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Resumo 

A levedura Dekkera bruxellensis é um micro-organismo muito adaptado aos processos de fermenta-

ção alcoólica industrial, sendo encontrada em indústrias que realizam a produção de cerveja, vinho 

e etanol combustível. Na maioria desses processos, incluindo a produção de bioetanol, D. bruxel-

lensis é considerada uma levedura contaminante, pois compete com Saccharomyces cerevisiae pe-

los substratos industriais, ocasionando redução no rendimento e produtividade etanólica. Apesar 

disso, D. bruxellensis é capaz de produzir etanol, mesmo que em menor produtividade e, assim, 

apresenta potencial de uso industrial. Um dos problemas associados à baixa produtividade deve 

estar relacionado com o elevado fluxo metabólico para a produção de acetato citosólico a partir do 

acetaldeído, que desvia o carbono que seria utilizado para produção de etanol. Nesse contexto, o 

presente trabalho teve como objetivo estudar o metabolismo do acetaldeído  como ponto de ramifi-

cação no metabolismo fermentativo de D. bruxellensis. Para isso, a atividade da enzima aceltaldeído 

desidrogenase (AldH) foi bioquimicamente inibida pelo uso do composto disulfiram (DSF) em dife-

rentes formulações do meio de cultivo. Os dados mostraram que D. bruxellensis é mais resistente ao 

DSF do que S. cerevisiae, sendo a concentração de 100 M inibitória para ambas as leveduras. A 

adição de acetato ao meio contendo glicose promoveu pequeno, porem significativo aumento no 

crescimento de S. cerevisiae, sendo moderadamente tóxico para D. bruxellensis. Juntamente com os 

dados de crescimento em galactose e glicerol, isso mostra que D. bruxellensis é capaz de exportar 

acetato da mitocôndria para o citoplasma na ausência de AldH. A adição dos agentes antioxidantes 

glutationa e N-acetilcisteína bloqueou completamente o efeito tóxico da adição de DSF, mostrando 

que o acúmulo de acetaldeído induz estresse oxidativo nas leveduras. Quando utilizado nos ensaios 

de fermentação, DSF promoveu aumento inicial do fluxo glicolítico com consequente aumento na 

produção de etanol e, paradoxalmente, de acetato.  

 

Palavras-chave: Bioetanol.  fermentação alcoólica.  levedura contaminante.  Acetaldeído.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

Dekkera bruxellensis is a microorganism highly related to industrial fermentation processes, 

especially in brewing, winemaking and fuel ethanol industries. In most of these processes, including 

the production of bioethanol, D.bruxellensis is considered a contaminant yeast, since it competes 

with Saccharomyces cerevisiae for the industrial substrates, resulting in low ethanol yield and pro-

ductivity. Nevertheless, D. bruxellensis is able to produce ethanol, showing potencial for industrial 

use. One of the problems associated with low productivity must be related to the high metabolic 

flux towards the production of cytosolic acetate from acetaldehyde, which deviates the carbon from 

ethanol fermentation. In this context, the present study aimed to study the metabolism of  acetalde-

hyde as a branch point in the fermentative metabolism of D. bruxellensis. Therefore, the activity of 

the enzyme aceltaldehyde dehydrogenase (AldH) was biochemically inhibited by the use of disul-

firam compound (DSF) in different formulations of the culture medium. The data showed that D. 

bruxellensis is more resistant to DSF than S. cerevisiae, with a inhibitory concentration of 100 μM 

for both yeasts. Addition of acetate to the medium containing glucose promoted a small but signifi-

cant increase in S. cerevisiae growth, being somewhat toxic to D. bruxellensis. Together with the 

growth data on galactose and glycerol, this shows that D. bruxellensis is able to export acetate from 

the mitochondria to the cytoplasm in the absence of AldH. The addition of the antioxidant agents 

glutathione and N-acetylcysteine completely blocked the toxic effect of the addition of DSF, show-

ing that the accumulation of acetaldehyde induces oxidative stress in the yeast. When used in the 

fermentation tests, DSF promoted initial increase in glycolytic flow with a consequent increase in 

the production of ethanol and, paradoxically, of acetate.  

 

Keywords: Bioethanol. Alcoholic fermentation. Contaminant yeast. Acetaldehyde.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A levedura Dekkera bruxellensis possui longo histórico de participação em processos indus-

triais. De fato, esta levedura foi isolada inicialmente da produção de cervejas inglesas. Apesar desta 

associação, D. bruxellensis é geralmente considerada uma levedura com potencial de causar prejuí-

zos aos processos fermentativos, ocasionando perdas econômicas, particularmente nas indústrias de 

vinho e cerveja. Apesar de parecer contraditório, o uso industrial de D. bruxellensis consiste no fato 

de que eliminar esta espécie do ambiente é um trabalho complexo, que em princípio pode interferir 

no metabolismo fermentativo da levedura Sacharomyces cerevisiae, levando a perdas econômicas. 

Assim, aproveitar o seu potencial de produção de etanol, em detrimento à sua eliminação do proces-

so, é uma estratégia que deve ser melhor explorada. Para isso, é necessário entender os principais 

aspectos do seu metabolismo, na busca pelos melhores perfis de produção de metabólitos de inte-

resse industrial.  

O presente trabalho teve como objetivo o estudo do metabolismo do acetaldeído, utilizando 

o disulfiram, composto que inibe a atividade da enzima acetaldeído desidrogenase, proteína essen-

cial para a produção de ácido acético citosólico nas leveduras. D. bruxellensis possui grande ten-

dência em produzir ácido acético e essa característica é um dos fatores que fazem com que a leve-

dura diminua a sua produção de etanol. Portanto, foi realizada uma análise cinética do metabolismo 

fermentativo da levedura, bem como a identificação de fatores fisiológicos importantes relacionados 

ao crescimento do micro-organismo sob condições de estresse ocasionado pelo disulfiram. A utili-

zação do disulfiram como inibidor do crescimento de micro-organismos já foi relatada em alguns 

trabalhos na literatura e, no presente estudo, além da influência do composto no crescimento, foi 

utilizado antioxidantes hidrofílicos como aliviadores do efeito tóxico ocasionado pelo inibidor. Adi-

cionalmente, o seu papel como depletor de acetato citosólico foi utilizado como potencial para o 

aumento da eficiência fermentativa da levedura D. bruxellensis cultivada em meio mineral.  

A grande capacidade de D. bruxellensis em produzir ácido acético, associado ao bloqueio 

metabólico da produção citosólica do composto, ajudou a identificar a levedura como um micro-

organismo capaz de exportar o acetato mitocondrial, mecanismo ausente na levedura S. cerevisiae, 

mas presente em outros micro-organismos. Desta forma, os dados gerados a partir do presente estu-

do podem contribuir no entendimento de novas características no metabolismo de D. bruxellensis, 

principalmente no que diz respeito à produção de compostos de interesse industrial, como o acetato 

e o etanol.   
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1.1   OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GERAL  

 Investigar o metabolismo do acetaldeído, ponto de ramificação da via fermentativa, na leve-

dura D. bruxellensis. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Analisar a cinética de crescimento da levedura Dekkera bruxellensis sob inibição da enzima 

acetaldeído desidrogenase causada pelo composto disulfiram. . 

 Avaliar a capacidade de antioxidantes em abolir o efeito inibitório do disulfiram em células 

de Dekkera bruxellensis. 

