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RESUMO 

A levedura Dekkera bruxellensis tem sido conhecida por sua adaptação aos processos 
fermentativos industriais, tendo chegado a situações que suplanta a levedura do processo 
Saccharomyces cerevisiae possuindo rendimentos equivalentes. Apesar de possuir grande 
adaptabilidade ao ambiente industrial, ainda são escassos trabalhos que se dediquem ao estudo 
de suas características fisiológicas e bioquímicas e que expliquem seu sucesso adaptativo. 
Este trabalho teve por objetivo descrever o metabolismo fermentativo da levedura GDB 248 
em situações que simulem os processos fermentativos industriais na produção do álcool 
combustível bem como, sua tolerância aos diferentes fatores de estresse presentes no ambiente 
industrial. Foram realizadas fermentações com reciclo celular em meios sintético e caldo de 
cana. Os resultados mostraram que as células de D. bruxellensis possuem baixa eficiência no 
consumo da sacarose (consumo máximo 30%), maior tendência de conversão de açúcar em 
biomassa, mas exibem rendimentos em etanol próximos ao de S. cerevisiae. Os experimentos 
de tolerância aos fatores de estresse adicionados nas fermentações mostraram que D. 
bruxellensis possui, quando comparada a S. cerevisiae, tanto tolerância similar ao etanol 
quanto sensibilidade a ácidos orgânicos (acético e lático). Não foi detectada a produção de 
acido acético nas culturas de D. bruxellensis, tendo em ácido lático produção similar a S. 
cerevisiae. Para avaliar a tolerância de D. bruxellensis ao estresse, foram realizadas curvas de 
sobrevivência celular na presença dos agentes de estresse: H2O2, etanol, KCl, e após um 
choque térmico, relacionando o envolvimento de três proteínas de choque térmico no padrão 
transcricional desta resposta. Em conjunto, os resultados mostraram que as células de D. 
bruxellensis foram mais sensíveis aos fatores de estresse testados, quando comparados a S. 
cerevisaie, apesar de exibir tolerância similar ao etanol. Os genes HSP22, HSP24 e HSP82 
são apenas responsivos ao choque térmico, mas suas proteínas não conferem tolerância às 
células. Por fim, para avaliar o comportamento desta levedura em outro substrato, 
frequentemente utilizado em destilarias no Brasil, e assim, compararmos o melhor 
desempenho desta espécie realizamos fermentações com reciclo em melaço e, desta vez, 
determinamos o conteúdo intracelular de trealose e glicogênio. No melaço, D. bruxellensis 
mostrou comportamento similar quanto à assimilação de sacarose, tendo tendência ao desvio 
do açúcar para biomassa e rendimento final em etanol equivalente ao produzido pelas células 
de S. cerevisiae. Mas, neste substrato, foi detectado a produção de ácido acético por esta 
levedura em quantidades superiores ao detectado nas culturas com S. cerevisiae. Quanto ao 
conteúdo intracelular dos carboidratos de reserva, só foi possível a detecção de glicogênio em 
quantidades inferiores a S. cerevisiae, pois nenhuma produção de trealose foi detectada em 
nossos ensaios. 

 

Pavaras chaves: Dekkera bruxellensis, Fermentação de etanol, Adaptação industrial, 

resistência a estresse. 

 

 

 

ABSTRACT 



 
 

The yeast Dekkera bruxellensis has been known for its adaptation to industrial fermentations 
processes with situations which overcome the process of the yeast Saccharomyces cerevisiae. 
Despite it having great adaptability to the industrial environment, there are still few researches 
which deal to the study of its physiological and biochemical characteristics that explain its 
success adaptation. This study aimed at describing the fermentative metabolism of the GDB 
248 yeast in situations that simulate the industrial fermentations processes for the production 
of fuel alcohol as well as their tolerance to different stresses factors present in the industrial 
environment. Fermentations were performed with cell-recycle in synthetic area and sugarcane 
juice. The results showed that D. bruxellensis cells have low efficiency in the consumption of 
sucrose (maximal consumption of 30%) and a higher tendency of converting sugar into 
biomass, but showing the yields of ethanol similar to the S. cerevisiae yeast. The experiments 
of tolerance to stress factors added in fermentations showed that D. bruxellensis has both 
similar tolerance to ethanol as sensitivity to organic acids (acetic and lactic). Acetic acid 
production was not detected in D. bruxellensis cultures, the production in lactic acid was 
similar to S. cerevisiae. To evaluate the tolerance of D. bruxellensis to stress, cell survival 
curves were performed in the presence of stress agents: H2O2, ethanol, KCl, and after heat 
shock linking the involvement of three heat-shock proteins in transcriptional standard on this 
response. Together, the results showed that D. bruxellensis cells are more sensitive to stress 
factors tested compared to S. cerevisiae, even displaying similar tolerance to ethanol. The 
genes HSP22, HSP24 and HSP82 are only responsive to thermal shock, but their proteins do 
not seem to confer tolerance to the cells. Finally, to evaluate the behavior of the yeast on 
another substrate, often used in distilleries in Brazil, and so, we compared the best 
performance of that kind of specie, we made fermentations of recycle molasses and, this time, 
we determined the intracellular content of trehalose and glycogen. In molasses, D. 
bruxellensis showed a similar behavior regarding assimilation of sucrose, with a tendency to 
the diversion of sugar to biomass and final yield in ethanol equivalent to that produced by S. 
cerevisiae cells. However, in this substrate, was detected a superior amounts of production of 
acetic acid by this yeast in relation to the amounts detected in cultures with S. cerevisiae. 
Regarding the intracellular content of carbohydrate of reserve, it was only possible to detect 
lower amounts of glycogen in S. cerevisiae, because no production of trehalose was detected 
in our tests. 

 

Keywords: Dekkera bruxellensis, Ethanol fermentation, Industrial adaptation, and Stress 

resistance. 
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INTRODUÇÃO 

 

A levedura Dekkera bruxellensis tem sido reportada como bem adaptada a ambientes 

de fermentação alcoólica industrial, tanto na produção de álcool combustível como de vinhos. 

Apesar disso, ainda são restritos trabalhos acerca do metabolismo fermentativo desta levedura 

em substratos frequentemente utilizados nas indústrias brasileiras. No artigo intitulado: “The 

physiological characteristics of the yeast Dekkera bruxellensis in fully fermentative 

conditions with cell recycling and in mixed cultures with Saccharomyces cerevisiae” 

foram avaliados e comparados aspectos fisiológicos desta levedura com Saccharomyces 

cerevisiae pela primeira vez em caldo de cana, focando em fatores como capacidade 

fermentativa e tolerância a diferentes agentes inibitórios do processo industrial tais como, 

etanol e ácidos orgânicos. 

Em 2010, foram publicados os primeiros dados, através da técnica de PCR em tempo 

real, sobre o padrão de expressão de genes ao estresse ambiental nas fermentações do vinho, 

sendo identificado, o gene codificante da proteína de choque térmico Hsp82p em D. 

bruxellensis. Numa tentativa de melhor compreender a resposta molecular de células de D. 

bruxellensis aos agentes de estresse dos processos industriais, avaliamos o envolvimento 

nestes processos de três proteínas de choque térmico no artigo intitulado: “Response of 

Dekkera buxellensis to stress conditions and involvement of heat shock proteins”. 

E por fim, com o intuito de avaliar o melhor desempenho desta levedura no ambiente 

de fermentação alcoólica, propusemos um trabalho a fim de, avaliar sua capacidade 

fermentativa quando se utiliza o melaço como substrato. O artigo intitulado: “Fermentation 

of sugarcane molasses by Dekkera bruxellensis and mobilization of reserve 

carbohydrates” aborda aspectos fisiológicos desta levedura bem como, a determinação e 

mobilização do conteúdo intracelular dos carboidratos de reserva glicogênio e trealose.  

Diante do exposto, o objetivo geral deste trabalho foi caracterizar a fisiologia da 

linhagem industrial GDB 248 da levedura D. bruxellensis em condições fermentativas com 

substratos industriais. Estes resultados são bastante promissores na tentativa de se conhecer 

quais os reais fatores que contribuem para o sucesso adaptativo desta espécie no ambiente de 

fermentação alcoólica industrial. 
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 A levedura Dekkera bruxellensis  

 

A levedura D. bruxellensis forma teleomórfica (produtora de ascosporos) de 

Brettanomyces bruxellensis, é um microrganismo pertencente ao grupo dos hemiascomicetos 

da família Saccharomycetacea (MOLINA; SHEN; JONG, 1993). A morfologia das células da 

levedura D. bruxellensis é bastante diversificada, podendo apresentar-se na forma elipsoidal a 

esférica, frequentemente ogival, ou ainda cilíndrica a alongada (Figura 1). Frequentemente, é 

observada a formação de pseudomicélio (VAN DER WALT, 1964).  

Os primeiros isolados de leveduras do gênero Brettanomyces foram feitos a partir de 

fermentados de cerveja inglesa. O estabelecimento do gênero foi feito em 1940 (CUSTERS et 

al., 1940) e mais tarde, em 1964, foi criado o gênero Dekkera após a observação de formação 

de ascosporos em algumas linhagens de Brettanomyces (VAN DER WALT, 1964).  A 

validação do gênero Dekkera foi feita a partir das análises de restrição do DNA ribossomal, a 

qual estabeleceu de forma errônea à equivalência entre os gêneros Brettanomyces (anamorfo) 

e Dekkera (teleomorfo) e suas espécies (MOLINA et al., 1993). Atualmente, apenas cinco 

espécies são reconhecidas como pertencentes a estes gêneros: D. bruxellensis, D. anomala, B. 

custersianus, B. nanus e B. naardenensis (MITRAKUL; HENICK-KLING; EGLI, 1999; 

RÖDER; KÖNIG; FRÖHLICH, 2007). 

 

 

Figura 1. Células da espécie Dekkera bruxellensis. (A) Linhagem CBS 74 
(http://www.cbs.knaw.nl/); (B) Linhagem CBS 2499 (http://www.cbs.knaw.nl/); (C) 
Linhagem industrial GDB 248 em meio YPD (Microscopia de contraste de fase). 

