoptéticas ocorreu naturalmente, indicando que o maior tempo de
residéncia das culturas, sob as menores velocidades de crescimento pode

explicar essa resposta fisioloégica de morte celular programada, em K. lactis.
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Culturas de S. cerevisiae e Candida albicans produzem sinais
extracelulares de comunicacdo celular, tais como alcodis aromaticos,
associados a densidade populacional e as condicbes do meio em que se
encontram, principalmente referente a disponibilidade de nitrogénio (CHEN &
FINK, 2006). Esses compostos produzidos podem induzir o processo de
apoptose em C. albicans (SHIRTLIFF et al., 2009). Sob baixas velocidades de
crescimento e em condic¢des limitantes de nitrogénio, K. lactis produziu maiores
concentracbes de triptofol, feniletanol e tirosol. Tal fato é coerente com o
descrito por CHEN & FINK (2006), onde a producéo desses alcodis aromaticos
foi maior apds as culturas entrarem na fase estacionaria e em condicfes de
maior densidade populacional. Sugere-se que a maior deteccdo desses
compostos na velocidade de crescimento de 0,01 h™, pode estar relacionada
ao envelhecimento das culturas, nessa condi¢cdo, o que pode ser confirmado
pelos demais resultados obtidos e ja discutidos.

Portanto, a maior ocorréncia de caracteristicas de envelhecimento, além
da maior producdo de alcodis aromaticos, nas culturas continuas de K. lactis,
sob baixas velocidades de crescimento, sugerem que essa condicdo favorece

0s estudos da fisiologia do envelhecimento dessa levedura.
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Anexo 3: Porcentagem de populacdes de células de K. lactis, conduzidas em culturas continuas, sob diferentes velocidades de

crescimento (n), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio, e analisadas por citometria de fluxo, quanto a
diferentes caracteristicas de envelhecimento. Os resultados representam as médias aritméticas + o desvio padrao de 3 repeti¢des.

Apoptose DNA

m Viabilidade Cicatrizes ROS Apoptose Inicial Apoptose Tardia Fragmentado
(h?) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
| T | T | T | T | T | T
0,01 57,40 58,95 85,16 84,25 67,14 66,60 9,01 11,1 7,34 7.6 4,07 4,04
+0,070% +0,353¢ +0,424% +0,494% +0,282% +0,283% +0,12% +0,282% +0,162% +0,2822% +0,035% +0,049°
0,02 62,67 60,95 83,24 82,45 39,65 39,15 8,18 8,55 4,60 4,08 2,52 3,09
+0,282% +0,3539 +0,141% +0,494% +0,141° +0,353° +0,24° +0,219° +0,240° +0056° +0,141° +0,092°
0,03 79,21 77,8 52,89 52,4 25,65 25,75 6,40 6,27 4,08 4,71 1,59 1,15
+0,565° +0,565° +0,494° +0,282° +0,282° +0,353° +0,424° +0,452° +0,113° +0,212° +0,120° +0,012°
0,05 89,76 89,00 46,91 47,85 20,71 20,90 5,85 5,50 0,651 0,691 0,518 0,538
+0,777° +0424° +0,353° +0,212° +0,282% +0,282?% +0,353° +0,070° +0,042° +0,013° +0,011¢ +0,026¢
0,09 90,01 89,50 44,88 44,00 11,73 11,50 4,15 4,13 0,530 0,511 0,419 0,429
+0,848° +0,282° +0,707° +0,141° +0,282° +0,141° +0,077% +0,042¢ +0,019° +0,022° +0,033¢ +0,026°
0,2 94,37 94,15 41,66 40,95 8,89 8,70 3,45 3,61 0,348 0,327 0,277 0,258
+0,282% +0,212% +0,141% +0,353% +0,226" +0,283" +0,219¢ =+0,212°¢ +0,022¢ +0,033° +0,031° +0,050°
| = Biorreator 1; Il = Biorreator 2

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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CAPITULO 4

PERFIL METABOLICO EXTRACELULAR DE CULTURAS CONTINUAS DE
Kluyveromyces lactis SOB LIMITACAO POR NITROGENIO



1. INTRODUCAO

A levedura Kluyveromyces lactis tem se destacado como um modelo
alternativo a Saccharomyces cerevisiae, tanto em estudos fisiolégicos e
genéticos quanto como agentes em processos industriais e biotecnoldgicos,
para a producao de biomoléculas de interesse, tais como vitaminas, peptideos,
proteinas, etanol e outros metabdlitos. Entretanto, essas culturas perdem
atividade metabdlica e viabilidade, em periodos curtos de tempo, o que pode
afetar a producao dessas biomoléculas em seu rendimento maximo.

Os géneros das leveduras Kluyveromyces e Saccharomyces, apesar de
possuirem o mesmo ancestral, possuem requerimentos nutricionais e redes
metabdlicas distintas, devido provavelmente a diferenga de nicho ecoldgico
destes micro-organismos. Assim, essas diferengcas metabdlicas fazem das
leveduras do género Kluyveromyces interessantes alternativas as leveduras
modelo Saccharomyces (RUBIO-TEXEIRA, 2005).

Nas anadlises globais da expressdo genética (genémica funcional), no
proteoma, transcriptoma e metaboloma, em diferentes estados fisioldgicos, o
sistema de cultura continua tem sido recomendado (KAMINISKI & FRIEDMAN,
2002; PIPER et al., 2002). Em estudos fisiologicos, esse sistema € util, porque
estabelece um estado fisiolégico permanente uniforme e definido, uma vez que
cada velocidade de crescimento, dada pelo fluxo de alimentacdo da cultura,
corresponde a um estado fisiologico distinto. Alguns estados fisiolégicos,
incluindo condigbes de limitagdo nutricional, estabelecidos na cultura continua
favorecem a sintese de produtos microbianos de interesse, seja enzimas ou
outras proteinas, além de metabdlitos (aminoacidos, antibidticos, vitaminas,
pigmentos) nao associados ao crescimento (AON & CORTASSA, 2001;
AVIGNONE-ROSSA et al.,, 2002). Estudos relacionados ao transcriptoma,
proteoma e metaboloma de leveduras, sob limitacdo nutricional, disponibilidade
de oxigénio e resposta ao estresse oxidativo tém sido realizados, utilizando
cultura continua (TER LINDE et al., 1999; WICK et al., 2001; KOERKAMP et
al., 2002; BOER et al., 2003; MASHEGO et al., 2005; BOER et al., 2007; TAI et
al., 2007; SANTOS, 2008).

Mudangas globais no metabolismo, sob diferentes condi¢des

fisioldgicas, podem ser acompanhadas pela caracterizagao do perfil metabdlico
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de culturas microbianas, a partir da identificagdo e quantificacdo dos
metabolitos (VILLAS-BOAS et al., 2005). O metaboloma ou perfil metabdlico de
K. lactis, pode revelar metabdlitos especificos de interesse biotecnoldgico e
relacionados a respostas fisioldgicas da levedura, quando em condi¢cdes de
limitagao nutricional por nitrogénio ou mesmo metabdlitos que possam sinalizar
o processo de envelhecimento, por exemplo. Uma vez que estudos prévios
demonstraram que culturas continuas de K. lactis conduzidas sob baixas
velocidades de crescimento e sob limitagdo por sulfato de aménio apresentam
células com caracteristicas de envelhecimento (CORREA, 2007 e 2011), é
possivel que o perfil metabdlico da levedura proporcione a identificacdo de
moléculas sinalizadoras, no meio extracelular, que estejam relacionadas ao
processo de envelhecimento ou a outras respostas fisiologicas, nas condigdes
mencionadas.