 Analisar a influência do disulfiram no metabolismo do acetaldeído e na produção de meta-

bólitos de interesse industrial pela levedura D. bruxellensis. 

 

2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA  

 

A fermentação do açúcar em etanol é uma das mais antigas reações mediadas por micro-

organismos (BARNETT, 1998). Achados arqueológicos demonstram que os povos do Neolítico 

utilizavam técnicas de fermentação para produzir bebidas alcoólicas há pelo menos 9.000 anos 

(MCGOVERN et al, 2004). Evidências históricas na produção de cerveja também foram encontra-

das no Irã e Egito (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011) e as tradições de cerveja na Europa 

foram espalhadas por germânicos e tribos celtas há 3000 anos a.C (BARNETT, 1998). A fermenta-

ção alcoólica foi realizada em escala artesanal até a revolução industrial no século 19, quando foi 

transformada em um processo de fabricação industrial (BARNETT, 2000). 

A busca por fontes alternativas de energia tem despertado interesse no etanol como biocom-

bustível renovável (CHENG & TIMILSINA, 2011; TILMAN et al, 2009). O etanol permanece co-

mo um dos principais produtos biotecnológicos no mercado mundial, onde, 68% da produção é uti-

lizada como combustível (CASPETA; BUIJS; NIELSEN, 2013). Somente em 2013, a exportação 

do biocombustível pelo Brasil foi de 2.917 milhões de litros, superando Estados Unidos, França, 

Paquistão e Guatemala (Figura 1) (BERNARDES, 2014). A produção de etanol é realizada através 

da fermentação por micro-organismos, com destaque para a levedura S. cerevisiae (PACHECO, 

2010).. 
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Figura 1: Maiores exportadores de etanol combustível no mundo. (Milhões de litros/ano). Fonte: Ber-

nardes, 2014. 

S. cerevisiae é o principal micro-organismo fermentador e como anaeróbio facultativo, esta 

levedura possui a habilidade de realizar suas funções metabólicas tanto em condições de aerobiose 

como de anaerobiose (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001). Em condições de oxigenação, o açúcar é 

convertido em biomassa, CO2 e água, e, na ausência de oxigênio, a maior parte é convertida em 

etanol e CO2, processo no qual caracteriza a fermentação alcoólica (Figura 2) (LIMA; BASSO; 

AMORIM, 2001). Entretanto, essa levedura possui características metabólicas importantes para 

indústria, pois fermenta mesmo em condições de aerobiose, uma característica chamada de Crab-

tree positivo, possui bom rendimento fermentativo e resistência aos elevados teores alcoólicos do 

processo. É importante salientar que linhagens com distintas habilidades fermentativas também po-

dem ser identificadas e isoladas em processos industriais (SILVA-FILHO et al, 2005a; SILVA-

FILHO et al, 2005b). 

 

Figura 2. Esquema simplificado da fermentação alcoólica. Adaptado de Farabee et al 2014. 
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2.2 A LEVEDURA DEKKERA BRUXELLESIS  

 

2.2.1 Ecologia da espécie 

 

D. bruxellensis (Figura 3) foi classificada em 1964 por Van der Walt, pertencendo ao grupo 

dos hemiascomicetos. Esta levedura é considerada a forma teleomórfica (produtora de ascósporos) 

de Brettanomyces bruxellensis. Células vegetativas de D. bruxellensis são capazes de formar de 1-4 

esporos por ascos (KURTZMAN et al, 2011). A espécie B. bruxellensis foi descrita por N. Hjelte 

Claussen na cervejaria Carlsberg em 1904, durante uma investigação sobre deterioração da bebida. 

O nome é derivado de 'fungo cervejeiro britânico', devido ao sabor produzido por esta levedura, que 

era típico para a cerveja britânica daquela época (CLAUSSEN, 1904). Curiosamente, a distinção 

entre Dekkera e Brettanomyces ainda não é tão clara e são utilizadas como sinônimos. Técnicas 

moleculares atuais não foram capazes de detectar diferenças sistemáticas entre os estados anamorfo 

e teleomorfo (OELOFSE et al, 2008). Posteriormente, D. bruxellensis foi encontrada em vários pro-

cessos industriais, principalmente relacionados à produção de bebidas alcoólicas, como o vinho, em 

toda a Europa, e as cervejas Lambic, na Bélgica, onde sua presença é associada ao sabor e aroma 

característicos desta bebida (RENOULF & LONVAULD-FUNEL, 2007). 

.  

 

Figura 3. Células da levedura Dekkera bruxellensis.  A. linhagem Y879 em meio mínimo de crescimento. Fonte: Schif-

ferdecker et al, 2014.  B. Linhagem CBS 74. Fonte: (http://www.cbs.knaw.nl/Collections/). C. Linhagem industrial 

GDB 248 em meio YPD ( microscopia de contraste de fase). Fonte: Leite et al, 2012. 

 

 

Em uma análise evolutiva, estima-se que S. cerevisiae e D. bruxellensis divergiram de um 

ancestral comum há cerca de 200 milhões de anos (ROZPEDOWSKA et al, 2011). No entanto, es-

sas duas leveduras filogeneticamente distantes adquiriram características que permitem a produção 

de etanol em altos rendimentos. Ambas as leveduras são (i) Crabtree positivas, ou seja, em altas 

concentrações de glicose conseguem realizar o metabolismo fermentativo mesmo em condições de 
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aerobiose, (ii) exibem tolerância ao elevado ter alcoólico da fermentação e (iii) conseguem sobrevi-

ver sem DNA mitocondrial (petite positivas) (PISKUR et al, 2006). Atualmente, são reconhecidas 

cinco espécies de Dekkera/Brettanomyces: Dekkera bruxellensis, Dekkera anomala, Brettanomyces 

custersianus, Brettanomyces naardenensis e Brettanomyces nanus (HULIN et al, 2014). 

 

2.2.2 Aspectos fisiológicos de Dekkera bruxellensis 

 

Células de D. bruxellensis possuem a habilidade de metabolizar uma variedade de fontes de 

carbono como a glicose, frutose, galactose, sacarose, maltose, celobiose e trealose (CONTERNO et 

al., 2006). Em condições de elevadas concentrações de glicose, ambiente comumente encontrado 

nas indústrias, D. bruxellensis possui a capacidade de realizar fermentação mesmo na presença de 

oxigênio, esse efeito denominado Crabtree positivo é uma das características importantes da espé-

cie (PROCHÁZKA et al, 2010). Esta capacidade de realizar o metabolismo fermentativo credencia 

D. bruxellensis a ser um micro-organismo com potencial industrial. Entretanto, essa levedura pos-

sui, em meio de caldo de cana, menores rendimentos e produtividade de etanol em comparação com 

S. cerevisiae, o que resulta em acúmulo de açúcar nas dornas industriais, levando a perdas econômi-

cas (ARAÚJO, 2005).  

Como todo micro-organismo, o crescimento da levedura D. bruxellensis também depende de 

fatores físicos em um determinado ambiente. O desenvolvimento de células de linhagens industriais 

de D. bruxellensis é constantemente investigado quanto a capacidade de tolerância a diferentes pHs 

(potencial hidrogeniônico) e temperaturas. Estudos avaliaram que a faixa de pH de 3 a 5 e a tempe-

ratura de 25 ºC a 37 °C não afetam os parâmetros de produção de biomassa e rendimento em etanol 

da levedura, evidenciando resistência a mudanças de condições ambientais (BLOMQVIST, 2011). 