1.2 Genoma e diversidade genética da levedura D. bruxellensis 
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Apesar da grande importância da levedura D. bruxellensis como contaminante de 

vários processos fermentativos, pouco se sabe sobre suas características genéticas, e poucos 

trabalhos relatam a diversidade genética desta levedura. Entre os isolados de D. bruxellensis 

do processo de fermentação alcoólica foram identificados dois fenótipos muito distintos a 

partir do uso de marcadores de PCR do tipo ISSR (Inter Single Sequences Repeats), 

mostrando a existência de duas variantes dentro desta espécie (DE SOUZA LIBERAL et al., 

2007). Resultados similares mostraram a presença de três padrões distintos de restrição do 

DNA mitocondrial entre isolados da fermentação de vinho na Espanha (MARTORELL et al., 

2006) e dois padrões distintos de cariótipo molecular entre isolados da fermentação de vinho 

na Califórnia (MITRAKUL; HENICK-KLING; EGLI, 1999). 

Análises de cariotipagem por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) mostrou 

que o genoma de Dekkera possui um tamanho bastante variável sendo estimado um genoma 

compreendido na faixa de 20 a 30 Mb (SIURKUS, 2004). Nas linhagens isoladas da 

fermentação industrial em destilarias da região Nordeste do Brasil este número cromossômico 

parece variar entre 4 a 6 cromossomos possuindo tamanhos entre 0,67 Mb e 5,7 Mb 

(LIBERAL, 2010).  

Em 2007, foi realizado o sequenciamento do genoma de um isolado de vinícolas da 

levedura D. bruxellensis mostrando que o genoma desta espécie deve conter cerca de 7.340 

genes (WOOLFIT et al., 2007).  Foram identificadas 2.606 sequências completas ou parciais 

de genes codificadores de proteínas ortólogas as de S. cerevisiae e outros 277 não ortólogos S. 

cerevisiae, mas ortólogos a outras espécies Saccharomycetales, por exemplo, Candida 

albicans, Hansenula polymorpha e Pichia pastoris (WOOLFIT et al., 2007). As proteínas 

ortólogas entre D. bruxellensis e S. cerevisiae apresentam cerca de 48,8% de identidade em 

aminoácidos enquanto S. cerevisiae e C. albicans compartilham cerca de 52,9%. 

Estudos recentes de agrupamento filogenético utilizando análise multigênica 

mostraram que, D. bruxellensis ocupa um dos grupos dos hemiascomycetos, juntamente com 

Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis e Candida glabrata (WOOLFIT et al., 

2007). Graças a essas informações genéticas vários estudos já foram desenvolvidos em busca 

de genes relacionados ao metabolismo fermentativo (LIBERAL, 2010; NARDI; REMIZE; 

ALEXANDRE, 2010), via de assimilação do nitrato (DE BARROS PITA et al., 2011), 

resposta ao estresse ambiental e choque térmico (NARDI; REMIZE; ALEXANDRE, 2010). 
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Recentemente, Piskur et al. (2012) realizaram o sequenciamento total do genoma da 

linhagem Y879 (CBS2499) de D. bruxellensis isolada do vinho mostrando possuir tamanho 

de 13,4 Mb. Neste estudo foi possível também posicionar evolutivamente as espécies do 

gênero Dekkera como estando mais perto do grupo de leveduras consideradas “pobres” 

produtoras de etanol como, por exemplo, Pichia pastoris (Komagataella). Além disso, o 

resultado deste sequenciamento gerou um banco público de dados favorecendo ainda mais os 

estudos sobre os aspectos genéticos e filogenéticos dessa espécie 

(http://genome.jgi.doe.gov/Dekbr2/Dekbr2.home.html). 

 

1.3 FISIOLOGIA DA LEVEDURA D. BRUXELLENSIS 

 

1.3.1 O feito Crabtree em células de Dekkera bruxellensis  

 

 Apesar de estarem separada evolutivamente a cerca de 200 milhões de anos 

(WOOLFIT et al., 2007), as leveduras do gênero Dekkera compartilham algumas 

características com S. cerevisiae e uma dessas é a capacidade de produzir etanol, mesmo em 

presença de oxigênio caracterizando, assim o chamado efeito Crabtree positivo 

(PROCHÁZKA et al., 2010). Em S. cerevisiae e em outras leveduras, este comportamento 

fisiológico tem sido explicado pela saturação da capacidade respiratória em reoxidar o NADH 

resultante da glicólise. Este “gargalo” formado no nível do metabolismo do piruvato faz com 

que este seja direcionado ao metabolismo fermentativo, possibilitando que o NADH seja 

reoxidado via fermentação alcóolica (PRONK et al., 1996). 

 

 

 

 

1.3.2 Assimilação de açúcares  
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A levedura D. bruxellensis é capaz de assimilar uma grande variedade de fontes de 

carbono tais como, glicose, frutose, galactose, sacarose, maltose, celobiose e trealose 

(CONTERNO et al., 2006). Dentre estas fontes de carbono, glicose, frutose e sacarose 

apresentam relevância industrial por fazer parte da composição de meios industriais como o 

caldo de cana e o melaço (PITA, 2009).  

Ao longo dos anos o estudo de espécies do gênero Dekkera tem sido focado na 

detecção e identificação por serem tratadas como contaminante dos processos industriais. 

Apesar dessa ideia, ainda são escassos dados sobre a fisiologia desta levedura principalmente 

quando se fala em metabolismo de dissacarídeos, que já é bem descrito para S. cerevisiae 

(DIJKEN; WEUSTHUIS; PRONK, 1993; BASSO; BASSO; ROCHA, 2011). O 

conhecimento acerca das características fermentativas de D. bruxellensis em caldo de cana 

ainda é limitado, o que torna difícil avaliar os impactos dessa espécie neste substrato. A 

dinâmica de crescimento desta espécie em caldo de caldo de cana foi avaliada em diferentes 

trabalhos mostrando sua capacidade de adaptação a este substrato, fato este que normalmente 

não ocorre em leveduras desta espécie em meio rico e/ou suplementado quando comparada a 

S. cerevisiae (ABBOTT; HYNES; INGLEDEW, 2005; CIANI; MACCARELLI; 

FATICHENTI, 2003). 

Meneghin (2007) realizou ensaios fermentativos em condições de limitações de 

oxigênio com uma linhagem industrial de D. bruxellensis (CCA 59) e, mostrou que esta 

linhagem, tanto em culturas pura ou mista com S. cerevisiae (PE-02) foi capaz de crescer em 

meios com caldo de cana independente do inóculo inicial (101-103 células/mL). Da mesma 

forma, um estudo realizado em diversas destilarias do nordeste do Brasil observou que em 

sistemas contínuos de fermentação, que utilizam caldo de cana, a subpopulação de D. 

bruxellensis foi capaz de substituir a de S. cerevisiae, mesmo com repetidas ocasiões de troca 

da biomassa celular total (DE SOUZA LIBERAL et al., 2007). Apesar de exibir capacidade 

de crescimento no caldo de cana, análises fisiológicas de espécies do gênero Dekkera 

mostraram que essas leveduras possuem, nestes substratos, baixa capacidade fermentativa 

quando comparadas a S. cerevisiae. Isto implica, em maior tempo de fermentação e menor 

rendimento industrial resultando em acúmulo de açúcar nas dornas industriais (ARAÚJO, 

2005). A baixa capacidade fermentativa de leveduras do gênero Dekkera pode estar 

relacionada a limitações na taxa de assimilação de sacarose. É conhecido que a enzima 

invertase das células de S. cerevisiae hidrolisa a maior parte da sacarose no meio extracelular 

originando glicose e frutose. Por outro lado, estudos recentes mostraram que culturas de 



18 
 

 
 

células de uma linhagem industrial de D. bruxellensis exibiram apenas 10% da atividade 

dessa enzima como sendo extracelular. Isto implica na necessidade de transporte da sacarose 

para o interior das células, com provável gasto de energia (LEITE et al., 2012).  

A produção de etanol de segunda geração a partir de hidrolisados ligno celulósicos 

tem crescido bastante ao longo dos anos. Galafassi et al. (2011) analisaram cerca de 50 

linhagens pertencentes ao gênero Dekkera/Brettanomyces quanto ao seu potencial 

fermentativo relativo a estas fontes de carbono. Os resultados mostraram linhagens de D. 

bruxellensis capazes de assimilar celobiose e amido, mas não xilose e arabinose. Apesar de na 

descrição inicial da espécie ter sido relatado que D. bruxellensis não era capaz de assimilar e 

fermentar celobiose (VAN DER WALT, 1964), Blomqvist et al. (2010) mostraram que as 

células da linhagem CBS 11269 da levedura D. bruxellensis também foi capaz de assimilar e 

fermentar este dissacarídeo, porém, mais lentamente e menos eficiente que a assimilação e 

fermentação de glicose. Além disso, recentemente foi avaliada a capacidade de uma linhagem 

industrial (GDB 248) em assimilar e fermentar celobiose e os resultados mostraram que a 

linhagem foi capaz de assimilar e fermentar a celobiose, mas com consumo mais lento quando 

comparado ao de sacarose (LEITE, 2012). 

As leveduras que pertencentes ao gênero Saccharomyces possuem a capacidade de 

assimilar e degradar açúcares a compostos formados por dois carbonos, em especial etanol, 

mesmo em condições de excesso de oxigênio.  Esta característica é chamada de efeito 

Crabtree positivo o qual é a “chave” para conferir as estas espécies uma estratégia de 

sobrevivência chamada “Make-Accumulate-Consume”. Esta é caracterizada por um rápido 

consumo de açúcares, alta capacidade em produzir e acumular etanol e excelente tolerância a 

este composto conferindo as espécies um melhor desempenho competitivo em seu ambiente 

natural. Rozpedowska et al. (2011) estudaram a aquisição desta estratégia  no grupo 

Dekkera/Brettanomyces e observaram que apesar  de indivíduos destes gêneros terem 

divergindo antes do desenvolvimento desta estratégia, os dados apontam para uma teoria de 

que houve uma evolução paralela entre esses grupos, uma vez que, foram submetidos a 

pressões seletivas semelhantes no mesmo nicho. 