Devido a producao simultdnea de diversos metabdlitos, diferentes
métodos analiticos ou plataformas experimentais acoplados a espectrometria
de massas (LC-MS e GC-MS) tém sido amplamente utilizados para explorar o
metaboloma de micro-organismos, com destaque para as leveduras (ALLEN et
al., 2003; VILLAS-BOAS et al., 2005). Tanto o procedimento de LC-MS, como
GC-MS mostram-se vantajosos, considerando rapidez, resolugédo e
confiabilidade para a aquisicdo de dados, sendo que a identificacdo de
compostos desconhecidos é facilmente conseguida (LU et al., 2005; VILLAS-
BOAS et al., 2005; NIELSEN et al., 2008; VILLAS-BOAS et al., 2010). De forma
complementar as informacdes obtidas sobre o transcriptoma e o proteoma,
estdo as aplicagdes potenciais das analises do metaboloma na biotecnologia,
na elucidacdo das propriedades cinéticas do metabolismo, em estudos de
novas rotas metabdlicas e redes regulatérias, além de estudos relacionados a
engenharia metabdlica (VAN DER WERF et al., 2007; VILLAS-BOAS et al.,
2007).

Nesse sentido, foi proposto neste trabalho caracterizar o perfil
metabdlico extracelular de culturas continuas de Kluyveromyces lactis, em
diferentes velocidades de crescimento, sob condigbes fisiologicas de limitagdo
nutricional por nitrogénio. Além disso, uma possivel correlagdo entre os
metabdlitos extracelulares produzidos e a condi¢gao de limitagao nutricional ou o

processo de envelhecimento foi realizada.
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2. MATERIAL E METODOS

Conforme estabelecido previamente no Capitulo 2, culturas continuas de
K. lactis foram conduzidas em diferentes velocidades de crescimento (0,01;
0,02; 0,03; 0,05; 0,09 e 0,2 h'1), sob diferentes niveis de limitacdo por
nitrogénio, impostos pela variagdo dos fluxos de alimentagdo das culturas. O
sobrenadante das culturas coletado, em triplicata, e representativo de cada
condigdo de regime permanente (steady-state) foi utilizado para as posteriores
analises do perfil metabdlico de K. lactis. Como controle, foi utilizada uma
cultura de K. lactis, conduzida sem condigdes de limitagao por nitrogénio (YCB
+ 5 gL de sulfato de amdnio), sob batelada, e em fase exponencial de

crescimento.

2.1. Analise de substrato e produtos do metabolismo de culturas de
Kluyveromyces lactis

O consumo de glicose, das culturas continuas de K. lactis, sob limitagédo
por nitrogénio, foi acompanhado pela medida da concentragdo do agucar
remanescente, no sobrenadante das culturas. Produtos do metabolismo, tais
como etanol e glicerol, foram também analisados nas mesmas amostras, em
triplicata. A anadlise foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), em cromatdgrafo modelo Hawlett Packard, série 1050, com detector
indice de refracdo, modelo Hewlett Packard HP 1047A e utilizando a coluna
HPX-87H (tamanho da particula = 8 um e dimensdes de 300 X 7,8 mm). O
eluente usado foi 0,005 M de H,SO, com fluxo de 0,7 mL.min™". A temperatura
de operacgao foi 60 °C e a pressdo maxima, de 95 bar. O volume de injegao de
cada amostra, em triplicata, foi de 20 uL. As concentragcbes de glicose e
metabdlitos foram medidas, mediante a comparacao delas com as dos padrdes
externos preparados nas concentragdes de 5 a 20 mM (0,9 a 3,6 mg.mL'1) para
glicose e de 10 a 40 mM (4,6 a 18,4 mg.mL™") para etanol e glicerol.

As taxas especificas de consumo de glicose e de produgdo de
metabdlitos - etanol e glicerol (mg.mL™".mg.mL1.h"") foi determinada pela razéo
da concentragao de glicose, etanol ou glicerol detectada pela biomassa obtida

das culturas continuas, em regime permanente, em cada velocidade de
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crescimento, e o valor resultante multiplicado pela taxa de diluicdo (D) de cada

cultura.

2.2. Andlise de metabdlitos extracelulares de culturas de Kluyveromyces
lactis

Os metabdlitos extracelulares das culturas continuas de K. lactis, sob
limitagdo por nitrogénio, foram analisadas por cromatografia liquida e

cromatografia gasosa acopladas a espectrometria de massa.

2.2.1. Cromatografia liguida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS)

A produgdo de metabdlitos extracelulares pelas culturas continuas de K.
lactis foi acompanhada pela deteccdo dos compostos no sobrenadante das
culturas, por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa. As
analises foram realizadas no Nucleo de Analise de Biomoléculas (CCB/UFV).

O sobrenadante das culturas foi estocado a - 80 °C, imediatamente apds
a coleta. No momento do uso, o mesmo foi diluido dez vezes em solugao de
15 % de acetonitrila e 0,1 % de acido férmico.

O fracionamento dos metabdlitos extracelulares foi realizado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), no sistema LC-20AD — UFLC
(Shimadzu®), utilizando uma coluna de fase reversa C18 (tamanho da particula
= 5 um e dimensdes de 125 X 2 mm). O eluente foi uma solugédo de 15 % de
acetonitrila e 0,1 % de &cido férmico. O fluxo foi de 0,2 mL.min™". O volume de
injecdo de cada amostra, em triplicata, foi de 20 puL. As amostras foram
submetidas a ionizagao eletrospray com detecgcdo por espectrometria de
massa. Para as analises de espectrometria de massa, foi usado o
espectrometro de massa Micro TOF-QII acoplado ao LC (Bruker Daltonics®).

Os espectros de massa (MS) e os espectros de massa em tandem
(MS/MS) foram obtidos no modo positivo. Para a fragmentagdo dos compostos
(ions), o método CID (Collision Induced Dissociation) foi utilizado. Os
resultados da espectrometria de massas foram obtidos pela razdo massa/carga
(50 a 1500) para cada amostra. O perfil de massa molecular obtido de cada
amostra foi submetido a analise comparativa com aqueles depositados em

bancos de dados (http://metlin.scripps.edu/metabo _search alt2.php#) e com

aqueles descritos na literatura.

105



2.2.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

A produgdo de metabdlitos extracelulares pelas culturas continuas de K.
lactis também foi acompanhada pela deteccdo dos compostos no sobrenadante
das culturas, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.
As analises foram realizadas no Metabolomics Applied to Medical & Industrial
Microbiology Laboratory (Centre for Microbial Innovation, School of Biological
Sciences, University of Auckland/Nova Zeléndia), em colaborag&o cientifica
com o Dr. Silas G. Villas-Boas.

O sobrenadante das culturas foi adicionado de 20 uL de 10 mM de
alanina deuterizada (D4-ALA) e, posteriormente, concentrado por liofilizagao.

As amostras foram analisadas, em triplicata, por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, no sistema GC7890 acoplado ao
MSD5975 (Agilent Technologies®), utilizando uma coluna de capilaridade para
cromatografia gasosa (ZB1701 - 30 m X 250 um X 0,15 um). O método de
derivatizagdo por metilcloroformato (MCF), descrito por VILLAS-BOAS et al.
(2010), foi realizado. A identificacdo dos metabdlitos foi feita mediante a
comparagdo com a dos espectros de massa salvos em bibliotecas ja
existentes.

Os espectros de massa (MS) e os espectros de massa em tandem
(MS/MS) foram obtidos no modo positivo e negativo. Os resultados da
espectrometria de massas foram obtidos pela razdo massa/carga para cada
amostra. O perfil de massa molecular obtido de cada amostra foi submetido a

analise comparativa com aqueles depositados em bancos de dados.

2.3. Analises de dados

Os dados obtidos foram normalizados e analisados pelo método de
analise de componentes principais (Principal Componet Analysis - PCA),
conforme descrito por NIELSEN et al. (2008) e VILLAS-BOAS et al. (2010),
respectivamente.