A tolerância ao pH, assim como a resistência a elevados teores alcoólicos do ambiente industrial 

(ROZPĘDOWSKA et al, 2011) são características da linhagem D. bruxellensis GDB 248 (Figura 

3B) em processos fermentativos (DE SOUZA LIBERAL et al, 2007). 

 

2.2.2.1 Efeito Custer e produção de ácido acético em células de Dekkera bruxellensis 

 

As leveduras do gênero Brettanomyces e Dekkera exibem outra característica bioquímica re-

levante, o efeito Custer. Esse efeito fisiológico diz respeito à inibição da fermentação alcoólica em 

condições de anaerobiose (PRONK, 1996) e parece ser consequência da tendência de produção de 

ácido acético ao invés de etanol com concomitante redução de NAD
+ 

(Dinucleotido de nicotinamida 

e adenina) (CARRASCOSA et al, 1981). Ja que não há possibilidade de re-oxidação do NADH pela 
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via respiratória, a depleção de NAD
+
 que foi utilizado para oxidar o acetaldeído a acetato afeta ne-

gativamente o fluxo pela via glicolítica (SCHEFFERS, 1966). Para tentar reoxidar o NADH produ-

zido durante a oxidação, as leveduras produzem glicerol, contudo, a formação desse composto não é 

suficiente para fechar o balanço redox da célula em D. bruxellensis (VAN DIJKEN; SCHEFFERS, 

1986).  

   Brettanomyces/Dekkera foram reconhecidas com grande atenção como fermento de cerveja, 

leveduras causadoras de deterioração do vinho, através da produção de off-flavours e sobretudo co-

mo altas produtoras de ácido acético (SHANTHA KUMARA et al 1993; HERESZTYN 1986a, 

1986b; SPONHOLZ, 1993). A grande produção do ácido nos gêneros está relacionada com o efeito 

Custer e esse é formado como subproduto de assimilação da glicose, através da oxidação do acetal-

deído, bem como durante a reação enzimática da álcool desidrogenase em crescimentos em que a 

levedura utiliza o etanol como fonte de carbono  (CARRASCOSA et al, 1981; POSTMA et al, 

1989).  

 Wijsman et al (1984) postularam  que  células em repouso de uma Brettanomyces sp. culti-

vadas aerobicamente apresentaram diferentes fases de atividade metabólica na qual a glicose foi 

primeiro dissimilada em etanol, ácido acético e quantidades equivalentes de CO2, uma segunda fase 

em que o etanol foi convertido em ácido acético e, finalmente, a oxidação completa do ácido acético 

produzida em ambas as fases em CO2 após uma longa fase de latência. Consequentemente, os as-

pectos metabólicos de Brettanomyces spp. necessitam ser cuidadosamente considerados a fim de 

estabelecer as melhores condições experimentais para melhorar a produção de ácido acético. Estu-

dos anteriores indicaram que concentrações de ácido acético superiores a 2 g/L exercem um efeito 

negativo no crescimento e potencial fermentativo de D. bruxellensis, no entanto em cultivos contí-

nuos e limitação de oxigênio, a levedura apresentou uma produção inferior a 1 g/L do ácido, con-

centração tal que é insuficiente em interferir nos parâmetros fermentativos tanto de D. bruxellensis 

como de S. cerevisiae (YAHARA et al, 2007; BLOMQVIST, 2011). Em um estudo recente do nos-

so grupo de pesquisa, não foi observada nenhuma produção de ácido acético, em condições limitan-

tes de oxigênio, para a levedura D. bruxellensis (PEREIRA et al, 2012).  

 

2.3 DEKKERA BRUXELLENSIS COMO MICRO-ORGANISMO 

CONTAMINANTE DOS PROCESSOS INDUSTRIAIS 

 

D. bruxellensis adquiriu a posição de contaminante na indústria vinícola devido à síntese de 

compostos voláteis responsáveis por odores desagradáveis ao vinho (CONTERNO et al, 2006). Al-

guns dos compostos mais conhecidos por causar esses efeitos são os fenóis voláteis, 4-vinilfenol, 4-

vinylguiacol, 4-etilfenol e 4-etilguiacol (PRETORIUS, 2000). Adicionalmente, na última década, D. 
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bruxellensis foi consistentemente apontada como um dos principais micro-organismos contaminan-

tes do processo de fermentação alcoólica para a produção de bioetanol na região Nordeste do Brasil. 

Nesse cenário, a linhagem D. bruxellensis GDB 248 apresenta alta adaptabilidade e capacidade de 

substituir a população inicial de S. cerevisiae e um dos fatores responsáveis diz respeito à habilida-

de de assimilação de nitrato como fonte de nitrogênio (DE SOUZA LIBERAL et al, 2007; BASÍ-

LIO et al, 2008; DE BARROS PITA et al, 2011).  

Apesar de ser considerada contaminante, D. bruxellensis possui potencial de aplicação in-

dustrial, visto que também é capaz de produzir etanol, ainda que com menor produtividade (DE 

BARROS PITA et al, 2013; LEITE et al, 2013). Esta aplicação reside no fato de que, uma vez insta-

lada a contaminação, a eliminação desta levedura do processo é uma tarefa complexa, pois qualquer 

iniciativa poderia afetar também o desempenho fermentativo de S. cerevisiae. Desta forma, a utili-

zação industrial desta levedura é baseada no aproveitamento de seu potencial de produção de etanol 

e depende de uma melhor compreensão acerca de seu metabolismo central, visando à identificação 

de perfis e condições ambientais que favorecem altos rendimentos e produtividade (DE BARROS 

PITA et al, 2011, 2013; LEITE et al, 2013; GALAFASSI et al, 2013). Nesse sentido, a produção de 

biomassa e acetato por D. bruxellensis, em detrimento da produção de etanol, pode ser considerada 

como desvio energético, uma vez que reduz a disponibilidade de glicose para a via fermentativa, 

reduzindo o rendimento em etanol (DE BARROS PITA et al, 2013; LEITE et al, 2013). 

Alguns estudos indicam que D. bruxellensis adaptou-se a condições ambientais adversas e 

limitantes, concentrações elevadas de etanol, valores de pH baixos e fontes pobres de nitrogênio 

(FUGELSANG, 1996; ROZPEDOWSKA et al, 2011). Por exemplo, D. bruxellensis utiliza prefe-

rencialmente íons amônio, mas também possui a capacidade de metabolizar nitrato, fonte que S. 

cerevisiae não assimila (DE BARROS PITA et al, 2011; GALAFASSI et al, 2013). Essa capacida-

de pode conferir a D. bruxellensis uma maior sobrevida no ambiente industrial, principalmente após 

o esgotamento de fontes primárias de nitrogênio, que suportam o crescimento celular (DE BARROS 

PITA et al, 2011). Renouf et al (2006) mostraram uma taxa mais elevada de adaptação de D. bruxel-

lensis, em comparação com outras leveduras selvagens, para sobreviver no mosto durante a fermen-

tação alcoólica. 