1.3.3. Efeito Custers em células de Dekkera/Brettanomyces 
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 As leveduras do gênero Brettanomyces e Dekkera possuem como característica 

bioquímica a inibição da fermentação alcoólica em condições anaeróbicas evento este, 

denominado de efeito Custers (WIJSMAN et al., 1984). A este efeito é atribuído a tendência 

das células de produzir ácido acético a partir da glicose com concomitante redução de NAD+ 

(CARRASCOSA et al., 1981).  

Segundo Scheffers (1966), o efeito Custers poderia ser explicado pela escassez de 

NAD+ causada pelo seu uso para a oxidação do acetaldeído a acetato. Em condições 

aeróbicas, a coenzima é reoxidado pela via respiratória. No entanto, sob condições 

anaeróbicas e na ausência de um aceptor de próton, a produção de ácido acético ocorrerá em 

menor quantidade resultando numa diminuição da proporção NAD+/NADH e 

consequentemente estagnação do fluxo glicolítico a nível da gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase (SCHEFFERS; NANNINGA, 1977). Em condições limitantes de oxigênio as 

leveduras produzem glicerol a fim de,  reoxidação do NADH produzido durante os processos 

de oxidação (VAM DIJKEN; SCHEFFERS, 1986). Entretanto, parece que leveduras que 

exibem o efeito Custers são de alguma forma, incapaz de fechar o balanço redox através da 

produção de glicerol ou outros compostos altamente reduzidos. De Souza Liberal et al. (2007) 

mostraram que D. bruxellensis pode produzir glicerol em condições anaeróbicas, mas, em 

pequenas quantidades. Em células de D. bruxellensis com essa característica o efeito Custers 

pode ser abolido pela adição de oxigênio ou um aceptor orgânico de elétron, por exemplo, 

acetoína ao meio, possibilitando que o NADH formado via glicólise e formação de acetato 

seja reoxidado via cadeia respiratória (CARRASCOSA et al., 1981). Estudos recentes 

mediram a atividade enzimática da glicerol 3-fosfato desidrogenase durante o crescimento 

celular e observaram que sua atividade pode ser observada apenas em condições limitantes de 

oxigênio (GALAFASSI et al., 2011). 

 

1.3.4 Produção de ácido acético por D. bruxellensis 

 

 As linhagens de D. bruxellensis tem uma importante característica de produzir ácido 

acético como subproduto da assimilação de glicose em condições aeróbicas. Em leveduras, o 

ácido acético é produzido a partir da oxidação do acetaldeído, que pode ser formado como um 

produto da reação da piruvato descarboxilase (PDC) durante o crescimento em glicose ou 

como produto da reação da enzima álcool desidrogenase (ADH) durante o crescimento em 

etanol (POSTMA et al., 1989). Já é conhecido que as linhagens de D. bruxellensis podem 
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produzir ácido acético a partir glicose e etanol (AGUILAR USCANGA; DELIA; 

STREHAIANO, 2003; BLOMQVIST et al., 2010; FREER, 2002; FREER; DIEN; 

MATSUDA, 2003). Por muito tempo foi proposto que o ácido acético produzido pelas células 

D. bruxellensis pudesse conferir uma vantagem competitiva sobre as células S. cerevisiae (DE 

MINIAC, 1989). Entretanto, em condições industriais o nível de oxigênio é limitado, o que 

não proporcionaria uma elevação da concentração de ácido acético que fosse capaz de inibir 

ou mesmo, interferir no crescimento das S. cerevisiae (ABBOTT; HYNES; INGLEDEW, 

2005; BLOMQVIST et al., 2010; PHOWCHINDA; DÉLIA-DUPU; STREHAIANO, 1995). 

Além disso, a inibição do crescimento e interferência da capacidade fermentativa das células 

de D. bruxellensis só ocorre, quando a concentração de ácido acético chega a níveis 

superiores a 2 g/L (YAHARA e et al., 2007). Blomqvist (2011), utilizando cultivos contínuos 

e com limitação de oxigênio (5% de oxigênio dissolvido), observou que as células de D. 

bruxellensis produziram quantidades de ácido acético inferiores 1g/L, concentração esta que 

não foi suficiente para afetar o crescimento e desenvolvimento das leveduras D. bruxellensis e 

S. cerevisiae nos processos de fermentação industrial.  

 

1.3.5 Assimilação de fontes de nitrogênio 

 

As leveduras encontram em seu ambiente natural, uma ampla variedade de fontes de 

nitrogênio que podem ser utilizadas tais como, amônia, prolina, arginina e nitrato 

(CONTERNO et al., 2006; GODARD et al., 2007). Apesar disso, a capacidade de assimilação 

do nitrato e/ou nitrito é restrita a poucas espécies (SIVERIO, 2002). Dentre as diferenças 

metabólicas entre S. cerevisiae e D. bruxellensis destaca-se a capacidade desta última de 

assimilar nitrato e nitrito como fontes de nitrogênio, característica que é utilizada na 

taxonomia bioquímica do gênero (BARNETT et al., 2002). A via de assimilação do nitrato em 

D. bruxellensis possuem muitos genes ortólogos aos da levedura Hansenula polymorpha 

diferindo apenas na posição relativa e orientação (WOOLFIT et al., 2007). Essa via é 

composta por transportadores de alta afinidade (DbYNT1) e duas enzimas redutases, a nitrato 

(DbYNR1) e nitrito redutase (DbYNI1). Esta dupla redução da molécula de nitrato resulta em 

amônia e reoxidação de 4 moléculas de NAD(P)H (SIVERIO, 2002).  

O caldo de cana pode apresentar concentrações significativas de nitrato oriundo do 

processo de adubação do campo com fertilizantes a base de nitrato (nitrato de cálcio, nitrato 
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de magnésio ou mesmo nitrato de amônia), muito utilizado nos canaviais. Desta forma, o 

nitrato poderia constituir uma fonte de nitrogênio que seria assimilada pelas células de D. 

bruxellensis para seu crescimento (PITA, 2009). De Barros Pita et al. (2011) a partir de 

estudos de competição entre D. bruxellensis e S. cerevisiae mostraram que D. bruxellensis é 

capaz de superar a população de S. cerevisiae em meios contendo uma maior concentração de 

nitrato. 

 

1.4  DEKKERA BRUXELLENSIS NO CONTEXTO INDUSTRIAL 

 

A levedura Dekkera bruxellensis tem sido por muito tempo considerada como a 

responsável por contaminações na produção de vinhos visto que, produz metabólitos, sendo 

os mais significantes o ácido acético e etilfenóis, como 4-etilfenol e 4-etilguaiacol. A presença 

destes compostos está relacionada especificamente a atividade de D. bruxellensis e aos 

aromas desagradáveis encontrados em vinhos contaminados (CHATONNET et al., 1995; 

1997).  

Um trabalho de monitoramento em destilarias da região nordeste, que utilizam caldo 

de cana como substrato, sugeriu a levedura D. bruxellensis como principal contaminante da 

produção do álcool combustível. Outros relatos desta levedura já foram observados em 

destilarias de álcool de álcool dos EUA e Canadá, onde a matéria-prima é o milho (ABBOTT; 

HYNES; INGLEDEW, 2005), e ainda na Europa, onde o substrato é beterraba (DE MINIAC, 

1989; CIANI; MACCARELLI; FATICHENTI, 2003). O melhor desempenho competitivo de 

D. bruxellensis em relação ao de S. cerevisiae no ambiente industrial indica um elevado 

fitness da espécie ao ambiente da fermentação alcoólica. Em princípio, a vantagem adaptativa 

de D. bruxellensis nestas condições pode estar relacionada a um fator nutricional ou a uma 

maior tolerância a um estresse ambiental. Já que, estudos recentes mostram D. bruxellensis 

exibindo maior adaptação ao ambiente industrial quando comparada a S. cerevisiae e isto 

pode estar relacionado à maior tolerância a baixos pH e elevada resistência a etanol 

(ROZPEDOWSKA et al., 2011). Apesar de trabalhos anteriores sugerirem esta espécie como 

contaminante industrial de processos de produção de álcool combustível, dados atuais tem 

mostrado que D. bruxellensis é capaz de produzir etanol a rendimentos próximos ao de S. 

cerevisiae (DE SOUZA LIBERAL et al., 2007; DE BARROS PITA et al., 2011). Além disso, 
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Passoth et al.  (2007) mostraram que essa espécie quando utilizada em consórcio com 

Lactobacillus vini mostra boa contribuição para a produção do etanol. 

 

1.5 FATORES QUE AFETAM O METABOLISMO DE DEKKERA BRUXELLENSIS 

  

Os estudos de D. bruxellensis no que ser relaciona a sua capacidade fermentativa e 

metabolismo tem sido focado em alguns fatores tais como, influência de oxigênio (AGUILAR 

USCANGA; DELIA; STREHAIANO, 2003; CIANI; FERRARO, 1997), agitação e 

temperatura (CASTRO MARTINEZ  et al., 2005), fonte de carbono (AGUILAR USCANGA 

et al., 2007),  pH  (FREER; DIEN; MATSUDA, 2003; ROZPEDOWSKA et al., 2011; 

BLOMQUIST et al., 2010) e temperatura (BRANDAM et al., 2008). Aguilar Uscanga et al. 

(2003) observaram que a concentração de oxigênio disponível afeta a drenagem do substrato 

para a produção de etanol ou ácido acético. Assim, quanto mais aerado for o sistema de 

cultivo, as células de D. bruxellensis tendem a drenar mais carbono para a produção de ácido 

acético do que para etanol.  