Os programas MetAlign (Rikilt, UK), MultiExperiment Viewer verséo 4.6
(TM4 Software Suite, USA) e R verséo 2.13.0 (Development Core Team, NZ),
foram usados para realizar a analise dos dados. O agrupamento hierarquico
(Hierarquichal Clustering - HCL) e a correlagcdo de Pearson foram utilizados

para agrupar os dados.
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O programa PAPi (Pathway Activity Profiling) foi utilizado para
correlacionar os metabdlitos extracelulares produzidos pelas culturas de K.
lactis com a atividade de diferentes vias metabdlicas (AGGIO et al., 2010).

Para constatar diferencgas significativas entre os dados analisados, foi
aplicado o Teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade (programa Assistat
versao 7.6 beta - DEAG/CTRN/UFCG, Paraiba/Brasil).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Consumo de glicose e formacdo de produtos do metabolismo em
culturas de Kluyveromyces lactis

O consumo de glicose e a formagao de produtos finais do metabolismo,
como etanol e glicerol, das culturas continuas de K. lactis, sob limitagdo por
nitrogénio, nas seis velocidades de crescimento avaliadas, estdo apresentados
na Tabela 1. Foi verificado que o aumento da velocidade de crescimento
diminuiu o consumo de glicose por K. lactis, aproximadamente, 28 vezes. Isso
quando comparadas as velocidades de crescimento de 0,01 e 0,2 h.
Considerando a formagédo de etanol e glicerol, o aumento da velocidade de
crescimento também reduziu a concentracdo de ambos metabdlitos, ~2 e ~20
vezes, respectivamente. No entanto, quando as taxas especificas de consumo
de glicose e de producao de etanol e glicerol foram determinadas (dados nao
mostrados), sob a maior velocidade de crescimento (0,2 h™'), o consumo de
glicose (~2,17 mg.mL".mg.mL™".h") e a producdo de etanol (~0,75 mg.mL
" mg.mL".h™") e glicerol (~0,03 mg.mL™".mg.mL".h"") foram maiores do que na
menor velocidade de crescimento (0,01 h™"), cujos valores determinados para
glicose, etanol e glicerol foram ~1,2 x 10, ~0,02 e ~9,4 x 10 mg.mL".mg.mL"
' h™, respectivamente.

Apesar de K. lactis apresentar metabolismo predominantemente
oxidativo, ou seja, metabolismo respiratério caracterizado pela oxidagao
completa do agucar (glicose) a CO;, os resultados mostraram que a levedura
apresentou metabolismo oxidorredutivo, isto é, metabolismo fermentativo, de
acordo com as taxas especificas de consumo de glicose e de produgao de
metabdlitos, nas maiores velocidades de crescimento. Culturas de S.
cerevisiae, conduzidas em diferentes velocidades de crescimento (0,025 a
0,4 h'), sob limitacdo por glicose, como fonte de carbono, também
apresentaram maiores taxas especificas de consumo de glicose e produgao de
etanol e glicerol nas maiores velocidades de crescimento (HOEK et al., 1998).
No metabolismo fermentativo, o agucar € parcialmente oxidado a piruvato e
este reduzido a etanol. Glicerol também constitui um produto final do
metabolismo fermentativo (DICKINSON & SCHWEIZER, 2004). Porém

leveduras, incluindo algumas do género Kluyveromyces, podem apresentar
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simultaneamente o metabolismo fermentativo e o respiratério, caracterizando o
metabolismo respirofermentativo, quando a repressdo do metabolismo
oxidativo pelo fermentativo, bem conhecido em S. cerevisiae, ndo se verifica
(SISO et al., 2000).
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Tabela 1: Consumo de glicose e produtos finais do metabolismo de culturas continuas de K. lactis, conduzidas em diferentes
velocidades de crescimento (u), sob limitagdo por nitrogénio. Os resultados representam as médias aritméticas + o desvio padrao

de 3 repeticdes.

Glicose Residual

Etanol
(mg.mL™)

Glicerol
(mg.mL™)

2,922 + 0,005 @
2,817 +0,0112
2,752 +0,012°
2,714 £ 0,006 °
1,845 + 0,009 ©
1,540 + 0,004 ¢

3,046 £ 0,010 2
3,115+ 0,024 2
2,685+ 0,018°
2,637 + 0,008 °
1,852 + 0,017 ©
1,524 + 0,007 ¢

1,223 + 0,023 °
0,238 + 0,019 °
0,190 + 0,016 ©
0,174 + 0,007 ©
0,079 + 0,018 ¢
0,063 + 0,012 ¢

1,102 £ 0,037 @
0,276 + 0,021 °
0,205 + 0,026 ©
0,158 + 0,009 °
0,081 + 0,013 ¢
0,060 + 0,010 ¢

u -1
(h?) (mg.mL™)
[ I

0,01 0,161 +0,022¢ 0,189 + 0,045 ¢
0,02 0,294+0,015¢ 0,289+ 0,039 ¢
0,03 0,494 +0,031° 0,472+0,024°
0,05 0,558 +0,008° 0,599 +0,013°
0,09 1,245+0,017° 1,451+0,028°
0,2 4,443+0,045% 4,318+0,071°2

| = Biorreator 1; Il = Biorreator 2

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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3.2. Perfil metabdlico extracelular de culturas de Kluyveromyces lactis por
LC-MS

Com a finalidade de caracterizar o perfil metabdlico extracelular de
culturas continuas de K. lactis, em diferentes velocidades de crescimento, sob
limitacdo por nitrogénio, o sobrenadante dessas culturas foi submetido a
cromatografia liquida acoplada a espectrdmetro de massas. A Figura 1
apresenta o perfil da intensidade versus a razdo massa carga (m/z) de
fragmentos de metabdlitos extracelulares representativo de K. lactis, nos
biorreatores | e Il. Como controle, foi utilizada uma cultura de K. lactis
conduzida sem condi¢des de limitagdo por nitrogénio, sob batelada, e em fase
exponencial de crescimento (BAT Log).

Pela analise da razdo massa/carga, variando entre 50 a 1500, foram
detectados 19 fragmentos de metabdlitos extracelulares diferentes, com
intensidade detectada acima de 5400, para cada amostra. Foram eles (m/z):
207, 213, 215, 291, 293, 299, 321, 349, 387, 415, 432, 459, 485, 507, 543, 583,
656, 714 e 756. A maior ou menor abundéancia desses fragmentos em cada
condigao fisioldgica avaliada esta representada na Tabela 2. Nao foi observada
uma tendéncia da abundancia de todos os fragmentos em determinadas
velocidades de crescimento. No entanto, foi verificado que os fragmentos 299,
321, 349, 485, 507, 543, 583 e 756 foram diferencialmente menos abundantes
(£ 2 vezes) nas menores velocidades de crescimento (0,01 a 0,05 h™),
enquanto os fragmentos 432, 656 e 714 foram menos abundantes (< 2 vezes)
nas maiores velocidades de crescimento (0,09 e 0,2 h™). A partir dessas
observacbes, foi realizada uma tentativa de identificacdo dos metabdlitos
extracelulares relacionados a esses fragmentos que apresentaram abundancia
diferencial dependente da condicao fisiolégica. Porém, a identificacdo desses
metabalitos extracelulares produzidos por K. lactis ndo obteve éxito (dados néo
mostrados) e n&o foi conclusiva. Por isso, nao foi possivel comparar o perfil de
massa molecular obtido de cada possivel metabdlito extracelular com aqueles
depositados em bancos de dados e com aqueles descritos na literatura. No
entanto, apesar disso, o0 mapa de calor, analises dos componentes principais e
de agrupamento foram realizadas com os dados da intensidade e razéo
massa/carga dos fragmentos detectados, na tentativa de evidenciar diferengas

e/ou similaridades na abundancia desses metabdlitos, nas condi¢des
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avaliadas, além de relacionar os dados desses metabdlitos com as velocidades

de crescimento, em funcdo da limitagdo por nitrogénio aplicada.
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Figura 1: Perfil da intensidade (acima de 5400) versus a razdo massa carga (m/z), obtido por LC-MS, de fragmentos de
metabdlitos extracelulares representativo de K. lactis, conduzida em culturas continuas (CC), sob diferentes velocidades de
crescimento (1), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio. |- Biorreator | e II- Biorreator Il. BAT Log-
controle (cultura de K. lactis conduzida sem condigbes de limitagdo por nitrogénio, sob batelada, e em fase exponencial de
crescimento).
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Tabela 2: Abundéancia de fragmentos de metabdlitos extracelulares (m/z) representativo de K. lactis, conduzida em culturas
continuas, sob diferentes velocidades de crescimento (i), cada uma correspondendo a um nivel de limitagéo por nitrogénio.