 

2.4 CARACTERÍSTICAS GENÉTICAS DA LEVEDURA DEKKERA 

BRUXELLENSIS 

 

  O genoma de D. bruxellensis consiste de 4 a 9 cromossomos dependendo da linhagem. Os 

tamanhos dos cromossomos individuais variam de 1 a 6 Mb (mega bases). Estudos genéticos em D. 

bruxellensis evidenciam uma variabilidade incomum no número desses cromossomos, além de ou-
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tros potenciais rearranjos genômicos e eventos de hibridização. Neste contexto, análises de 30 iso-

lados de D. bruxellensis demonstraram que os seus cariótipos apresentaram fenômenos de aneu-

ploidia. (HELLBORG & PISKUR, 2009; BORNEMAN et al, 2014).  

Até o momento, há duas iniciativas de sequenciamento de genoma de D. bruxellensis dispo-

níveis, com linhagens sequenciadas da França (WOOLFIT et al, 2007; PISKUR et al, 2012) e da 

Austrália (CURTIN et al, 2012).  

A linhagem D. bruxellensis Y879 (CBS2499) isolada do processo industrial de vinho possui 

um genoma com aproximadamente 13,4 Mb (PISKUR et al., 2012). Esse estudo contribuiu para o 

posicionamento evolutivo da espécie, inserindo o gênero Dekkera nas proximidades do grupo de 

leveduras com menores rendimentos e produtividade etanólica, como por exemplo, Pichia pastoris. 

Esse trabalho também resultou na criação de um banco público de dados com aspectos genéticos de 

D. bruxellensis (http://genome.jgi.doe.gov/Dekbr2/Dekbr2.home.html) (PISKUR et al, 2012). 

O importante papel de D. bruxellensis em habitats de produção do álcool revela a necessida-

de de investigação das principais características genéticas da levedura (BORNEMAN et al., 2014). 

Em S. cerevisiae, a duplicação de genes de ADH (codificador da enzima álcool desidrogenase), foi 

considerada, ao menos em parte, responsável pelo desenvolvimento da alta capacidade fermentativa 

da levedura (PISKUR et al, 2006). Por outro lado, o genoma de D. bruxellensis CBS2499 apresenta 

apenas a duplicação de determinados segmentos, sendo, portanto, o número de regiões duplicadas 

no seu genoma menor em comparação ao de S. cerevisiae (PISKUR et al., 2012). De Souza Liberal 

et al (2012), identificaram a presença de genes parálogos (DbARO10-1 e DbARO10-2) que codifi-

cam para a enzima fenilpiruvato descarboxilase (Phe-Pdc), envolvidos no metabolismo da fenilala-

nina e compostos aromáticos em D. bruxellensis, enquanto que no genoma de S. cerevisiae existe 

apenas um cópia desse gene (ARO10) (VURALHAN et al, 2003). Outras descarboxilases ainda não 

identificadas podem estar presentes no genoma de D. bruxellensis (DE SOUZA LIBERAL et al, 

2012). Apesar do avanço nos estudos genéticos com D. bruxellensis, outros aspectos devem ser 

compreendidos para avaliar o impacto da origem geográfica e variabilidade fenotípica da espécie 

(VALDES et al, 2014). 

 

2.5  METABOLISMO CENTRAL DO CARBONO EM LEVEDURAS 

 

O metabolismo central do carbono é bastante conservado nas diferentes espécies de levedu-

ras, apesar de cada uma apresentar processos regulatórios específicos (FLORES et al, 2000). De um 

modo geral, esses micro-organismos dispõem de estratégias regulatórias especializadas, promoven-

do assim, a adaptação do seu metabolismo de acordo com a disponibilidade de açúcares no meio em 
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que está sendo cultivado (MILKOWSKI et al, 2001). O metabolismo de açúcares fornece uma fonte 

essencial de energia e metabólitos para a maioria dos organismos. Para o desenvolvimento de estra-

tégias industriais e bioprocessos, a compreensão das vias metabólicas e sua regulação são de grande 

importância (MOKTADUZZAMAN et al, 2015).  

As fontes de carbono mais utilizadas por leveduras são os monossacarídeos glicose, frutose 

e galactose ou dissacarídeos maltose e sacarose (MOKTADUZZAMAN et al, 2015). A troca de 

utilização do consumo de fontes de carbono faz com que as leveduras realizem o fenômeno de di-

auxia (Figura 4) (ou seja, a glicose é metabolizada de maneira preferencial, enquanto as outras fon-

tes de carbono são consumidas após a utilização da glicose). A diauxia ocorre por causa de um fe-

nômeno denominado repressão catabólica, nesse caso, uma repressão exercida pela glicose sobre as 

vias de assimilação de fontes alternativas de carbono (DYNESEN et al, 1998; GANCEDO, 1998). 

Embora a glicose seja considerada o açúcar preferencial por micro-organismos e o compo-

nente mais abundante de polissacarídeos naturais, a utilização de outros açúcares está se tornando 

cada vez mais atraente a nível industrial para obtenção de bioprocessos economicamente eficientes. 

Atualmente, as pesquisas estão focadas na obtenção de monossacarídeos a partir de fontes alternati-

vas, bem como o desenvolvimento de linhagens de leveduras com a habilidade de assimilação tanto 

de hexoses como de pentoses para realização do metabolismo do açúcar (MOKTADUZZAMAN et 

al, 2015).   

 

 

Figura 4. Fases de crescimento de S. cerevisiae cultivadas em meio rico suplementado com glicose. Durante a 

fase exponencial, as células proliferam rapidamente através da fermentação da glicose em etanol. Quando a glicose se 

torna limitante, células temporariamente interrompem seu crescimento para ajustar seu metabolismo (diauxia): após a 

mudança, as células começam a metabolizar lentamente o etanol acumulado no meio, retomando o seu crescimento. 

Fonte. Adaptado de BUSTI et al, 2010. 
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2.5.1 Aspectos bioquímicos da metabolização da glicose 

 

Em um processo industrial, a maioria dos açúcares (principalmente as hexoses) é passível de 

fermentação. Na fermentação alcoólica, esses açúcares são degradados no citoplasma da célula, 

através da via glicolítica ou via de Embden-Meyerhof, que envolve 10 reações ordenadas e catalisa-

das por enzimas específicas capazes de converter o açúcar em piruvato (BORZANI et al, 2001). O 

piruvato proveniente da glicólise é subsequentemente descarboxilado, numa reação não oxidativa 

pela enzima piruvato-descarboxilase (Pdc), formando o acetaldeído, o qual é posteriormente reduzi-

do a etanol pela ação da enzima álcool-desidrogenase (Adh). O acetaldeído ainda pode ser converti-

do em acetato pela enzima acetaldeído-desidrogenase (Aldh) (Figura 5) (THOMSON et al, 2005).   

O acetaldeído é um composto central no metabolismo fermentativo, relacionando-se com a 

produção de etanol e acetato, através de eventos de redução e oxidação (MEDINA et al, 2016). O 

ácido acético pode ser produzido em leveduras pela oxidação do acetaldeído através da atividade da 

enzima acetaldeido desidrogenase. Em S. cerevisiae, duas enzimas aldeído desidrogenases já foram 

descritas, uma delas utiliza NAD
+
 e NADP

+
, é essencialmente dependente de K

+
 e está localizada 

na mitocôndria (STEINNMAN; JAKOBY, 1967). A outra Aldh é definida para utilização de 

NADP
+
, está localizada no citosol e ativada por Ca

+2
 e Mg

+2 
(SEEGMILLER, 1955).  