Em relação à preferência por fontes de carbono para produção de ácido acético, 

estudos mostram que as células de D. bruxellensis tendem a produzir mais ácido acético a 

partir de glicose do que etanol (FREER, S.; DIEN, B.; MATSUDA, 2003). Aguilar Uscanga 

et al. (2007) avaliaram o efeito de diferentes fontes de carbono sobre  o crescimento de 

Brettanomyces bruxellensis e a influência das mesmas sobre a produção de ácido acético e 

etanol e observaram que, de todas as fontes de carbono utilizadas o rendimento máximo de 

ácido acético (0,24 g/g) e produtividade (0,14 g/L/ h) foram obtidos das culturas que 

continham melaço com 60g/L de sacarose como fonte de carbono. 

Estudos mostram que, para a levedura D. bruxellensis a temperatura é também um 

fator de suma importância nos processos fermentativos. Já foi observado que quando esta 

espécie é submetida à temperatura de 35ºC ocorre uma parada no seu crescimento, antes 

mesmo, que todo o substrato seja consumido (BRANDAM et at al., 2008; BISSON; 

BUTZKE, 2000). Brandam et al. (2008) avaliaram a influência da temperatura sobre a 

fermentação, formação de metabólitos e taxa de crescimento da linhagem IHEM 6037 de D. 

bruxellensis e foi observado que, na faixa de temperatura entre 15 e 32ºC, a formação de 

biomassa foi muito semelhante e que a temperatura de 35ºC causou uma queda de 65% na 
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formação de biomassa e de 40% na viabilidade celular para a linhagem por eles testada. 

Consequentemente, nesta mesma condição de 35º C, houve uma queda nas taxas de produção 

de biomassa e metabólitos como etanol e ácido acético. 

A capacidade de crescimento e tolerância a ambientes com baixo pH também tem sido 

investigada para linhagens de D. bruxellensis. Em um estudo recente, Blomqvist (2011) 

investigou a influência do pH e temperatura sobre a taxa de crescimento e o rendimento em 

etanol para uma linhagem industrial de D. bruxellensis, e observou que a faixa de pH (3 a 5) e 

temperatura (25º a 37º C) testados não afetaram os parâmetros analisados levando a conclusão 

de que D. bruxellensis é bastante resistente a mudanças nas condições ambientais. Por fim, D. 

bruxellensis tem mostrado ser mais bem adaptada ao ambiente industrial do que S. cerevisiae 

e isto, pode está relacionado a uma maior tendência que estas células possuem em tolerar 

baixos pH além de possuir  elevada resistência ao etanol (ROZPEDOWSKA et al., 2011).  

 

1.6 INFLUÊNCIA DE FATORES DE ESTRESSE SOBRE OS PROCESSOS 

FERMENTATIVOS 

 

Durante os processos fermentativos as leveduras estão sujeitas a vários fatores de 

estresses que afetam seu crescimento e metabolismo fermentativo. Estes podem ser 

ambientais ou mesmo, decorrentes do próprio metabolismo da levedura (BAI et al., 2008; 

BASSO et al., 2008). Os agentes de estresse industriais os quais as leveduras são expostas 

estão exibidos na figura 2. Alguns destes, podem agir sinergisticamente (DORTA et al., 2006; 

BAI et al., 2008), particularmente quando há reciclo de células (BASSO et al., 2008) afetando 

mais ainda a viabilidade da levedura e consequentemente  produção de etanol.  
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Figura 2. Fatores físico-químicos que induzem estresse em células de Saccharomyces 
cerevisiae durante a fermentação alcoólica (INGLEDEW, 1999; BAI et al., 2008). 

 

 É conhecido que a levedura S. cerevisiae exibe capacidade de tolerância ao etanol nos 

processos fermentativos (JENSEN et al., 2009). Porém, altas concentrações de etanol quando 

em sinergismo com elevadas temperaturas ou baixos pH afetam até mesmo, linhagens 

industriais de S. cerevisiae consideradas resistentes a altas temperaturas (MONACO, 2007).  

Muitas das modificações que ocorrem nas leveduras após choque térmico são idênticas 

às causadas pela exposição ao estresse etanólico. Existe, um sinergismo entre esses dois 

fatores fazendo com que o etanol seja mais severo sob altas temperaturas (PIPER, 1995; 

ALDIGUIER et al., 2004). Outro fator que age em sinergismo com o etanol é o aumento da 

pressão osmótica. Este em células de S. cerevisiae quando associado ao etanol tende a 

potencializar o efeito tóxico do mesmo levando a uma redução da viabilidade celular (JOHN 

et al., 2012). O aumento da pressão osmótica também causa perda rápida de água intracelular 

(HOHMANN, 1997), danos intracelulares e parada do crescimento na fase G1 (BELLÍ et al., 

2001) e G2 (ALEXANDER et al., 2001), contração ou enrugamento da célula (MORRIS at 

al., 1983) e numa fase posterior, acúmulo de glicerol no citoplasma, como forma de 

neutralizar a desidratação (MAGER; SIDERIUS, 2002).  

O estresse osmótico torna-se preocupante em fermentações com melaço de cana de 

açúcar visto que, este substrato mostra grandes quantidades de sais. Elevados níveis de cálcio, 

potássio e magnésio encontrados neste substrato excedem os requisitos nutricionais da 

levedura. Os níveis médios de potássio (4.000 mg/L), presentes nos processos fermentativos, 

são suficientes  para induzir uma resposta ao estresse com aumento na formação de glicerol, 
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diminuição do conteúdo intracelular dos carboidratos de reserva e, consequentemente 

diminuição do rendimento em etanol (ALVES, 2000). Nos processos de fermentação de 

produção de álcool combustível as leveduras são separadas do mosto por centrifugação, 

seguida por uma lavagem ácida de ácido sulfúrico antes de uma nova fermentação (SILVA- 

FILHO et al., 2005). Este procedimento, embora seja utilizado para tentar reduzir a 

contaminação bacteriana, provoca perturbações na fisiologia da levedura levando a uma 

lixiviação de minerais (N, P, K, Mg). Essa situação na levedura S. cerevisiae provoca uma 

diminuição do conteúdo intracelular de trealose seguido de queda de viabilidade (FERREIRA; 

AMORIM; BASSO, 1999). 

A presença de ácidos orgânicos pode ser um dos fatores para a redução do pH 

intracelular da levedura e prejudicar sua homeostase. Ácidos orgânicos quando em baixos pH 

adquirem uma forma protonada, que facilmente atravessa a membrana plasmática, e dentro do 

citoplasma, onde o pH está próximo à neutralidade, a maioria dos ácidos fracos se dissocia, 

liberando prótons e ânions, acidificando assim, o citoplasma. Prótons e ânions, podem ser 

expelidos para o exterior celular a custo de ATP, estes últimos se associam novamente com os 

prótons, devido ao baixo pH do meio e então, podem difundir-se novamente através da 

membrana, formando um ciclo que ocasiona um gasto dispendioso de energia pela célula no 

intuito de manter sua homeostase (ORIJ; BRUL; SMITS , 2011). Os ácidos orgânicos que são 

frequentemente produzidos em ambientes de fermentação são o lático e acético. O ácido lático 

é produzido por bactérias láticas contaminantes dos processos industriais, e o ácido acético é 

sintetizado em pequenas quantidades por leveduras. Narendranath, Thomas e Ingledew (2001) 

observaram que a concentração inibitória mínima do ácido acético sobre o crescimento de 

linhagens de S. cerevisiae foi de 0,6% (p/v) ou 100 mM enquanto que, para o ácido lático foi 

de 2,5% (p/v) ou 278 mM. O efeito inibitório tanto do ácido acético como lático torna-se 

maior quanto menor for o pH do meio, devido a uma maior concentração da forma não 

dissociada dos mesmos (GRAVES et al., 2006).  

 Por fim, embora os processos fermentativos sejam em condições de anaerobiose, o 

estresse oxidativo pode ser causado pelo crescimento aeróbico durante a propagação de 

biomassa podendo gerar, espécies reativas de oxigênio (ROS), levando a vários tipos de danos 

celulares (GÓMEZ-PASTOR; PÉREZ-TORRADO; MATALLANA, 2010). Para lidar com os 

danos causados pelo estresse oxidativo e assim, manter o estado “redox”, os organismos 

tendem a se adaptar por meio de defesas antioxidantes formados por sistemas enzimáticos e 

não enzimáticos (FOLCH-MALLOL et al., 2004). 
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1.7  RESPOSTA MOLECULAR AO ESTRESSE 

 

Células de S. cerevisiae desenvolveram uma rápida resposta molecular para reparar 

danos e proteger as estruturas celulares dos efeitos causados pelo estresse (ESTRUCH, 2000). 

Entretanto, parece que o efeito STR deve estar mais relacionado com a adaptação das células, 

induzindo genes e ativando mecanismos que irão proteger as células de mudanças ambientais 

posteriores (BERRY; GASH, 2008).   

Os elementos de transcrição de resposta a estresse, ou STRE (Elementos de 

transcrição de choque térmico) são motivos presentes nas sequências promotoras dos genes 

que respondem aos estímulos induzidos pelos agentes causadores de estresse celular. Estes 

medeiam à expressão de um número de genes dentro do mecanismo de resposta geral ao 

estresse (MARTINEZ-PASTOR et al., 1996). Os STREs correspondem a cópias simples ou 

múltiplas da sequência de nucleotídeos CCCCT/AGGGG que servem como local de ligação 

dos fatores de transcrição Msn2p ou Msn4p, ativados por estresses diversos tais como, choque 

térmico, osmótico, oxidativo ou mesmo, em situações de carência de nutrientes (RUIS; 

SCHÜLLER, 1995). Outro elemento de transcrição ativado pelo estresse é o elemento de 

choque térmico, ou HSE (Elemento de choque térmico). Este contém pelo menos três 

repetições de sequência de nucleotídeos de nGAAn, e serve como local de ligação para um 

outro fator de transcrição de choque térmico o chamado Hsf1p (BAUER; PRETORIUS, 2000; 

ESTRUCH, 2000). 