Fragmentos de Metabdlitos Extracelulares (m/z)

207 213 215 291 293 299 321 349 387 415 432 459 485 507 543 583 656 714 756

0,01 + - + o+ 4+ - - - + + o+ 4+ - - - - + O+ -

0,02 + + + + + BEEEEEE + BEN O+ + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+

u(h*| 0,03 + o+ + o+ 4+ - -+ 4+ + + + + + + + + + o+
0,05 + + + + + = + + + = + + + + + + + + +

0,09 + + + + + + + + - + + + + + + + - - +

0,2 + -+ + + + 4+ + o+ - = + + o+ o+ O+ - = +

BATLog*| + + + + + + + + + + + + + + + + - -+

*BAT Log (controle): cultura de K. lactis conduzida sem condigdes de limitagdo por nitrogénio, sob batelada, e em fase
exponencial de crescimento.

* intensidade de fragmentos detectada sem diferenga significativa entre as velocidades de crescimento avaliadas.

" intensidade de fragmentos < 2 vezes do que o maior valor de intensidade detectada entre as velocidades de crescimento avaliadas.

114



A Figura 2 é o resultado do mapa de calor e do agrupamento hierarquico
da intensidade e a razdo massa carga, dos fragmentos de metabdlitos
extracelulares representativos de K. lactis, conduzida em culturas continuas,
em diferentes velocidades de crescimento, sob limitagdo por nitrogénio
(biorreatores | e Il) e conduzida sem condi¢des de limitagao por nitrogénio, sob
batelada, e em fase exponencial de crescimento (controle BAT Log). Os
resultados confirmaram a menor abundancia dos fragmentos 299, 321, 349,
485, 507, 583 e 756 nas menores velocidades de crescimento e a menor
abundancia dos fragmentos 432, 656 e 714 nas maiores velocidades de
crescimento. Além disso, foi observado o agrupamento dos fragmentos de
metabdlitos extracelulares em 7 grupos: m/z 207 e 213; 291, 293 e 299; 349 e
387; 415, 432, 459, 485 e 507; 543, 583, 656, 714 e 756. Os fragmentos m/z

215 e 321 constituiram cada qual um grupo unico.
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Figura 2: Mapa de calor e agrupamento hierarquico da intensidade e razao
massa carga (m/z), obtido por LC-MS, de fragmentos de metabdlitos
extracelulares representativo de K. lactis, conduzida em culturas continuas
(CC), sob diferentes velocidades de crescimento (u), cada uma
correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio. |- Biorreator | e II-
Biorreator Il. BAT Log- controle (cultura de K. lactis conduzida sem condi¢cbdes
de limitacdo por nitrogénio, sob batelada, e em fase exponencial de
crescimento).
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Apesar dos metabdlitos extracelulares produzidos por K. lactis ndo terem
sido identificados, no presente estudo, foi observado que houve um perfil
diferencial dos fragmentos dos metabdlitos em funcdo da velocidade de
crescimento das culturas. Tanto pelo perfil da intensidade versus a razao
massa carga (m/z), como pelo mapa de calor, a abundancia de determinados
fragmentos foi maior ou menor nas menores velocidades de crescimento, onde
as condigdes de limitagdo por nitrogénio sdo mais intensas. A partir da analise
de metabdlitos intracelulares, por LC-MS/MS, em culturas de S. cerevisiae, em
condigbes limitantes de glicose, amédnia, fosfato, uracila e leucina, sob as
velocidades de crescimento de 0,05; 0,11; 0,16; 0,22 e 0,30 h'1, BOER e
colaboradores (2010) verificaram que a produgcdo desses metabalitos,
principalmente aminoacidos, é afetada pela disponibilidade nutricional no meio
€ que a maior concentragdo de determinados tipos de metabdlitos
intracelulares € dependente do nutriente limitante e da taxa de crescimento.
Além disso, as diferengcas na producdo dos metabdlitos, entre os nutrientes
limitantes s&o mais evidentes em baixas taxas de crescimento.

Uma vez realizado o agrupamento dos fragmentos dos metabdlitos
extracelulares, foi possivel constatar 5 grupos constituidos por diferentes
fragmentos (m/z) e ainda 2 grupos constituidos pelos fragmentos m/z 215 e m/z
321, separadamente. Porém, ndo foi possivel realizar a relacdo desses
fragmentos com processos celulares ou vias metabdlicas da levedura, o que
dificulta a correlacdo de algum desses fragmentos de metabdlitos
extracelulares com o envelhecimento celular de K. lactis ou com a propria
condigado de limitacdo por nitrogénio. Isso s6 sera possivel com a identificagéo
molecular e estrutural dos referidos metabdlitos extracelulares.

BRAUER e colaboradores (2006) verificaram maior concentragcao de
adenosina, citidina, citosina, colina, trealose, guanosina, fenilpiruvato e a-
cetoglutarato, em culturas de S. cerevisiae sob limitagdo por nitrogénio,
enquanto GUTTERIDGE e colaboradores (2010) observaram que condigdes
limitantes por nitrogénio podem refletir no aumento dos niveis de cistationa e
na reducao dos niveis de glutamato, glutamina e alanina.

A analise de componentes principais (PCA) e o agrupamento dos
tratamentos, correspondentes as culturas continuas de K. lactis conduzidas,

sob limitagdo por nitrogénio, nas velocidades de crescimento de 0,01; 0,02;
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0,03; 0,05; 0,09 e 0,2 h™ (biorreatores | e Il), além de uma cultura conduzida
sem condicbes de limitagcdo por nitrogénio, sob batelada, e em fase
exponencial de crescimento (BAT Log), estdo apresentadas na Figura 3. Os
componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2) explicaram 83,01% da variagéo
presente. O componente principal 1 representou todos os fragmentos de
metabolitos extracelulares, exceto o m/z 321. Com relagdo ao agrupamento
dos tratamentos avaliados, foram obtidos 3 grupos: o grupo 1 (G1), que
representa as culturas conduzidas sob a velocidade de crescimento de 0,01 h™;
o grupo 2 (G2), que representa as culturas conduzidas sob as velocidades de
crescimento de 0,02; 0,03; 0,05: 0,09e 0,2h™": o grupo 3 (G3), correspondente
ao controle BAT log.