 

 

Figura 5. Principais enzimas relacionadas ao metabolismo do acetaldeído (setas azuis), piruvato-descarboxilase, álcool-

desidrogenase e acetaldeído-desidrogenase. Fonte. Adaptado de Remize et al 2000. 
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A produção de etanol com liberação de gás carbônico pode ser expressa matematicamente 

pela equação química simplificada de Gay Lussac: 

 

C6H12O6  2 C2H5OH + 2 CO2 + 23,5 kcal 

 

Teoricamente, para cada grama de glicose que entra na via glicolítica, são produzidos 0,51 g 

de etanol e 0,49 g de CO2. Contudo, devido à produção de biomassa e de subprodutos, esses valores 

diminuem e tendem a ser de 0,46 g e 0,44 g, para etanol e CO2 respectivamente (WHEAL et al., 

1999). 

 

2.6 DISULFIRAM  

 

O disulfiram (DSF, Antabuse) é um fármaco utilizado para realização do tratamento do al-

coolismo crônico em humanos, ocasionando uma forte reação quando ingerido na presença de álco-

ol. O composto promove o bloqueio na conversão do acetaldeído em ácido acético através da inibi-

ção da enzima acetaldeído desidrogenase (ALDH, 1.2.1.10) (Figura 6), fazendo com que esse com-

posto se acumule e ocasione estresse oxidativo na célula, além de promover a depleção de acetato 

no citoplasma celular (KWOLEK-MIREK et al, 2012). O mecanismo de ação do DSF em células 

humanas envolve reações complexas e multi-níveis. Estudos utilizando DSF indicaram a inibição da 

enzima superóxido dismutase (SOD) in vitro e células incubadas com o composto apresentaram 

elevação transitória no nível intracelular de radicais superóxidos, com concomitante e progressiva 

diminuição intracelular no nível de peróxido de hidrogênio (H2O2) (MARIKOVSKY et al, 2003; 

CEN et al., 2002).  

O Disulfiram é rapidamente reduzido in vivo a N, N-dietilditiocarbamato (DDC), que é 

metilado para formar o Smethyl- N, N-dietilditiocarbamato (MeDDC). MeDDC é oxidado 

principalmente para o metabólito intermediário MeDDC sulfina, que é finalmente convertido em 

Smethyl- N, N-dietiltiocarbamato (MeDTC) sulfóxido, o metabólito ativo proposto para o composto 

in vivo (PIKE et al, 2001). Vários estudos sugerem que o DSF pode induzir apoptose, fragmentação 

do DNA, alterações no potencial da membrana mitocondrial (CEN et Al. 2002; BURKITT et al, 

1998), aumento do conteúdo intracelular de proteína carbonila e ainda elevar o nível de cobre, um 

dos fatores responsáveis pelo estresse oxidativo (GROSICKA-MACIAG et al, 2010; CHEN et al, 

2001).  
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Figura 6. Reação etanol-disulfiram caracterizada pelo bloqueio da enzima acetaldeído-desidrogenase e 

consequente acúmulo intracelular de acetaldeído. Fonte: adaptado de Castro 2004.     

 

Além do tratamento contra o alcoolismo, o DSF foi avaliado como um fármaco 

potencialmente eficaz contra Giardia lamblia (NASH & RICE 1998), Trichomonas vaginalis 

(BOUMA et al, 1998), leishmaniose (NAMAZI, 2008), na terapia da candidíase (SHUKLA et al, 

2004) como um potencial inibidor da inflamação (MARIKOVSKY et al, 2003) e como alternativa 

no tratamento de alguns tipos de cânceres (CEN et al, 2002; SAUNA et al, 2005; NAVRÁTILOVÁ 

et al, 2009; WANG et al, 2011).  A sua atividade antifúngica tanto em levedura como em fungos 

filamentosos também já foi confirmada (KHAN et al, 2007). 

Alguns efeitos protetores de antioxidantes já demostraram conseguir reduzir a ação tóxica 

do tratamento com o DSF. Por exemplo, a N-acetilcisteína (NAC) evita a indução da apoptose, 

aumenta a viabilidade celular, a razão GSH/GSSG (glutationa reduzida e glutationa oxidada) em 

células de melanoma humano (CEN et al, 2002) e também impede o aumento do conteúdo carbonila 

induzido pelo composto em células V79 (GROSICKA-MACIAG et al, 2010). O Ditiotreitol (DTT) 

evita de maneira completa a atividade do DSF sobre a Aldh em pH 7,5 in vitro, no entanto, a 

inibição do MeDTC é prevenido apenas a pH 9,0 (VEVERK et al, 1997). O DTT também protege a 

atividade da enzima ATPase (SHUKLA et al, 2004). 
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Os estudos utilizando o DSF fornecem uma base para a avaliação dos efeitos tóxicos do 

composto nos mais diversos tipos celulares, bem como a capacidade de agentes antioxidantes em 

abolir o estresse oxidativo ocasionado nas células. Adicionalmente, o potencial inibitório da enzima 

acetaldeído desidrogenase pelo DSF traz importantes subsídios para estudos com uma levedura que 

possui uma grande capacidade em produzir ácido acético, como é o caso de D. bruxellensis, além da 

indicação de que esse bloqueio poderá vir a aumentar a  produção de etanol pela levedura, algo que 

se tem buscado ao longo dos anos para aplicação industrial.   

 

2.7 ESTRESSE OXIDATIVO  

 

Na indústria, durante o processo de fermentação, as leveduras enfrentam várias formas de 

estresse, que podem afetar de alguma maneira a produção (BANAT et el, 1998; BALLESTEROS et 

al, 1993; BROSNAN et al, 2000). Para que o ambiente industrial consiga manter os ritmos produti-

vos, é necessário que as leveduras estejam com as suas populações bastante estabilizadas, e o uso de 

linhagens bem adaptadas é de grande importância (SILVA-FILHO et al, 2005). Durante a produção 

de cerveja, por exemplo, cepas de leveduras devem responder adequadamente a flutuações no pH, 

osmolaridade, concentração de etanol, de nutrientes, temperatura de fornecimento e condições de 

oxigenação que podem ocasionar estresse oxidativo nas células e consequentemente diminuir os 

rendimentos (GIBSON et al, 2007).   

 O oxigênio é uma molécula altamente reativa, podendo ser parcialmente reduzida para for-

mar um grande número de agentes químicos reativos conhecidos, as espécies reativas de oxigênio 

(ROS), tais como o radical hidroxila (HO). Estas formas de oxigênio são altamente prejudiciais aos 

constituintes celulares, incluindo DNA, lipídios e proteínas (STORZ et al, 1987; WOLFF, 1986). A 

peroxidação lipídica, por exemplo, promove a conversão de lipídios insaturados em hidroperóxidos 

lipídicos, compostos polares que aumentam a fluidez membranar, perturbando a camada fosfolipí-

dica. Com isso, as funções da membrana podem ser comprometidas, desintegrando-se e consequen-

temente ocasionando a morte celular (AVERY, 2011). Outras moléculas, como o H2O2 (peróxido de 

hidrogênio) e ânions superóxidos (O2
-
) são muitas vezes também referidos como ROS e eles podem 

levar à produção de espécies mais reativas, especialmente na presença de íons metálicos. ROS são 

gerados endogenamente em muitas células, como consequência de processos metabólicos, contudo, 

também podem ser formadas pela exposição das células a produtos químicos e radiação ionizante, 

ou exposição a metais pesados presentes no meio externo (AMES, 1983; BRENNAN; SCHIESTL, 

1996).  