 

1.7.1 Proteínas de choque térmico  

 

As chaperonas moleculares são definidas como um grupo de proteínas interativas que 

modulam, tanto a dobra e desdobramento de outras proteínas ou mesmo, a montagem e 

desmontagem de complexos proteína-proteína, proteína-DNA e proteína-RNA (HARTL; 

HAYER-HARTL, 2002; DEUERLING, BUKAU, 2004; SAIBIL, 2008). Em eucariotos, o 

fator de transcrição de choque térmico (HSF) é o principal modulador de resposta ao choque 

térmico, levando a indução de expressão de proteínas de choque térmico (HSP) que 
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geralmente servem como chaperonas moleculares que ajudam no dobramento de proteínas. 

Muitas destas estão presentes na ausência de estresse, no entanto, na presença dos mesmos, os 

genes que a codificam tem sua expressão aumentada e em muitos casos, contribuem para a 

tolerância celular em associação com o mecanismo de resposta geral ao estresse (BAUER, 

PRETORIUS, 2000; ESTRUCH, 2000). 

As proteínas de choque térmico são classificadas de acordo com suas massas 

moleculares, gerando as famílias Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, e as sHSPs que são 

pequenas chaperonas ubíquas presentes nas células eucarióticas (MORANO; GRANT; 

MOYE-ROWLEY, 2011). As sHSPs são proteínas de baixo peso molecular que formam 

grandes estruturas homo oligoméricas. A característica marcante destas proteínas é a o 

aumento na expressão dos genes que a codificam durante condições de estresse, fazendo com 

que as mesmas participem dos processos de proteção celular (HASLBECK et al., 2005; 

WELKER et al., 2010). Devido ainda a poucos dados sobre as estruturas e propriedades das 

sHSPs, muitas estão anotadas como pertencentes a família HSP20 (POULAIN; GELLY;  

FLATTERS, 2010). As sHSPs têm massas moleculares variando entre 10 e 30 kDa e possuem 

em sua região “C”- terminal, uma sequência  conservada entre os membros de sua  família 

chamada de domínio alfa cristalino (Figura 3). Este domínio possui cerca de 90 aminoácidos 

sendo flanqueado por um braço “N” terminal de sequência divergente e variável em 

comprimento (média de 55 aminoácidos) e por uma extensão “C”- terminal com 

aproximadamente menos de 20 resíduos (DE JONG; LEUNISSEN; VOORTER, 1993; 

POULAIN; GELLY; FLATTERS, 2010). Dentre as várias funções das sHSPs pode-se citar o 

envolvimento da Hsp26p e Hsp42p na manutenção do proteoma da levedura em estado 

solúvel durante o choque térmico. (HASLBECK et al., 2004). Em S. cerevisiae a Hsp12p atua 

em diversas condições tais como, choque térmico, osmótico, oxidativo, elevadas 

concentrações de etanol, bem como, no início da fase estacionária (WELKER et al., 2010; 

VARELA et al., 1995). Outra importante sHSPs é a Hsp104p que além de, ser induzida por 

uma variedade de estresses ambientais, possui um papel essencial na aquisição de 

termotolerância celular e quando associada ao carboidrato trealose atua no combate a 

desnaturação proteica (HOHMANN; MAGER, 1997; SANCHEZ; LINDQUIST, 1990). 
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Figura 3. Arquitetura do domínio Alfa Cristalino das Proteínas de choque térmico adaptado 
de Hilton et al. (2013). 1- Região “N”- terminal com cerca de 55 aminoácidos. 2. Domínio 
alfa cristalino com cerca de 90 aminoácidos e 3. Região “C”- terminal contendo resíduos 
menores que 20 aminoácidos.  

 

1.7.2  Proteção cruzada em células de leveduras 

 

 Um importante aspecto de resposta ao estresse em células de levedura é o fenômeno 

da resistência adquirida. Células de diversos organismos podem resistir a estresses severos 

quando são previamente expostas a uma forma branda deste estresse (SIDERIUS; MAGER, 

1997). A existência do mecanismo de proteção cruzada levantou a hipótese de que as 

condições de estresse requerem um maior esforço do mecanismo de resposta geral e, este, 

envolve vários tipos de funções celular tais como, proteção celular, metabolismo de energia, 

produção de proteínas protetoras e síntese de carboidratos de reserva como, por exemplo, 

trealose. Estas funções celulares e as proteínas de choque térmico são as respostas mais 

notáveis associadas ao mecanismo de proteção cruzada (SOTO et al., 1999; TROTT; 

MORANO, 2003). 

Os processos de adaptação celular, os efeitos de proteção cruzada e o agente de 

estresse a qual as células são expostas parecem sugerir respostas celulares distintas. Jamieson 

(1992) avaliou o efeito de proteção cruzada em células de S. cerevisaie quando expostas aos 

agentes oxidantes menadiona (1mM) e H2O2 (0.7mM) durante um período de 1h. Os 

resultados mostraram que, apesar de ser obter uma resposta cruzada contra o H2O2 por 

tratamento de células com menadiona, o pré-tratamento das mesmas com H2O2 sensibilizou as 

células a menadiona. 
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1.8  METABÓLITOS INDICATIVOS DE FATORES ESTRESSANTES  

 

Nos processos de fermentação, ocorrem mudanças no perfil dos metabólitos 

intracelulares tais como, trealose, glicogênio, esteróis e glicerol, o que pode estar relacionado 

com mecanismos adaptativos que permitem que as células de levedura possam lidar contra os 

fatores de estresse presente nesses processos (PEREIRA et al., 2011). A trealose e o 

glicogênio chegam a constituir 25% do peso seco da levedura, possuindo funções de reserva 

de carbono e energia cujos níveis intracelulares podem variar de acordo com diferentes 

mudanças ambientais (BASSO et al., 2011; SCHULZE; LARSEN; VILLADSEN; 

FRANCOIS; PARROU, 2001). Na levedura S. cerevisiae, glicogênio e trealose estão 

envolvidos na tolerância a diferentes estresses (ATTFIELD, 1997; PARROU; TESTE; 

FRANÇOIS, 1997; SINGER; LINDQUIST, 1998). Entretanto, os carboidratos de reserva 

trealose e glicogênio podem ser mobilizados para a formação de álcool quando são utilizados 

como fonte alternativa de carbono em processos conhecidos como fermentação endógena 

(FERREIRA; AMORIM; BASSO, 1999). 

 

1.8.1 Trealose 

 

A trealose é um dissacarídeo não redutor formado por duas unidades de glicose unidas 

por uma ligação α–1,1 glicosídica. Este açúcar esta presente em vários organismos tais como, 

bactérias, fungos, invertebrados e plantas servindo como fonte de energia e carbono (ELBEIN 

et al., 2003). Na fase exponencial de crescimento de leveduras, são observados baixos níveis 

intracelulares de trealose resultante da repressão exercida pela glicose sobre a expressão dos 

genes envolvidos na biossíntese desse metabólito (BOULTON; QUAIN, 2001). Por outro 

lado, em condições normais de crescimento, ocorre um acúmulo deste carboidrato logo após, 

as células entrarem em fase estacionária. Outro tipo de situação que pode favorecer o acúmulo 

de trealose é quando as células estão expostas a condições de estresse, donde a trealose pode 

atuar como um protetor contribuindo para a sobrevivência celular (ALCARDE; BASSO, 

1997; THEVELEIN, 1984; VAN LAERE, 1989; WIEMKEN, 1990). Essa situação de 

mobilização do “pool” de trealose intracelular é acompanhada de altos níveis de mRNA de 

genes que codificam para as subunidades do complexo trealose sintase (TPS1, TPS2, TPS3 e 

TSL1) e também, acúmulo da proteína Tps1p (PARROU; TESTE; FRANÇOIS, 1997). Esta 
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mobilização, embora pareça um ciclo fútil de síntese/degradação, está também relacionada 

com a renovação da reserva de fosfato dentro das células (Figura 4) (PARROU; TESTE; 

FRANÇOIS, 1997). 

Na levedura S. cerevisiae os estresses térmicos e salinos favorecem o acúmulo de 

trealose. Para a recuperação da viabilidade celular nessas condições é necessário que a 

trealose acumulada seja mobilizada, permitindo que as células retornem às condições normais 

(WERA et al., 1999; GARRE; MATALLANA, 2009). O acúmulo de trealose é também 

observado em situações de privação de nitrogênio e fosfato podendo sugerir, uma reposta 

comum a vários fatores nutricionais. Aranda, Salgado e Taillandier (2004) mostraram que em 

situações de limitações de carbono e nitrogênio o acúmulo de trealose nas células de S. 

cerevisaie pode chegar até 13% do peso em biomassa seca. 

Os processos fermentativos estão sujeitos a diferentes fatores de estresse (PATARO et 

al., 2000; 2002) e o acúmulo de trealose parece estar envolvido na capacidade de 

sobrevivência das leveduras a esses ambientes. Pataro et al. (2002) observaram que as 

linhagens de Sacharomyces de processos de produção de cachaça que mais mostraram 

acúmulo de trealose,  foram as submetidas a um estresse térmico numa temperatura subletal 

de 40ºC por um período de 60 min. Por outro lado, todas as linhagens testadas apresentaram 

queda de viabilidade e de trealose quando transferidas diretamente da temperatura de 28ºC 

para 50ºC por um período de 8 min. Situação semelhante foi observada por Hottiger, Schmutz 

e Wiemken (1987) quando ao transferirem cultivos de S. cerevisiae previamente incubados a 

27ºC para uma temperatura de 40ºC, observaram que houve um aumento rápido do conteúdo 

intracelular de trealose enquanto que, quando o cultivo foi retornado para a temperatura  de 

27ºC a trealose tinha sido degradada. 

O acúmulo de trealose em linhagens de S. cerevisiae está relacionado com a 

manutenção da viabilidade celular e tolerância ao etanol durante a fermentação alcoólica 

(MANSURE; SOUZA; PANEK, 1997). Sharma (1997), observou que células de S. 

cerevisiae, quando crescidas previamente sob concentrações crescentes de NaCl e, em 

seguida, expostas a uma concentração de 16% de etanol (v/v), mostraram maior tolerância ao 

etanol, maior viabilidade e maior acúmulo de trealose do que as células controle. Segundo 

Benaroudj, Lee e Goldberg (2001) a trealose protege as células contra os danos induzidos 

pelos radicais de oxigênio, bem como, da toxicidade do etanol. O pré-tratamento de linhagens 

de S. cerevisiae a 38ºC proporcionou um aumento exponencial no conteúdo de trealose além 

de, aumentar a viabilidade das células quando expostas ao estresse oxidativo (BENAROUDJ; 

LEE; GOLDBERG; 2001). Outro papel exercido pela trealose é o de proteção das células de 
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levedura contras os danos causados à parede celular por agentes biocidas (ELSZTEIN et al., 

2008). 