A Figura 4 mostra o perfil da intensidade versus a razdo massa carga
(m/z), representativo dos grupos 1, 2 e 3, relacionados aos fragmentos de
metabolitos extracelulares de K. lactis, conduzida em culturas continuas, em
diferentes velocidades de crescimento, sob limitagdo por nitrogénio
(biorreatores | e 1l) e conduzida sem condi¢des de limitagdo por nitrogénio, sob
batelada, e em fase exponencial de crescimento (controle). Foi observado que
a excecgao dos fragmentos de metabdlitos extracelulares m/z 299, 387, 415,
656 e 714, cuja intensidade foi aparentemente maior no grupo 1, os demais

fragmentos apresentaram maior intensidade no grupo 3.
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Figura 3: Analise de componentes principais e agrupamento de tratamentos
representativo da intensidade e razdo massa carga (m/z), obtido por LC-MS, de
fragmentos de metabdlitos extracelulares de K. lactis , conduzida em culturas
continuas, sob diferentes velocidades de crescimento (u), cada uma
correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio. 1- u=0,01 h', 2-
n=0,02h" 3-u=003 h";4-u=0,05 h";5-p=0,09h™"; 6- u=0,2 h;
7- BAT Log- controle (cultura de K. lactis conduzida sem condi¢bes de
limitacdo por nitrogénio, sob batelada, e em fase exponencial de crescimento).
G1 (Grupo 1); G2 (Grupo 2); G3 (Grupo 3).
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Figura 4: Perfil da intensidade versus raz&o massa carga (m/z), dos grupos 1,
2 e 3, relacionados aos fragmentos de metabdlitos extracelulares
representativos de K. lactis, conduzida em culturas continuas, sob diferentes
velocidades de crescimento (i), cada uma correspondendo a um nivel de
limitagdo por nitrogénio. Grupo 1: p=0,01h™"; Grupo 2: n=0,02, 0,03, 0,05,
0,09 e 0,2 h™'; Grupo 3: BAT Log - controle (cultura de K. lactis conduzida sem
condigdes de limitagao por nitrogénio, sob batelada, e em fase exponencial de
crescimento).

Embora a analise de componentes principais (PCA) e o agrupamento
dos tratamentos tenha revelado 3 distintos grupos, sendo que no grupo 2 as
velocidades de crescimento de 0,02; 0,03; 0,05, 0,09 e 0,2 h”' foram
consideradas estatisticamente iguais e por isso agrupadas no mesmo grupo, 0s
resultados referentes as caracteristicas de envelhecimento das células das
culturas continuas de K. lactis (Capitulo 3), sob limitagdo por nitrogénio,
indicam a diferenca entre as velocidades de crescimento utilizadas.
Considerando o pequeno numero de variaveis utilizadas na analise (valores
referentes a intensidade e razdo massal/carga dos 19 fragmentos de
metabdlitos extracelulares detectados), tal fato pode explicar o resultado do
agrupamento dos tratamentos em trés grupos apenas.

A anadlise de componentes principais para metabdlitos intracelulares ja

foi reportada para culturas de S. cerevisiae, revelando uma correlagao entre os
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niveis de metabdlitos e a longevidade (lifespan) das culturas. Altos niveis de
aminoacidos (metionina, prolina, treonina, glutamina, aspartato, glutamato,
isoleucina e histidina) foram correlacionados positivamente com a extensdo do
lifespan, enquanto altos niveis de nucleotideos e seus derivados (inosina,
hipoxantina, cAMP, timidina monofosfato, guanosina monofosfato e ribose)
foram correlacionados negativamente com a extens&o do lifespan da levedura
(YOSHIDA, et al., 2010).

Mesmo com a maior intensidade da maioria dos fragmentos de
metabdlitos extracelulares no grupo 3, o perfil metabdlico extracelular de S.
cerevisiae, em diferentes fases de crescimento, cultivada em batelada, em
meio YNB acrescido de glicose, aminoacidos, bases e acidos organicos,
mostrou que as maiores diferengcas quanto a deteccdo e concentracdo dos
metabdlitos foram observadas na transicdo da fase exponencial para a fase
estacionaria do crescimento, ou seja, na fase de desaceleracao (ALLEN et al.,
2003), correspondente a fase do crescimento de K. lactis, nas culturas
continuas, sob as diferentes velocidades de crescimento avaliadas. Por outro
lado, a maior detecgao dos fragmentos m/z 299, 387, 415, 656 e 714, no grupo
1, podem indicar metabdlitos produzidos como resposta fisiolégica das culturas
a condicdo mais extrema de limitagdo por nitrogénio ou ao processo de
envelhecimento celular, por exemplo. Juntamente com os fragmentos m/z 321,
349, 432, 485, 507, 543, 583 e 756, diferencialmente detectados entre as
velocidades de crescimento avaliadas, a identificacdo desses metabdlitos
extracelulares pode esclarecer mais precisamente sua relagdo com respostas

fisiologicas de K. lactis ou sugeri-los como metabdlitos candidatos para tal.

3.3. Perfil metabdlico extracelular de culturas de Kluyveromyces lactis por
GC-MS

Na tentativa de caracterizar o perfil metabdlico extracelular de culturas
continuas de K. lactis, em diferentes velocidades de crescimento, sob limitacéo
por nitrogénio, visando a identificacdo e correlagdo dos metabdlitos produzidos
com as condig¢des limitantes ou com o processo de envelhecimento celular, as
amostras (sobrenadante) das culturas foram também analisadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massas. A Tabela 3 mostra

os metabdlitos extracelulares identificados das culturas continuas da levedura,
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sob as diferentes velocidades de crescimento, cada uma correspondendo a um
nivel de limitagdo por nitrogénio, nos biorreatores | e Il. Como controle, foi
utilizada uma cultura de K. lactis conduzida sem condi¢des de limitagao por
nitrogénio, sob batelada, e em fase exponencial de crescimento (BAT Log).
Foram identificados 28 metabdlitos extracelulares secretados pelas culturas de
K. lactis, nas condi¢gbes avaliadas: 6 aminoacidos, 7 acidos graxos e 15 acidos
organicos. Alguns metabdlitos foram diferencialmente mais abundantes nas
menores velocidades de crescimento, enquanto outros foram mais abundantes
nas maiores velocidades de crescimento.

A Figura 5 apresenta o perfil metabdlico extracelular ascendente das
culturas continuas de K. lactis, sob limitagcdo por nitrogénio. Todas as
concentragbes relativas dos metabdlitos identificados, nas diferentes
velocidades de crescimento e condigbes limitantes de nitrogénio, foram
comparadas a cultura controle BAT Log. Foi observado que a concentragao
relativa de acido citramalico foi maior do que a do controle, em todas as
velocidades de crescimento analisadas. Por outro lado, a concentracao relativa
do acido organico 2,4-bis(1,1-dimetiletil)-fenol reduziu quando comparada ao
controle, em todas as velocidades de crescimento. A concentragao relativa de
acido latico aumentou consideravelmente nas velocidades de crescimento de
0,01; 0,02; 0,03 e 0,05 h™', sendo os valores detectados duas vezes maiores do
que os do controle, na velocidade de 0,09 h™", e trés vezes maiores do que os
do controle, na velocidade de 0,2 h'. A concentracao relativa de acido
succinico, um intermediario da via TCA e de vias do metabolismo de
aminoacidos, aumentou apenas nas velocidades de crescimento de 0,09 e
0,2h™, cujas condig¢des de limitagao por nitrogénio sdo menos intensas.

A analise de metabdlitos extracelulares, por GC-MS, em culturas de
diferentes espécies de Aspergillus, detectou a presenga abundante de
principalmente aminoacidos e acidos organicos, incluindo acidos di e
tricarboxilicos (VILLAS-BOAS et al., 2005 e 2010). Em condicdes de limitagéo
por nitrogénio, sob baixas velocidades de crescimento, a concentracdo dos
aminoacidos arginina, histidina, glutamina no meio foi reduzida, enquanto o
acumulo de alguns intermediarios da via TCA (a-cetoglutarato e fenilpiruvato) e
trealose foi verificado, o que pode estar associado a regulagdo do metabolismo
(BOER et al., 2010).
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Tabela 3: Metabdlitos extracelulares de culturas continuas de K. lactis, sob diferentes velocidades de crescimento (u), cada uma
correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio, identificados por GC-MS apés derivatizagao por MCF.