As espécies reativas de oxigênio podem se comportar de maneira benéfica ou maléfica na 

célula. Concentrações baixas ou moderadas desses reativos proporcionam uma defesa importante 
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contra componentes extracelulares e ainda exercem papel na sinalização celular e na indução do 

processo de divisão (MARIANI, 2008). Quando crescem aerobicamente, os organismos são conti-

nuamente expostos a reativos oxidantes e o estresse oxidativo ocorre quando a concentração destes 

oxidantes aumenta para além da capacidade de tamponamento antioxidante da célula. Dada à capa-

cidade de estar em várias partes da célula, a maioria (se não todos) os organismos evoluíram os me-

canismos necessários para proteger seus componentes celulares contra as ROS (JAMIESON, 1998).  

Leveduras como S. cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe são espécies modelo para es-

tudos básicos em biologia celular, baseado em poderosas ferramentas genéticas que permitem a 

disrupção do gene e análises fenotípicas em conjunto (FORSBURG, 2001; SCHERENS; GOFFE-

AU, 2004). Uma das análises fisiológicas em que os estudos com levedura fornecem informações 

consideráveis é a resposta celular contra o estresse oxidativo e as funções de defesa envolvidas na 

tal resposta (MORADAS-FERREIRA et al, 1996; TOLEDANO et al, 2003 ). Estudos realizados 

com proteínas com grupos sulfidrilas evidenciaram que as mesmas são especialmente sensíveis à 

oxidação, o que resulta em formas oxidadas (ácido sulfínico e ácido sulfônico), que é um processo 

irreversível e que não pode ser reparado. A S-glutationilação, reação de tióis proteicos com o tripep-

tido glutationa (G-γ-glutamil, L-cisteína e L-glicina), a GSH (glutationa reduzida), ocasiona a for-

mação de dissulfuretos, sendo assim um mecanismo de proteção contra danos proteicos irreversí-

veis (COTGREAVE; GERDES, 1998; BISWAS et al, 2006).  

Em condições fisiológicas, a principal fonte de espécies reativas de oxigênio é proveniente 

de vazamento de elétrons na mitocôndria, embora existam algumas controvérsias sobre as quantida-

des exatas de ROS produzidos nos diferentes complexos da cadeia respiratória (NOHL et al, 2003; 

TURRENS, 1997). Em eucariotos superiores, os complexos mitocondriais I e III foram identifica-

dos como os principais locais de geração de superóxidos. A levedura S. cerevisiae não possui o 

complexo I, contudo possui algumas enzimas NADH desidrogenases situadas no espaço membranar 

mitocondrial (BAKKER et al, 2001). O NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo) gerado na 

matriz mitocondrial é posteriormente oxidado por uma NADH desidrogenase interna (NDI1). Essa 

enzima desempenha um importante papel no equilíbrio redox, agindo sobre o NADH mitocondrial 

que é produzido pelo ciclo do ácido cítrico e também pelo processo de produção de etanol na leve-

dura (MARRES et al, 1991; BAKKER et al, 2001). Várias mutações na mitocôndria ocasionam 

uma situação de estresse oxidativo, contudo alterações genéticas em outros locais da célula também 

podem acarretar esse desequilíbrio redox (HERRERO et al, 2008). Um exemplo está relacionado a 

mutações no gene SDH, codificador da enzima succinato desidrogenase, podendo fazer com que a 

célula produza grandes quantidades de radicais superóxidos e induzir o estresse oxidativo (GUO; 

LEMIRE, 2003). A resposta de S. cerevisiae para o estresse oxidativo tem sido estudada em dife-

rentes condições, como na adição de compostos que ocasionam a formação de espécies reativas de 
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oxigênio, em condições de crescimento laboratorial, para que se possa analisar o grau de mudanças 

no estado redox da célula (GIBSON et al. 2007; KOERKAMP et al, 2002; MONJE-CASAS et al, 

2004; MOYE-ROWLEY 2003).   

 

  2.7.1 Mecanismos de defesa contra as ros  

 

Os antioxidantes podem ser definidos como substâncias que, presentes em baixas 

concentrações quando comparada a um substrato oxidável, possuem a capacidade de atrasar ou 

inibir a oxidação desse substrato de maneira eficiente (AUST et al, 2001; SHAMI; MOREIRA, 

2004). A defesa oxidante é formada por um sistema de compostos enzimáticos e não enzimáticos 

que podem estar presentes no organismo ou adicionados ao meio de cultivo (MONTERO, 1996). As 

células desenvolveram estratégias enzimáticas para a defesa contra as ROS. Em S. cerevisiae, um 

grupo de enzimas agem especificamente contra as espécies reativas de oxigênio, enquanto outras 

exercem função regulatória em algumas proteínas, contribuindo assim para o equilíbrio redox 

celular. Essas enzimas podem trabalhar em diferentes compartimentos celulares como o citosol ou 

mitocôndrias (HERRERO, 2008).  

 

2.7.1.1 Superóxido dismutase 

 

A enzima superóxido dismutase têm como função a catálise da dismutação de radicais supe-

róxidos em oxigênio e peróxido de hidrogênio, com sua atividade dependente de ions metálicos. 

Células de S. cerevisiae possuem duas SODs: a dependente de cobre (Cu) e zinco (Zn), que se loca-

liza no citoplasma celular (SOD1) e a dependente de manganês (Mn), localizada na matriz mito-

condrial (SOD2) (CULOTA et al, 2006). Estudos indicam que a SOD1, no entanto, também se loca-

liza no espaço intermembranar mitocondrial (STURTZ et al, 2001). As duas enzimas, portanto, de-

sempenham papel na desintoxicação de ânions superóxidos gerados na cadeia respiratória (HAN et 

al, 2001).  

 

2.7.1.2 Catalases 

 

S. cerevisiae possui duas catalases, Cta1, que se localiza nos peroxissomos, e Ctt1, que é ci-

tosólica. A função das catalases é promover a dismutação de peróxido de hidrogênio em oxigênio e 

água, utilizando as propriedades redox do seu grupo heme polipeptídico que entra em contato com o 

substrato. A atividade de Cta1 está supostamente relacionada a desintoxicação de peróxido de hi-

drogênio gerado pela beta-oxidação de ácidos graxos nos peroxissomos, envolvidos na produção de  
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acil-CoA (HILTUNEN et al, 2003). A expressão do gene que codifica essa enzima é induzida 

quando células de levedura crescem na presença de ácidos graxos como única fonte de carbono 

(FILIPITS et al, 1993), contudo, mutantes para esse gene ainda apresentam a capacidade de crescer 

nessas condições, mostrando que a atividade dessa catalase peroxisomal é dispensável (HILTUNEN 

et al, 2003). A função de Ctt1 no citoplasma celular ainda é motivo de bastante estudo, devido a 

controvérsias no crescimento de mutantes para esse gene. Esses mutantes, em condições aeróbicas 

não são mais sensíveis ao peróxido de hidrogênio, se comparado com o tipo selvagem, no entanto, o 

duplo mutante Cta1 e Ctt1 apresenta uma hipersensibilidade ao peróxido durante a fase estacionária 

de crescimento, o que indica uma atividade cooperativa de ambas as enzimas na levedura (IZAWA 

et al, 1996).   