 

 

Figura 4. Via de síntese de trealose na levedura Saccharomyces cerevisiae (SHIMA; 
TAKAGI, 2009).  A via de síntese de trealose inicia-se com a formação da trealose-6-fosfato 
a partir da UPD-glicose e glicose-6-fosfato. As enzimas que catalisam a síntese, trealose 
sintase 6-P (TPS1) e trealose 6-P fosfatase (TPS2), fazem parte de um complexo em que, as 
proteínas Tsl1 e TPS3, participam. Por fim, a degradação da trealose é feita por duas trealases 
distintas, uma ácida confinada nos vacúolos celulares e outra neutra, localizada no citossol. 
 

1.8.2 Glicogênio 

 

O glicogênio é uma grande reserva de polímero intracelular constituído por subunidades 

α-1,4-glicose com ligações α-1,6-glicose nos pontos de ramificação (WILSON et al., 2010). O 

conteúdo deste metabólito pode variar entre 1% a 23% do peso total de matéria seca da 

levedura e por isso, é considerado o principal carboidrato de reserva, de grande importância 

para sobrevivência celular durante situações de privação de nutrientes (LILLIE; PRINGLE, 

1980; SILLJEET et al., 1999). Entretanto, quando as células estão expostas a um estado 

quiescente prolongado, o glicogênio é degradado para induzir a síntese de trealose a fim de, 

proteger as células contra o estresse nutricional (SHI et al., 2010). A síntese do glicogênio 

(Figura 5) é aumentada em situações de limitações de fontes de carbono, nitrogênio, fósforo e 

enxofre (LILLIE; PRINGLE, 1980). O glicogênio está envolvido na tolerância e adaptação 

celular da levedura ao estresse etanólico. Segundo Dake, Khetmalas e Amarapurkar (2011) o 
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crescimento de células de S. cerevisiae na presença de 2-8% (v/v) de etanol resulta no 

aumento do glicogênio insolúvel, bem como, do conteúdo total de carboidratos como forma 

de proteção contra o estresse osmótico. Por outro lado, concentrações de etanol superiores a 

8% v/v promovem a redução do teor de glicogénio insolúvel. Resultados recentes mostraram 

que linhagens industriais da levedura S. cerevisiae apresentam aumento de seu conteúdo de 

glicogênio após 12 h de fermentação sendo esse aumento, acentuado ao final da fermentação. 

As cepas industriais PE e CA1185 chegaram a apresentar acúmulo de glicogênio na faixa de 

2,6 a 4,2 vezes maiores do que a linhagem de laboratório CEN. PK113-7D (PEREIRA et al. 

2011). 

                

 

Figura 5. Via de síntese de glicogênio. Fonte: Gutierrez, 1997. p. 238 

 

1.8. 3 Glicerol 

 As células de leveduras quando expostas ao etanol sintetizam trealose e glicerol para 

serem utilizados com função de proteção (GUYOT, S.; FERRET, E.; GERVAIS, P, 2005). 

Durante a fermentação alcoólica, a formação do glicerol ocorre em função de vários fatores 

tais como, tipo de linhagem utilizada, aumento de temperatura,  pH e da concentração de 

sacarose do meio (GUTIERREZ, 1991). Nos processos fermentativos o glicerol é o principal 

subproduto das células de S. cerevisiae, formados principalmente como o resultado de reações 

re-oxidação para consumir o excesso de NADH, formado durante a biossíntese sob condições 

anaeróbicas (VAN DIJKEN; SCHEFFERS, 1986; BAI; ANDERSON; MOO-YOUNG, 
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2008). A formação do glicerol em condições anaeróbicas está relacionada com a manutenção 

do balanço de redox intracelular. Nessa condição, o NADH é reoxidado a NAD+ através da 

formação do glicerol. A síntese de 1 mol de glicerol a partir da glicose leva a oxidação de um 

1 mol de NADH (ANSELL et al., 1997; WANG et al., 2001). Como a síntese do glicerol 

utiliza o poder redutor (NADH), a produção do mesmo é aumentada quando há excesso de 

NADH na célula, que ocorre quando processos oxidativos se desenvolvem, sejam decorrentes 

da produção de biomassa ou formação de ácidos orgânicos (BASSO; ALVES; AMORIM, 

1996).  

 

2 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 A adaptabilidade das células de leveduras aos processos de fermentação alcoólica 

bem como, sua capacidade fermentativa é influenciada por uma série de fatores 

relacionados com a disponibilidade de nutrientes ou mesmo a presença de compostos 

produzidos pela microbiota do processo. A levedura D. bruxellensis mostra-se bem 

adaptada aos processos industriais para produção de etanol, fato este que a torna um 

microrganismo que vem despertando o interesse científico e tecnológico pela capacidade 

de produção de etanol e de competição com a levedura S. cerevisiae. No Brasil, o caldo 

de cana e melaço ou misturas destes, são os substratos mais frequentemente utilizados 

nos processos fermentativos para produção de álcool combustível. Estes substratos 

parecem bem adequados para o crescimento das células de D. bruxellensis, pois 

trabalhos de monitoramento em destilarias da região Nordeste mostraram que a 

levedura D. bruxellensis pode suplantar a população de células da levedura do processo. 

Na tentativa de uma melhor compreensão acerca da fisiologia desta espécie nestes 

substratos, o presente estudo buscou em situações fermentativas miméticas a dos 

processos industriais avaliar as características fisiológicas desta espécie no intuito de 

compreender seus mecanismos de adaptação a estes ambientes. Os resultados 

alcançados podem contribuir para o emprego biotecnológico desta levedura nos 

processos fermentativos de produção de álcool combustível.  
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Abstract 

 

The yeast D. bruxellensis is considered very well adapted to the environment in industrial 

alcoholic fermentation using different substrates in Brazil, USA, Canada and Europe. Our 

previous study described its fermentative profile in sugarcane juice substrate. In the present 

study, we extended its physiological evaluation in situations fermentation using sugarcane 

molasses as substrate. It confirmed the inefficiency of D. bruxellensis cells in assimilating 

sucrose, which seems to be the main bottleneck for its use as fermentative yeast. Furthermore, 

cells of D. bruxellensis showed greatest deviation of sugar for biomass and organic acids 

compared to Saccharomyces cerevisiae. This is a particular concern in molasses by the 

induction of acetate production, which was not observed when sugarcane juice was 

fermented. It is noteworthy that this yeast do not accumulate trehalose while glycogen 

intracellular content was smaller than S. cerevisiae. Therefore, the adaptive success of D. 

bruxellensis under industrial fermentation conditions seems unrelated to the production of 

those reserve carbohydrates, which suggests that this species has another type of mechanism 

that favors this success adaptive to the industrial environment. 

 

Keywords: molasses, adaptation industrial, organic acids, carbohydrate reserves, ethanol 

fermentation 
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Introduction 

 

The alcoholic fermentation environment is endowed with stressors, sometimes 

environmental or resulting from the yeast metabolism that when they act synergistically, 

particularly when there are cell recycle, cause greater effect on cell viability and, 

consequently, on fermentation yield (Dorta et al. 2006; Bai et al. 2008; Basso et al. 2008). 

The yeast D. bruxellensis has proven to be well suited to industrial fermentation processes 

coming to ethanol yield similar to that of S. cerevisiae in laboratory media and sugarcane 

juice (De Souza Liberal et al. 2007; Pereira et al. 2012) and to higher biomass yield than S. 

cerevisiae in these media (Pereira et al. 2012; Leite et al. 2012). The ability of this yeast to 

adapt to industrial processes has been attributed to its resistance to weak organic acids (Ciani 

et al. 2003), the advantage in nutritional substrate containing nitrate as nitrogen source (De 

Barros Pita et al. 2011), tolerance to ethanol (Jensen et al. 2009) and robustness to variation of 

pH and temperature (Blomqvist et al. 2010). The physiological and metabolic causes of such 

adaptation remain unclear. Despite its robustness in industrial condition, D. bruxellensis cells 

are very sensitive to long periods of storage in laboratory medium (unpublished data) and its 

growth rate is lower in laboratory medium than in industrial medium such as sugarcane juice, 

for example (De Barros Pita et al. 2011; Leite et al. 2012; Pereira et al 2012). In a recent study 

we observed that cells of D. bruxellensis GDB 248 industrial strain are less tolerant to thermal 

and oxidative stresses than S. cerevisiaie JP1 industrial strain (manuscript submitted). Thus, 

deeper metabolic analyses of this yeast are required in order to figure out the mechanisms 

beyond such adaptation. 

Yeast cells are subjected to stressful conditions of fermentation showed low levels of 

glycogen reserve carbohydrates and trehalose. This may affect their survival in the 

environment as elevated levels of these carbohydrates are important for yeast withstand the 
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stress present in the industrial processes (Basso et al. 2011). It is well established that the 

intracellular content of glycogen and trehalose in yeast cells varies significantly depending on 

the growth conditions, the availability of nutrients in the media and with the presence of 

stress-inducing factors (Francois and Parrou 2001). Moreover, studies show the relationship 

between the ethanolic stress and the mobilization of these carbohydrates, since situations may 

occur during fermentation that decrease trehalose content up to 60% (Pataro et al. 2002). 

Likewise, increasing the intracellular content of glycogen during fermentation is related to the 

adaptation and tolerance to ethanol (Mansure et al. 1997; Dake et al. 2010). We recently 

showed that in fermentation of sugarcane juice with recycle cells D. bruxellensis low 

efficiency have lower consumption of sucrose, large deviation biomass, same tolerance to 

ethanol and same sensitivity to organic acids as compared to S. cerevisiae (Pereira et al. 