AMINOACIDOS ACIDOS GRAXOS ACIDOS ORGANICOS
Alanine 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-benzenepropanoic acid Acetyltributylcitrate
Histidine Caproic acid 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-phenol
Leucine Dehydroabietic acid Cinnamic acid
Methionine 10,13-dimethyltetradecanoic acid Cis-Aconitic acid
Proline 3-hydroxyoctanoic acid Citraconic acid
Valine 14-methylpentadecanoic acid Citramalic acid
Stearic acid Citric acid

Hydroxybenzoic acid
2-hydroxybutyric acid
2-isopropylmalic acid
Lactic acid

Malonic acid
2-methoxysuccinic acid
Oxaloacetic acid
Succinic acid
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Figura 5: Perfil metabdlico extracelular ascendente de culturas continuas de K. lactis, sob diferentes velocidades de crescimento

(1), cada uma correspondendo a um nivel de limitagdo por nitrogénio. Controle - cultura de K. lactis conduzida sem condigdes de
limitagdo por nitrogénio, sob batelada, e em fase exponencial de crescimento (BAT Log). (1) Concentragéo relativa de metabdlitos
maior do que a do controle. (|) Concentracao relativa de metabdlitos menor do que a do controle. (11) Concentragao relativa de
metabdlitos duas vezes maior do que a do controle. (111) Concentragéo relativa de metabdlitos trés vezes maior do que a do
controle.
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A Figura 6 demonstra a atividade de possiveis vias metabolicas de
culturas continuas de K. lactis, sob diferentes velocidades de crescimento (p),
cada uma correspondendo a um nivel de limitagao por nitrogénio, baseada nos
dados do perfil metabdlico extracelular caracterizado por GC-MS. Como
controle, também foi utilizada uma cultura de K. lactis conduzida sem
condigdes de limitagdo por nitrogénio, sob batelada, e em fase exponencial de
crescimento (BAT Log). Diferentes vias metabdlicas foram relacionadas com a
producao dos metabdlitos extracelulares identificados. No entanto, nem todas
as vias metabdlicas podem estar integralmente ativas, mas especificas reag¢des
dessas vias podem estar ocorrendo. Os valores positivos do score representam
metabdlitos envolvidos nas vias metabdlicas que foram secretados pela
levedura, enquanto os valores negativos do score remetem aqueles
metabdlitos que foram transportados para o interior celular e,
consequentemente, assimilados por K. lactis.

AGGIO e colaboradores (2010) relacionaram metabdlitos intra e
extracelulares, produzidos por culturas de S. cerevisiae, identificados por GC-
MS, com diferentes vias metabdlicas. Diferencas entre as atividades das vias
metabdlicas foram constatadas devido a diferengas nos perfis e na abundancia
dos metabdlicos obtidos.

Possiveis correlacbes entre as vias e os metabdlitos extracelulares
produzidos e a condicdo de limitagdo nutricional ou o processo de
envelhecimento, por exemplo, podem ser sugeridas. Uma possivel correlagédo
entre as vias e os metabdlitos extracelulares com a condi¢ao de limitacdo por
nitrogénio pode ser a deteccao das vias referentes ao metabolismo de alanina,
aspartato, glutamato, fenilalanina e tirosina. Outra possivel correlacdo dessas
vias e metabdlitos extracelulares com o processo de envelhecimento de K.
lactis pode ser a deteccdo das vias referentes a biossintese de metabdlitos
secundarios, glicdlise/gliconeogénese e degradagao de compostos aromaticos
policiclicos. No entanto, uma analise mais minuciosa deve ser feita no sentido
de correlacionar, mais precisamente, tais vias metabdlicas com sinais
extracelulares especificos que possam desencadear o0 processo de
envelhecimento ou que possam estar envolvidos com as condigcdes de

limitagcao por nitrogénio.
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Anexo 1: Valores da intensidade e razao massa carga (m/z), obtido por LC-MS, de fragmentos de metabdlitos extracelulares de K.
lactis, conduzida em culturas continuas (CC), em diferentes velocidades de crescimento (u), sob limitagdo por nitrogénio. I-
Biorreator | e Il- Biorreator II. BAT Log- controle (cultura de K. lactis conduzida sem condi¢des de limitagdo por nitrogénio, sob
batelada, e em fase exponencial de crescimento). Os resultados representam as médias aritméticas de 3 repetigdes.

CCO0011 CCO0011l CCO0021 CC00211 CCO0031 CC003I1l CCO051 CCO051I1I CC0091 Ccoo9ll CCco21 cco2ll BATLog
m/z Intensidade
207 37244,33 36474 34750,67 39420 38609,33 39318,67 40086,33 38954,33 37752,33 37670 37938,67 36274,67 44323
213 44739 43341,33 49565,33 50673,67 48973 50590 47938,67 47612,33 46685,67 44569,33 40771 41064,67 52803,5
215 10953 10584,67 11773,33 11870,67 11863 11909,33 12027,33 11251 11183 11140,67 10038,67 9721,333 12660
291 68558,67 71752 73053,33 76180,67 73005 78698,33 70906,33 67485 72201,33 69568,33 71358,67 68113,67 98870,5
293 20452,33 20662,67 20480 21298,67 20978,67 23200,33 21086 19703 21685,33 19892,33 20651,67 19424,67 28758,5
299 14363,33 14123 11187,67 11818,67 12984,33 11443,67 9533,333 10331 18972,67 16798,67 15874,67 18924,67 28102,5
321 17166,33 17403,67 18271 16382 16670 15683 24124,33 23875,67 22108,67 23032,67 20895 23764  20020,5
349 11151,67 11019,67 14349,33 12769,67 13779,33 12785 12768,67 12501,33 12785,67 12446,67 13131 13670 14364
387 18526,33 19410,33 14122,67 16020,33 20873,33 18954,67 17220,33 18292,67 12014 13945 21159,67 24035 140215
415 24590,67 22484,33 24069,67 21492 20388 18309 17424,67 16142,67 22709,67 18707,67 18763 15067 20012,5

432 11472,33 10034 9415,667 8679,333 8155,333 6571,333 10211 10662,67 9343,667 6502,333 5930,667 4844,667 6389,5
459 15988,67 15248 16657,33 17917 17774,67 19913,33 16774,67 16921,33 15783 15646,67 17620 15646 21961
485 10600,33 10485,67 15857,67 13627,67 156857 13435,67 13331,33 13039,33 12016,67 12631,33 11758 13301,67 17468,5
507 7996,333 8239,667 11043,33 10050,33 11041,33 10475 10222,33 9946,667 8633,667 9395,333 9587,333 9967,667 13195,5
543 14063 13349,67 13964 16751,67 15829,33 17461,67 14836,67 14388,67 14707 14539,67 16396,67 14844  19685,5
583 6763,667 6918,333 11655,33 9501,667 10975,67 9866,333 9143,667 8657,667 8274,333 8097,667 8827 9911,333 13057,5
656 16307,33 16342,33 15910,67 15900,67 14541 13007,67 20496 20432,67 8538,667 8181 9859,333 9533,667 773,5
714 18402 18648 16738,67 17504,67 16990,67 15173,67 24055 23153,67 9338,333 9881,667 11230 11360,33 1005
756 5484  5852,667 10396,67 9130,667 10424 9054,333 8005,667 7650,333 6824,667 7385,333 5966,333 6503,667 13517,5
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Anexo 2: Valores da intensidade e razdo massa carga (m/z), dos grupos 1, 2 e
3, relacionados aos fragmentos de metabdlitos extracelulares de K. lactis,
conduzida em culturas continuas, em diferentes velocidades de crescimento
(W), sob limitagdo por nitrogénio. I- Biorreator | e Il- Biorreator 1. BAT Log -
controle (cultura de K. lactis conduzida sem condi¢des de limitagdo por
nitrogénio, sob batelada, e em fase exponencial de crescimento). Grupo 1:

1w=0,01h™"; Grupo 2: p=0,02, 0,03, 0,05, 0,09 e 0,2 h™; Grupo 3: BAT Log.

m/z Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
I Il I Il BAT Log
207  37244,3 36474 37827,5 38327,5 44323
213 44739 43341,3 46786,7 46902 52803,5
215 10953 10584,7 11377,1 11178,6 12660
291 68558,7 71752 72104,9 72009,2 98870,5
293  20452,3 20662,7 20976,3 20703,8 28758,5
299 14363,3 14123 13710,5 13863,3 28102,5
321 17166,3 17403,7 20413,8 20547,5 20020,5
349 11151,7 11019,7 13362,8 12834,5 14364
387 18526,3 19410,3 17078 18249,5 14021,5
415  24590,7 22484,3 20671 17943,7 20012,5
432 11472,3 10034 8611,27 7452,07 6389,5
459 15988,7 15248 169219 17208,9 21961
485 10600,3 10485,7 13764,1 13207,1 17468,5
507  7996,33 8239,67 10105,6 9967 13195,5
543 14063 13349,7 15146,7 15597,1 19685,5
583 6763,67 6918,33 97752 9206,93 13057,5
656 16307,3 16342,3 13869,1 13411,1 773,5
714 18402 18648 15670,5 15414,8 1005
756 5484 5852,67 8323,47 7944,87 135175
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Anexo 3: Valores de concentragdes relativas dos metabdlitos extracelulares identificados, por GC-MS, em culturas de K. lactis,
conduzidas em cultivo continuo (CC), em diferentes velocidades de crescimento (i), sob limitagéo por nitrogénio, nos biorreatores |
e Il. BAT Log - controle (cultura de K. lactis conduzida sem condigdes de limitagdo por nitrogénio, sob batelada, e em fase
exponencial de crescimento). Os resultados representam as médias aritméticas de 3 repeticoes.

Metabdlitos Extracelulares Identificados CC001 CC002 CC003 CC0o05 cco09 CCo02 BAT Log
Stearic acid 3,65808 3,53966 4,36311 6,58063 2,731 3,84952 9,0357143
Dehydroabietic acid 0,29769 0,31103 0,27377 0,43 ND ND ND
2-hydroxybutyric acid 0,29731 0,11552 ND ND ND ND ND
Lactic acid 27,6062 20,6538 32,1541 29,01 67,52 114,194 2,9882353
Cinnamic acid 0,26923 ND ND ND ND ND ND
14-methylpentadecanoic acid 2,04077 1,7931 2,01148 1,98278 0,96659 1,60429 2,9776316
Citric acid 2,01846 1,52276 1,05779 0,8675 0,453 0,61227 6,005102
Acetyltributylcitrate 0,19423 0,18483 0,175 ND 0,13683 ND ND
10,13-dimethyltetradecanoic acid 1,80308 1,7869  1,9459 2,25313 1,41267 1,60476 3,8
Citramalic acid 14,9969 17,9503 16,2852 11,865 30,4613 23,7524 7,6918367
Caproic acid 0,93731 0,57517 1,05779 0,82438 0,323 ND 1,4571429
Malonic acid 0,92308 0,6131 0,58361 0,325 0,12529 ND ND
2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-phenol 8,01846 8,61793 9,42295 11,705 6,38133 9,56952 25,57551
Citraconic acid 0,40038 0,36759 ND ND 0,223 0,33182 0,3285714
Alanine ND 1,6431  1,63333 ND ND ND ND
3-hydroxyoctanoic acid ND ND ND ND ND ND ND
2-isopropylmalic acid ND 0,17276 0,1918 0,21313 0,29967 0,32048 0,8387755
Valine ND 0,25069 ND ND ND ND ND
Leucine 0,204 ND ND ND ND ND ND
Proline 0,29167 1,14379 0,93037 ND ND 0,61095 ND
Cis-Aconitic acid 0,13933 ND ND ND ND ND 0,2918367
2-methoxysuccinic acid ND ND ND ND 0,341 0,85143 ND
Hydroxybenzoic acid 0,32433 ND ND 1,30125 0,315 0,8519 ND
Methionine ND ND ND ND ND ND ND
3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-benzenepropanoic acid 0,12233 0,20793 0,16926 0,24438 ND 0,14286 0,3816327
Histidine ND ND ND ND ND ND ND
Succinic acid ND 0,78034 1,09057 1,62875 16,8613 22,4114 ND
Oxaloacetic acid 0,72667 ND 0,63407 ND ND ND 3,4244898

ND = Nao Detectado
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CONCLUSOES GERAIS

As conclusdes deste trabalho foram:

As fontes preferenciais de nitrogénio para K. lactis foram sulfato de
amonio, glutamato, glutamina, asparagina e aspartato, enquanto as
fontes ndo-preferenciais foram metionina, histidina, triptofano e cisteina.
A velocidade especifica de crescimento de K. lactis aumentou em funcao
da concentracdo de sulfato de aménio, no intervalo de 0,02 a 30,0 mM
obedecendo, ao modelo cinético proposto por Monod, com uma
correlagéo de 0,994.

O tampao fosfato, pH 6 e 7, foi 0 que proporcionou 0 maior crescimento
de K. lactis e a manutencdo do pH do meio por mais tempo,
considerando 0s maiores valores das velocidades especificas de
crescimento e da biomassa.

Culturas de K. lactis com densidades Opticas iniciais de 0,05, 0,1 e 0,2,
possuiram as maiores velocidades especificas de crescimento.

As condi¢Oes fisiologicas de crescimento e de limitagdo por nitrogénio
para culturas continuas de K. lactis foram estabelecidas: meio YCB
suplementado com sulfato de aménio, como fonte de nitrogénio,
tamponado com tampéo fosfato (pH 5,5 - 6,00 e com fluxo de
alimentagéo, que resultasse em velocidades de crescimento de 0,01 a
0,2 h, correspondendo & limitacdo por nitrogénio de acordo com o
modelo cinético previamente estabelecido.

Culturas continuas de K. lactis conduzidas sob as menores velocidades
de crescimento (1L = 0,01 e 0,02 h™), em regime permanente, sob
limitacdo por nitrogénio, apresentaram maiores tempo de geracao,
tempo de residéncia, producdo de biomassa e de proteinas
extracelulares.

A limitacdo por nitrogénio é garantida pelas proprias condigbes
estabelecidas neste trabalho, porém mais estudos para o maior
conhecimento sobre as respostas fisiolégicas de leveduras em relacdo a

essa condicdo sdo necessarios.
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A viabilidade de culturas de K. lactis, sob limitagdo por nitrogénio, foi
menor nas velocidades de crescimento de 0,01 e 0,02 h™* (~60%),
quando comparada as velocidades de crescimento de 0,09 e 0,2 h™
(~90%).

Sob as menores velocidades de crescimento de 0,01 e 0,02 h?, a
porcentagem de cicatrizes detectadas e a concentracdo de N-
acetilglicosamina foram maiores do que na populacao de células sob as
maiores velocidades de crescimento de 0,09 e 0,2 h™.

As células das culturas continuas de K. lactis, sob a velocidade de
crescimento de 0,01 h™*, apresentou maior porcentagem de ROS (~67%)
do que sob as maiores velocidades de crescimento.