 

2.7.1.3 Peroxidases 

 

A capacidade desintoxicante das superóxido dismutases e das catalases está relacionada à 

associação com íons metálicos, o que não ocorre com as peroxidases.  Essas enzimas utilizam tióis 

de cisteína no seu sítio ativo. Duas classes de peroxidases são distinguíveis: glutationa peroxidades 

(GPXs) e as peroxidades TRX, também denominadas peroxirredoxinas.  Existem dois tipos de 

GPXs, as GPXs, clássicas multiméricas, solúveis e agem sobre hidroperóxidos orgânicos e inorgâ-

nicos. As hidroperóxidos fosfolipídeos (PHGPXs) normalmente são monoméricas e associadas à 

membrana, e, além de agir sobre hidroperóxidos solúveis, elas também podem exercer a sua função 

sobre hidroperóxidos lipídicos de membranas (BRIHELIUS-FLOHE et al, 2006). Assim, PHGRXs 

são consideradas como as principais enzimas na reparação da peroxidação lipídica da membrana, 

que é uma das principais consequências do estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

2007). Estudos iniciais têm descrito três GPXS em S. cerevisiae, as quais foram chamadas de Gpx1, 

Gpx2 Gpx3 (INOUE et al, 1999). Entre as três proteínas, Gpx3 parece desempenhar o papel mais 

importante na levedura, pois mostra uma maior atividade in vitro (INOUE et al, 1999; AVERY, 

2001). GPx3 também desempenha um papel essencial como sensor e transdutor da resposta ao es-

tresse oxidativo pelo peróxido de hidrogênio através do fator de transcrição Yap1, que é o principal 

regulador dos genes envolvidos na resposta ao estresse oxidativo (DELAUNAY et al, 2002).  

3.7.1.4  Moléculas com capacidade antioxidante  

 

Além da proteção enzimática contra ROS, existem pequenas moléculas que atuam como an-

tioxidantes, tais como a GSH (glutationa reduzida), o ascorbato e a vitamina E (EVANS; HALLI-

WELL, 2001). A administração de ascorbato em culturas de leveduras mutantes SOD, melhorou o 

fenótipo, com restauração significativa do crescimento, que estava diminuído nessas cepas (KRZE-
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PILKO et al, 2004). Mais recentemente, foi relatado que o ácido ascórbico pode reduzir as quanti-

dades de ácido sulfênico presentes na sua forma oxidada, revelando o composto como um potente 

antioxidante em várias células eucarióticas, equilibrando o processo redox celular (HANCOCK et 

al, 2000).   

A vitamina E atua como uma molécula que quebra a cadeia de radicais à base de lípidos 

com capacidade de eliminação de radicais livres, como os alcoxilos e radicais hidroxilo. Sua forma 

solúvel, o trolox, diminui os níveis de peróxido de hidrogênio e de radicais superóxidos, bem como 

promove o aumento da atividade dos antioxidantes enzimáticos em células de levedura (RASPOR 

et al, 2005). Já a GSH é o principal tampão redox em células eucarióticas, a relação do par 

GSSG/GSH (glutationa oxidada/glutationa reduzida) é considerado como uma importante medida 

da situação redox da célula. A GSH em células do tipo selvagem de S. cerevisiae podem estar em 

uma concentração de 1-10 mM ou ainda maiores (DRAKULIC et al, 2005). Foi relatado em células 

humanas que o DSF não esgota totalmente a glutationa, mas diminui significativamente a razão 

glutationa reduzida / glutationa oxidada (GSH / GSSG), devido à oxidação da glutationa pela enzi-

ma glutationa- peroxidase (CEN et al, 2002; BURKITT et al, 1998; NAMAZI 2008). 

Estudos utilizando uma linhagem de S. cerevisiae mostraram que pequenas quantidades de 

GSH intracelular protegem as atividades nucleares da levedura durante o estresse oxidativo (Figura 

7). Adicionalmente, esta proteção é suficiente para a sobrevivência da célula, apesar da forte oxida-

ção de proteínas citosólicas e a inibição completa da síntese proteica. Concluiu-se que o papel es-

sencial da GSH é preservar a função nuclear, permitindo a sobrevivência celular e a retomada do 

crescimento após o término do estresse oxidativo (Figura 7) (HATEM et al, 2014). A ligação entre a 

GSH e o metabolismo aeróbio é bem estabelecida, onde altos níveis de GSH presentes em cianobac-

térias e outras bactérias fotossintéticas estabeleceram uma emergência do composto para as bacté-

rias numa altura em que condições aeróbicas generalizaram-se na Terra (FAHEY, 2001). A GSH 

pode ter aparecido na evolução como um protetor específico contra danos oxidativos. Poucos mi-

cro-organismos toleram o oxigênio sem produzir GSH, entre eles as halobacteria, membros das Ar-

chaebacterias (PENNINCKX, 2002).  

A N-acetilcisteína (NAC) é outro composto com propriedades redox. NAC na célula é con-

vertida em cisteína por desacetilação e o aminoácido desempenha papéis estruturais em proteínas e 

também pode participar de reações de transferência de elétrons (HENNICKE et al, 2013). A cisteína 

também é fornecida para formação de GSH esgotada por estresse oxidativo, contribuindo assim 

para reduzir as espécies reativas de oxigênio (SJODIN et al, 1989; RAFTOS et al, 2007). NAC evi-

ta o esgotamento de GSH quando células são expostas a radiação e melhora a atividade de enzimas 

como a glutationa peroxidase (GPx) e a fosfatase alcalina. Adicionalmente, esse composto defendeu 
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o tecido de ratos e glóbulos vermelhos contra o estresse oxidativo, fornecendo GSH em células 

submetidas à irradiação (NEAL et al, 2003). 

 

Figura 7. Avaliação do potencial antioxidante da GSH em células de S. cerevisiae incubadas com H2O2. Em A: utiliza-

ção de  concentração elevada de GSH >( 1mM) , as funções  citosólica e nuclear são preservadas dos danos oxidativos, 

levando a altas taxas de sobrevivência. B: diminuição de 10 vezes na concentração da GSH intracelular (0,1mM) ainda 

promove a proteção do núcleo a danos oxidativos, contudo a função citosólica é substancialmente prejudicada. C: me-

nor concentração de GSH <(0,03mM), onde todas as funções celulares são afetadas devido a condição de estresse pelo 

H202, ocasionando uma alta mortalidade celular. Fonte: Adaptado de Hatem et al 2014. 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 LINHAGENS E MEIOS DE CULTIVO  

 

A linhagem D. bruxellensis GDB 248, isolada do processo industrial, foi utilizada neste tra-

balho (de SOUZA LIBERAL et al. 2007). A linhagem S. cerevisiae JP1 também foi utilizada como 

referência para os ensaios de crescimento. A manutenção das células e os pré-cultivos foram reali-

zados em meio YPD (extrato de levedura 10 g/L, peptona a 20 g/L e dextrose 20 g/L). O meio de 

referência para os cultivos no multileitor de placas foi o sintético YNB (Yeast Nitrogen Base w/o 

amino acids and ammonium sulfate) suplementado com glicose ou glicerol ou galactose a 20 g/L e 

sulfato de amônia a 5 g/L. O composto disulfiram (DSF) (tetraethylthiuram disulfide) foi utilizado 

para avaliação do seu efeito no crescimento das células das leveduras nas seguintes concentrações: 

0 µM, 15 µM, 30 µM, 45 µM, 60 µM, 75 µM e 100 µM, com ou sem a adição de ácido acético 

(0,5%), em pH=5,5 (característico do meio YNB). Agentes antioxidantes foram utilizados para ava-

liar a capacidade de abolir o efeito do disulfiram: glutationa reduzida (GSH) (1mM) e a N-
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acetilcisteína (NAC) (5mM) (MIREK, et al, 2012). Frascos Erlenmeyers de 150 mL foram utiliza-

dos para os cultivos contendo 100 ml de meio do pré-inoculo, incubados em agitação constante de 

160 rpm em incubadora orbital tipo Shaker durante 48 horas a 30 ºC. 