2012). In the present study, we evaluated the fermentation profile of D. bruxellensis in 

fermentation assays with cell recycle using sugarcane molasses as substrate, with an emphasis 

on the analysis of intracellular content and mobilization of trehalose and glycogen, weaving a 

parallel with this biochemical trait with yeast cell adaptability to the industrial environment. 

 

Material and Methods 

 

Strains and growth conditions 

 

Dekkera bruxellensis industrial strain GDB 248 and Saccharomyces cerevisiae industrial 

strain JP1, used as reference, were used in the present work (Pereira et al 2012). Cells were 

maintained in YPD medium (1% yeast extract, 2% peptone and 2% glucose). Solid medium 

contained 2% agar.  
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Fermentative assays 

 

Yeast cells were pre-grown in 5 mL YPD medium at 30ºC for 48 h in rotatory shaker at 140 

rpm, recovered by centrifugation (800 g for 20 min at room temperature) and suspended in 

propagation molasses medium containing initial sugar at 10 g l-1 (sucrose, glucose and 

fructose expressed as hexose content) for propagation of the biomass at 30ºC. Cells were 

collected by centrifugation, the supernatant was removed at most and the wet sediment was 

weighed. Cell suspensions were prepared in fermentation molasses medium containing initial 

sugar at 86.7 g l-1 to initial biomass concentration of 10% (wet weight/vol) in a total volume 

of 40 ml. The cultures were transferred to 50 ml flasks for incubation for 24 h at 32ºC without 

agitation (first cycle). Afterwards, cells were collected by centrifugation, washed with sulfuric 

acid solution at 1.56 mM (pH 2.5) for one hour and re-suspended as above in fermentation 

molasses medium for a new batch of fermentation (second cycle). This procedure was 

repeated for three times for a total of five cycles. At the end of each cycle, yeast cells were 

collected for viability determination after dying with eosine by microscope inspection and the 

supernantant was used for measurement of metabolites consumption and production. Single 

batches experiments for 24 h were performed as above, with the modification of initial 

volume of 100 ml in order to allow sampling at every two hours. 

 

Metabolite measurements 

 

Residual sugars, lactate, acetate and glycerol were determined by ion Exchange 

chromatography in Dionex DX-300 device equipped with CarboPac PA-1 (4 x 250 mm) 

column and pulse amperometric detector. Mobile phase was 100 mM NaOH at a constant flux 

of 0.9 ml min-1 (Basso et al. 2008). Fermentation yields were calculated as the metabolite 
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produced by consumed sugar. Production of CO2 was measured by the weight loss procedure 

(Basílio et al. 2008). The intracellular content of glycogen and trehalose were determined at the 

end of each fermentative cycle, as well along the kinetics experiments. After being collected, 

yeast cells were submitted to 0.5M trichloroacetic acid treatment at 0ºC for 20 min for extraction 

of reserve carbohydrates. Trehalose was quantified in Dionex DX-300 device (Basso et al. 2008) 

while glycogen was determined according to Rocha-Leão et al. (1984). All experiments were 

performed in biological triplicates with two technical replicate. The results of each were 

submitted to analysis of variance (ANOVA) and the averages were compared by Tukey test 

(p≤0.05). Only averages were plotted in graphics and average ± standad deviation were 

presented in Tables. 

 

Results 

 

Sugarcane molasses fermentation with cell recycling 

  

Cell viability over the recycles fermentation was calculated to be 96% and 98% for D. 

bruxellensis and S. cerevisiae, respectively (Fig. 1a) and the cell population was kept constant 

at the end of each fermentation cycle for both yeasts (Fig. 1b). The final pH of the 

fermentation was higher in cultures of S. cerevisiae (5.06 ± <0.01) than  D. bruxellensis (4.8 ± 

0.02). The mass balance over the recycles was calculated as 99% (± 0.03) and 94% (± <0.01) 

for D. bruxellensis and S. cerevisiae, respectively, distributed as follows according to the 

consumption of sugars and production of metabolites and biomass. Biomass yield (Yx/s) of D. 

bruxellensis cultures (0.05 ± <0.01) was greater than S. cerevisiae cultures (0.02 ± <0.01) 

(Fig. 2a), whereas the yield of organic acids (lactate+acetate) was similar for the two yeasts 

(0.04 ± <0.01) for D. bruxellensis and 0.05 ±> 0.01 for S. cerevisiae). For the production of 
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those acids, no difference in the final concentration of lactic acid between the two yeasts, 

while the cultures of D. bruxellensis showed almost three times higher acetate production than 

S. cerevisiae (Table 1). The residual concentration of glucose and fructose were low for both 

yeasts (Table 1). In contrast, only 36% of the initial sucrose was consumed on average over 

the recycles fermentation by D. bruxellensis cells, whereas the cells of S. cerevisiae consumed 

almost all of sucrose at the end of each fermentation cycle (Table 1). As consequence, both 

production of ethanol and CO2 were lower in cultures of D. bruxellensis than in cultures of S. 

cerevisiae (Table 1). Nevertheless, ethanol yield (Fig. 2b) it was similar for both yeasts (0.45 

g g -1). 

Regarding reserve carbohydrates, trehalose could not be detected in cells of D. 

bruxellensis after each recycle fermentation, while cells of S. cerevisiae showed values up to 

17% of this metabolite corresponding to cell dry weight, with average 13.34% (± 0.26) over 

the cycles. The average intracellular glycogen content was lower in D. bruxellensis cells 

(0.24% ± 3.6) than in S. cerevisise (5.11% ± 0.48) over the recycles (Table 1). These results 

show the difference in the intracellular content of the carbohydrate reserves between both 

yeasts. Under aerobic cultivation in YPD medium no measureable trehalose was observed in 

D. bruxellensis cells, while lower glycogen content was measured in this yeast compared to S. 

cerevisiae (unpublished data). Therefore, this seems to be a metabolic trait of this yeast. 
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Figure 1. Cell viability (A) and cell count (B) of Saccharomyces cerevisiae JP1 strain (gray 

columns) and Dekkera bruxellensis GDB248 (black columns) at the end of fermentation 

cycles in molasses medium. 

 

Table  1.  Metabolites at the end of three recycling stages of fermentation (C1, C3 and C5) of 

pure cultures of S. cerevisiae and D. bruxellensis in molasses 

Metabolite S. cerevisiae JP1  D. bruxellensis 

 `C1 C3 C5  C1 C3 C5 

(Sucrose consumed (g l-1) 
 

86,3 86,6 86,1  43,82 31,43 32,35 

Residual glucose (g l-1) 0.19 0,45 0.43  0.29 0.1 0,29 

Residual fructose (g l-1) 0,1 0.15 0.14  0.3 0.49 0.31 

Glycerol (g l-1) 3,3 3,5 3,9  1.4 1.2 1.2 

Acetate (g l-1) 0.42 0.58 0.5  1.4 1.4 1.5 

Lactic acid (g l-1) 0.61 0.64 0.68  0.97 0.83 0.97 

Glycogen (%) 3.9 6.3 6.6  3.2 4.5 4.2 

Trehalose (%) 13.2 16.8 13.3  0.0 0.0 0.0 

Ethanol (%v/v) 7.45 8.45 8.28  4.71 4.73 4.8 

CO2 (g l -1) 1.97 2.23 2.18  1.15 1.10 1.19 
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Figure 2. Yields for biomass (A) and ethanol (B) of Saccharomyces cerevisiae JP1 strain 

(gray columns) and Dekkera bruxellensis GDB248 (black columns) at the end of fermentation 

cycles in molasses medium. 

 

Fermentation kinetics of sugarcane molasses fermentation 

 

The dynamic behavior of the yeast physiology was analyzed in single batch experiments. 

Slower sucrose consumption was observed for D. bruxellensis along the 24 h of fermentation 

compared to S. cerevisiae (Fig. 3a), while glucose and fructose have been completely 

consumed within 6 and 4 hours of fermentation, respectively for both yeasts (Fig. 3bc). The 

initial accumulation of glucose and fructose in the medium in cultures of S. cerevisiae (Fig. 

3bc) might be explained by the action of extracellular invertase, while this enzyme is almost 

exclusively intracellular in D. bruxellensis (Leite et al. 2012). Glycerol production by cells of 

D. bruxellensis was very low when compared to S. cerevisiae (Fig. 4a). The production of 

organic acids was detected in both yeasts, with acetate production being more relevant in D. 

bruxellensis cultures (Fig. 4b), while the lactic acid production being similar in both yeasts 

(Fig. 4c). 
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Figure  3. Kinetics of sugar consumption by cells of Saccharomyces cerevisiae JP1 strain 

(open circles) and Dekkera bruxellensis GDB248 (closed circles) within a fermentation cycle 

in molasses medium. 

 

Figure 4. Kinetics of extracellular metabolites production by cells of Saccharomyces 

cerevisiae JP1 strain (open circles) and Dekkera bruxellensis GDB248 (closed circles) within 

a fermentation cycle in molasses medium. 
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It was not detected the presence of trehalose in the cells of D. bruxellensis during 

fermentation, whereas this metabolite has accounted for about 11% of the cell mass of S. 

cerevisiae at the end of fermentation (Fig. 5) On the other hand, glycogen accumulation was 

observed for D. bruxellensis cells throughout the fermentation, although smaller than S. 

cerevisiae (Fig. 5). The intracellular content of glycogen reached 10% in S. cerevisiae and 

only 4% in D. bruxellensis (Fig. 5). 

 

 

Figure 5. Kinetics of intracellular reserve carbohydrate trehalose (straight lines) and glycogen 

(dotted lines) accumulation in the cells of Saccharomyces cerevisiae JP1 strain (open circles) 

and Dekkera bruxellensis GDB248 (closed circles) within a fermentation cycle in molasses 

medium. 