A porcentagem de células em processo de apoptose, tanto pela
externalizacdo de fosfatidilserina como pela fragmentagcdo do DNA foi
baixa, variando entre 11 a 0,3%, dentro das velocidades de crescimento
avaliadas. No entanto, a porcentagem de células em apoptose foi maior
sob as menores velocidades de crescimento de 0,01 e 0,02 h™.

Com a reducado da velocidade de crescimento, as dimensdes celulares
de K. lactis aumentaram aproximadamente 44%.

A producao de triptofol e feniletanol foi maior nas menores velocidades
de crescimento, sendo que tirosol foi apenas detectado na velocidade de
crescimento de 0,01 h™,

Essas observacdes sugerem que culturas continuas de K. lactis, sob
baixas velocidades de crescimento, sejam favoraveis para o estudo da
fisiologia do processo de envelhecimento dessa levedura.

Além disso, o aumento da velocidade de crescimento diminuiu o
consumo de glicose por K. lactis, aproximadamente, 28 vezes, enquanto
reduziu a concentracdo de etanol e glicerol ~2 e ~20 vezes,
respectivamente, sugerindo que a levedura apresentou metabolismo
respirofermentativo, nas condi¢cdes avaliadas.

Considerando o perfil metabdlico extracelular de K. lactis, foram
detectados, por LC-MS, 19 fragmentos de metabdlitos diferentes, com

intensidade detectada acima de 5400, porém n&o foi observada uma
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tendéncia da abundancia de todos os fragmentos em determinadas
velocidades de crescimento.

Os fragmentos 299, 321, 349, 485, 507, 543, 583 e 756 foram
diferencialmente menos abundantes nas velocidades de crescimento de
0,01 a 0,05 h*, onde as condicdes de limitagdo por nitrogénio sdo mais
expressivas, enquanto os fragmentos 432, 656 e 714 foram menos
abundantes nas velocidades de crescimento de 0,09 e 0,2 h™.

O agrupamento hierarquico dos fragmentos permitiu constatar 7 grupos
constituidos por diferentes fragmentos (m/z), incluindo 2 grupos
constituidos pelos fragmentos m/z 215 e m/z 321, separadamente.

Pela andlise de componentes principais e pelo agrupamento dos
tratamentos, 0 componente principal 1 representou todos os fragmentos
de metabolitos extracelulares, exceto o m/z 321 e foram obtidos 3
grupos: o grupo 1 (culturas conduzidas sob a velocidade de crescimento
de 0,01 h), o grupo 2 (as culturas conduzidas sob as velocidades de
crescimento de 0,02; 0,03; 0,05; 0,09 e 0,2 h™') e o grupo 3 (controle).
No entanto, os resultados referentes as caracteristicas de
envelhecimento das células das culturas continuas de K. lactis, sob
limitacdo por nitrogénio, indicam a diferenca entre as velocidades de
crescimento utilizadas.

A excecdo dos fragmentos de metabolitos extracelulares m/z 299, 387,
415, 656 e 714, cuja intensidade foi aparentemente maior no grupo 1, os
demais fragmentos apresentaram maior intensidade no grupo 3.

N&o foi possivel realizar a relacdo dos fragmentos detectados, por LC-
MS, com processos celulares ou vias metabdlicas da levedura, o que
dificulta a correlacdo de algum desses fragmentos de metabdlitos
extracelulares com o envelhecimento celular de K. lactis ou com a
propria condicdo de limitacdo por nitrogénio. A identificacdo desses
metabdlitos extracelulares pode esclarecer mais precisamente essa
correlacao.

Pela andlise de GC-MS, foram identificados 28 metabdlitos

extracelulares (aminoacidos, acidos organicos e acidos graxos)
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secretados pelas culturas de K. lactis, nas diferentes velocidades de
crescimento, sob limitag&o por nitrogénio.

Alguns metabdlitos foram diferencialmente mais abundantes nas
menores velocidades de crescimento, enquanto outros foram mais
abundantes nas maiores velocidades de crescimento.

Diferentes vias metabdlicas foram relacionadas com a producdo dos
metabolitos extracelulares identificados, porém uma andlise mais
minuciosa deve ser feita no sentido de correlaciona-las com possiveis
sinais extracelulares que possam desencadear 0 processo de
envelhecimento ou que possam estar envolvidos com as condi¢des de

limitac&o por nitrogénio.
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PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE Kluvveromvces lactis

Alanina
Arginina
Asparagina
Aspartato
Cisteina

Fenilalanina
Glicina
Glutamato
Glutamina
Histidina
Isoleucina

Fonte de N,

Leucina
Lisina
Metionina

CondigGes Experimentais

Prolina

Serina

Sulfato de Aménio
Tirosina

Treonina
Triptofano

Valina

Biomassa

wihy)  (mgmLy)

]

Sistema Tampado

p(h)

Sem tampdo
Citrato—pH 3,0
Acetato —pH 4,0
Citrato—pH 5,0
Fosfato — pH 6,0
Fosfato—pH 7,0
Tris-HCl — pH 8,0
Borato—pH 9,0
Carbonato — pH 10,0

Escala

p(h)
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(mg.mL?)

Biomassa
(mg.mL?)

DO Inicial

0,05
0,10
0,20
0,50
1,00
2,00
5,00
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wih?)  (mgmL)

Diagrama 1: Diagrama representativo dos parametros de crescimento de
culturas de Kluyveromyces lactis, conduzidas em batelada, sob diferentes
fontes de nitrogénio, sistemas tampao e densidades éptica iniciais.
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PARAMETROS FISIOLOGICOS DE Kluvveromvces lactis

Tempo de Geragdo Tempo de Retengdo Biomassa Proteinas
(h) (h) (mg.mL?) (ng.mL?)
L Controle BAT Log NA  NA NA NA NA NA |:| |:|
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Biorreator

Tempo de Retengdo (h) ‘ 0a5,00 H 11,11 a 20,00 ‘-
Proteinas (ugle) ‘ 9,69a 18,72 H 38,79a41,72 ‘-

Escala

Diagrama 2: Diagrama representativo dos parametros fisioldgicos de culturas
continuas de Kluyveromyces lactis, conduzidas em diferentes velocidades de

crescimento (u), sob limitacdo por nitrogénio.
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PARAMETROS DE ENVELHECIMENTO DE Kluvveromvces lactis

Apoptose (%) Alcodis Aromaticos (LM.mL1)

NAG*
frag (ug.mL%) Dimensdo (um) Triptofol Feniletanol Tirosol
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Diagrama 3: Diagrama representativo dos parametros de envelhecimento de culturas continuas de Kluyveromyces lactis,
conduzidas em diferentes velocidades de crescimento (p), sob limitag&o por nitrogénio.
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PERFIL METABOLICO DE Kluvyveromyces lactis

Glicose

Residual Etanol Glicerol
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Diagrama 4: Diagrama representativo do perfil metabodlico (glicose residual,
etanol e glicerol) de culturas continuas de Kluyveromyces lactis, conduzidas em

diferentes velocidades de crescimento (u), sob limitagdo por nitrogénio.
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PERFIL METABOLICO DE Kluvveromvces lactis

Relacdo Massa/Carga (m/z)
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Diagrama 5: Diagrama representativo do perfil metabdlico (LC-MS) de culturas continuas de Kluyveromyces lactis, conduzidas em
diferentes velocidades de crescimento (u), sob limitag&o por nitrogénio.
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PERFIL METABOLICO DE Kluvveromvces lactis

Metabdlitos Extracelulares (concentragdo relativa)
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Diagrama 6: Diagrama representativo do perfil metabdlico (GC-MS) de culturas continuas de Kluyveromyces lactis, conduzidas em
diferentes velocidades de crescimento (u), sob limitag&o por nitrogénio.
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