 

Discussion 

 

The yeast D. bruxellensis has been regarded as well suited to industrial fermentation 

processes due to its persistence in the fermentation tanks even when it is not used as inoculant 

(De Souza Liberal et al. 2007; Passoth et al. 2007; Basílio et al. 2008; Pereira et al. 2012; De 
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Souza Barros et al. 2012). Although there are few data on the characteristics that confer this 

adaptability, it is accepted that this trait may be related to greater tolerance for various forms 

of stress process (Rozpedowska et al. 2011). The processes for producing ethanol from 

sugarcane substrates are characterized by a succession of non-Saccharomyces yeasts (Silva-

Filho et al. 2005; Basílio et al. 2008; Basso et al. 2008) and the yeast D. bruxellensis 

presented greater growth than S. cerevisiae and thus greater efficiency in sugar conversion to 

biomass in sugarcane juice medium (Pereira et al. 2012). Similarly, it was observed in the 

present work greater tendency for biomass production by this yeast also in molasses medium 

(Fig. 2a). Current data has shown that D. bruxellensis is capable of achieving ethanol yields 

close to S. cerevisiae (De Souza Liberal et al. 2007; Blomqvist et al. 2010; De Barros Pita et 

al. 2011), and it may be in situations with consortium of lactic acid bacteria considered a good 

ethanol producer (Passoth et al. 2007; De Souza Barros et al. 2012). However, it is currently 

reported that high ethanol yields were observed only after long periods of fermentation (De 

Souza Liberal et al. 2007; Blomqvist et al. 2010). Differently to the short-term fermentation 

experiments performed in sugarcane juice (Pereira et al. 2012), in the present work it was 

observed ethanol yield similar to S. cerevisiae after long-term 24 h molasses fermentation 

(Fig. 2c; Table 1). Nevertheless, the most prominent problem still regarding to the lower 

productivity of this yeast with high residual sugar left in the process. 

This low productivity is due to the inefficiency of sucrose assimilation by D. bruxellensis 

when compared to S. cerevisiae both during fermentation of grape must (Renouf et al. 2006), 

laboratory medium (Basilio et al 2008) and sugarcane juice (Pereira et al. 2012) as well as 

sugarcane molasses (Fig. 3a). One possible explanation for this phenomenon is the 

intracellular metabolism of sucrose that requires a very efficient system of transporting sugar 

(Leite et al. 2012). Dekkera bruxellensis showed inefficiency in the assimilation of glucose 

and fructose during fermentation of grape juice using pure cultures (Renouf et al. 2006) or 
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sugarcane juice using cultures mixed with S. cerevisiae cells (Pereira et al. 2012). On the 

other hand, glucose and fructose assimilation was in the range of that observed for S. 

cerevisiae (Fig. 3bc). It led to the conclusion that physical-chemical characteristics of the 

molasses are very stimulatory of the fermentative metabolism from hexoses. Therefore, the 

metabolic problem of low productivity seems restricted to the inefficiency of sucrose 

assimilation and breakdown. 

Under anaerobic conditions little or no production of glycerol is accomplished by cells of 

D. bruxellensis (Blomqvist et al. 2010; Pereira et al. 2012) compared to already well 

described glycerol production by S. cerevisiae during fermentation. This effect is regarded to 

the low capability of D. bruxellensis to restore the redox balance through the production of 

reduced metabolites such as glycerol (Wijsman et al. 1984). Furthermore, and unlike what 

happens in S. cerevisiae, the yeast D. bruxellensis produces much acetic acid under aerobic 

conditions (Leite et al. 2012) and very little or no amount under anaerobic environments or 

oxygen-limited condition (Uscanha et al. 2003; Pereira et al. 2011). In the present work we 

found glycerol in the cultures of D. bruxellensis, although about three times lower than in S. 

cerevisiae (Table 1). It is known for long date that Dekkera yeasts require a supply of oxygen 

to stimulate fermentation, a phenomenon known as Custer effect that could be abolished by 

the presence of oxygen or an electron acceptor like acetoin (Van Dijken and Scheffers 1984). 

De Barros Pita (2011) suggested that the nitrate in the sugarcane juice can be an ultimate 

electron acceptor, removing this effect and increasing production of ethanol by D. 

bruxellensis. Similarly, we suggest that some component of molasses could induce the 

production of acetic acid by the cells of D. bruxellensis even in anaerobiosis (Table 1; Fig. 

4b), which does not occur in the sugarcane juice medium (Pereira et al. 2012). 

Trehalose and glycogen are important intracellular carbohydrate reserves that maintain 

carbon and energy sources as well as play an important role in cell protection under stress 
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(François and Parrou 2001). The lack of trehalose in the interior of D. bruxellensis cells, 

together with the low glycogen content, point to the fact that increase in biomass yield should 

be related to high metabolic flux towards amino acids biosynthesis in this yeast. If it comes to 

be true, the production of D. bruxellensis cell biomass as a source of single cell protein may 

be economically advantageous as compared to S. cerevisiae (Leite et al. 2012). 

Another important biological function of those carbohydrates is their participation in cell 

viability and longevity. During the alcoholic fermentation processes various stresses can 

affect the viability of yeast cells (Graves et al. 2007). Elevated levels of carbohydrate make 

the cells supporting the acid wash imposed by industrial processes and become them more 

tolerant industrial conditions (Basso et al. 2011). Trehalose is a metabolite of paramount 

importance to the tolerance of yeast to face different situations of stress associated with the 

plasma membrane while maintaining its integrity (Martini et al. 2006; Elsztein et al. 2008). 

This metabolite seems to be also involved in ethanol stress tolerance (Mansure et al. 1997). 

There was no detectable accumulation of trehalose by D. bruxellensis cells in the course of 

fermentation (Fig. 5) or along the fermentation cycles (Table 1). Additionally, the absence of 

this metabolite does not appear to affect cell viability during fermentation in which ethanol 

accumulates in the medium (Fig. 1a), neither to organic acids (Pereira et al. 2012). Besides, 

accumulation of trehalose is involved in acquisition of thermotolerance in S. cerevisiae 

(Virgilio et al. 1994). Our recent results show that D. bruxellensis is more sensitive to heat 

stress than S. cerevisiae (manuscript submitted). Together, these findings show that in D. 

bruxellensis tolerance to heat and ethanolic stresses are not connected to the accumulation in 

intracellular trehalose. 

The intracellular content of glycogen in the cells of D. bruxellensis was one third of 

that observed for S. cerevisiae at the end of fermentation cycle in molasses (Table 1; Fig. 5). 

This metabolite is considered the major reserve of energy in Saccharomcyes cerevisiae (Dake 
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et al. 2010) and seems to be also involved in the tolerance to ethanol (François and Parrou 

2001). Thus, similar to trehalose, glycogen might not be involved in D. bruxellensis tolerance 

to ethanol or to organic acid (Pereira et al. 2012), nor to thermal or oxidative stresses 

(manuscript submitted). 

In conclusion it seems that fermentation in sugarcane molasses presents some 

particularities when comparing to sugarcane juice, the most relevant being the stimulation of 

acetate production even in anaerobiosis. It might be regarded to the differences in 

mineral/chemical composition differences between these substrates.  In both cases, sucrose 

assimilation seems the major problem for completion of fermentation in reasonable period of 

industrial processes, without leaving high residual sugar. And lastly, the lack of trehalose and 

the low content of glycogen inside the yeast cells may be not related neither to the success of 

D. bruxellensis adaptation nor to the eventual failure in its settlement to industrial production 

plants. But may support the suggestion that D. bruxellensis is very effective for single cell 

protein production.  
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3 CONCLUSÃO 
 

- Em fermentações com reciclo celular as células de D. bruxellensis mostram-se menos 

eficiente na hidrólise da sacarose do que as células de S. cerevisiae.  

- As células de D. bruxellensis produzem menor quantidade de ácidos orgânicos fracos. Sendo 

assim, em condições fermentativas não há qualquer relação entre produção de ácidos 

orgânicos fracos e queda de viabilidade celular de S. cerevisiae.  

- As células de D. bruxellensis exibem perfil similar de tolerância ao etanol quando 

comparado a S. cerevisaie o que invalida a possibilidade de eliminação de Dekkera dos 

processos industriais por fermentações com altos teores alcoólicos. 

- As sequências dos contigs 959 e 1728 do banco de dados genômico da levedura D. 

bruxellenis referem-se aos genes HSP22 e HSP24 codificantes de proteínas de baixo peso 

molecular (sHsP) pertencentes a super família HSP23.  

- Os genes HSP22, HSP24 e HSP82 são apenas responsivos ao choque térmico e que suas 

proteínas não estão envolvidas no mecanismo de tolerância celular. Embora, Hsp24p deva 

participar na tolerância da célula de alguma forma contra o estresse oxidativo. 

- Os ensaios de sensibilidade das células de D. bruxellensis (glicose) a diferentes agentes de 

estresse mostram que as mesmas são mais sensíveis aos estresses oxidativo e térmico do que 

S. cerevisiae mais exibem perfil similar de tolerância ao etanol e estresse osmótico. 

- Os cultivos em glicerol promovem a tolerância das células D. bruxellensis ao tratamento 

térmico (44°C) e oxidativo (H2O2) indicando que a indução do metabolismo respiratório 

protege as células contra a queda de viabilidade por estes agentes. 

- A células de D. bruxellensis apresenta um mecanismo de adaptação celular ao estresse 

oxidativo quando pré  induzida por dosagens subletais de etanol (8%) e (H2O2) resultando em 

aumento de viabilidade celular; 

- Nas fermentações com reciclo celular utilizando como substrato o melaço as células de D. 

bruxellensis mostram rendimentos em etanol similares ao de S. cerevisiae. 

- As células de D. bruxellensis não sintetizam trealose em condições fermentativas e seu 

conteúdo de glicogênio (4%) é inferior (4%) ao detectado nas células de S. cerevisiae (10%). 



101 
 

 
 

- Os resultados obtidos neste trabalho contribuíram para uma melhor compreensão acerca do 

sucesso adaptativo das células de D. bruxellensis aos ambientes de fermentação alcoólica 

industrial além de, favorecer os estudos na busca de utilização desta espécie como potencial 

produtora de etanol. 
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