 

3.2 ENSAIOS DE CRESCIMENTO EM MULTILEITOR DE PLACAS 

 

Após as 48 horas de pré-inóculo, a densidade celular final foi determinada por espectrofo-

tometria a 600 nm. As células foram coletadas e centrifugadas em microtubos de 2 ml a 10.000 rpm 

durante 5 minutos. Logo depois, essas células foram lavadas com água destilada estéril e re-

suspensas em água para o mesmo volume de coleta. Os ensaios de crescimento aeróbio foram reali-

zados em multileitor de placas Biotek Synerg HT (Figura 8A), utilizando a microplaca característica 

do equipamento (Figura 8B) pela diluição das células para 0,1 DO600nm em um volume de 150 μL 

utilizando meios de cultivo com diferentes formulações. Os cultivos foram realizados nas seguintes 

condições experimentais: temperatura = 30 ºC, agitação contínua e intervalos de leitura de 30 minutos 

durante 24 horas. Todos os crescimentos celulares foram realizados em duplicatas biológicas com 

triplicatas técnicas e controle negativo contendo apenas o meio de cultivo dos experimentos (tópico 

linhagens e meios de cultivo). A velocidade de crescimento (, h
-1

) foi calculada a partir da inclina-

ção da fase logarítma de crescimento como descrito por LEITE et al (2013). 

 

 

Figura 8: A. equipamento para cultivo em aerobiose (multileitor de placas); B. microplaca 

do cultivo 

3.3 ENSAIOS DE FERMENTAÇÃO  

 

 Para os experimentos de fermentação, as células foram pré-cultivadas como descrito anteri-

ormente e coletadas até atingirem quantidade suficiente para a biomassa inicial. As células foram 

coletadas por centrifugação, lavadas e ressuspensas para a concentração celular de 5% (m/v) para 
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50 mL de volume final com o meio de fermentação composto por YNB (fontes de nitrogênio) a 6,7 

g/L acrescido de glicose a 120g/L e sulfato de amônio a 5g/L, na presença ou ausência de disulfi-

ram. Os experimentos foram conduzidos em frascos de Erlenmeyers de 125 ml agitados a 120 rpm 

em incubadora orbital tipo shaker a 30 ºC durante 24 horas. Para determinação da cinética de fer-

mentação, amostras foram coletadas nos tempos 0, 4, 8 e 24, centrifugadas e 2 mL do sobrenadante 

coletado para análise por HPLC como descrito abaixo. Os experimentos foram realizados em dupli-

cata biológica. 

 

3.4 QUANTIFICAÇÃO DE METABÓLITOS EXTRACELULARES 

 

 As amostras coletadas durante a fermentação foram filtradas em filtro de porosidade 0,22 

μm (Millipore) e utilizadas nas quantificações por HPLC dos seguintes metabólitos: glicose, etanol, 

glicerol e acetato. Estes metabólitos foram separados pela coluna Aminex HPX-87H BioRad a 

60°C, utilizando-se H2SO4 a 8 mM como fase móvel na vazão de 0,6 mL/min e detectados por um 

detector que mede o índice de refreção das amostras.  Para determinação das concentrações, foi 

utilizada uma curva de calibração do metabólito em solução padrão. Os parâmetros fermentativos 

foram calculados segundo descrito por LEITE et al (2013). 

 

4  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 CRESCIMENTO AERÓBICO DE DEKKERA BRUXELLENSIS GDB 248 COM 

A UTILIZAÇÃO DO DISULFIRAM  

 

No presente estudo, o efeito do DSF no crescimento de células das leveduras D. bruxellensis 

GDB 248 e S. cerevisiae JP1 foi avaliado com o intuito de determinar o efeito do bloqueio metabó-

lico na produção de acetato, com consequente acúmulo do acetaldeído nas células. Os resultados 

mostraram que com o aumento da concentração do composto foram observados (i) aumento na du-

ração da fase lag de crescimento do micro-organismo, (ii) diminuição na densidade celular final 

(Figura 9A) e (iii) diminuição na velocidade específica de crescimento (µ) (Tabela 1). A concentra-

ção inibitória mínima (MIC) foi de 100 µM de DSF.  

Os resultados dos crescimentos da linhagem de levedura S. cerevisiae JP1 (Figura 9B e Ta-

bela 1), sob a ação do disulfiram mostrou uma resposta semelhante à da linhagem GDB 248: a ex-

tensão na fase lag de crescimento com o aumento da concentração do composto. A densidade celu-

lar final nas culturas contendo 60 µM e 45 µM de DSF foram as mesmas, embora a maior concen-
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tração tenha estendido ainda mais a fase lag de crescimento (Figura 9B). Adicionalmente, ocorreu 

uma diminuição nas velocidades específicas de crescimento com o aumento da concentração de 

DSF. Portanto, comparando o controle (sem disulfiram) e o crescimento com 75 µM do composto, 

pode-se observar a diminuição das velocidades (0,21± 0,03 e 0,11 ± 0,00 respectivamente) (Tabela 

1). A concentração inibitória mínima (MIC) também foi de 100 µM de DSF para JP1. 

 

Figura 9. Efeito do disulfiram em diferentes concentrações (0-100 µM) no crescimento das leveduras D. bruxellensis 

(painel A) e S. cerevisiae (painel B) após cultivo de 24 horas em meio YNB.  pH 5,5. 

 

Fazendo a comparação entre as duas leveduras, podemos observar que D. bruxellensis apre-

sentou maiores densidades celulares finais e maiores velocidades específicas de crescimento a partir 

de 45 µM de DSF (Figura 10 e Tabela 1). Quando foi utilizado 75 µM do composto, GDB 248 a-

presentou o dobro de densidade óptica final de JP1 (Figura 10F). Portanto, de maneira geral, D. 

bruxellensis foi considerada mais resistente ao efeito tóxico do DSF, apesar de não ocorrer cresci-

mento das duas leveduras com 100 µM do inibidor. Conclui-se que o DSF possui um menor efeito 

tóxico em D. bruxellensis se comparado com a inibição ocasionada em S. cerevisiae. A intensidade 

do bloqueio da enzima acetaldeído, no entanto, deve apresentar-se de maneira similar nas leveduras. 

Essas diferenças fenotípicas indicam alguma outra fonte de acetato em D. bruxellensis, para suprir  

a depleção do acetato citosólico ocasionado pelo DSF. 
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Tabela 1: Velocidades específicas de crescimento (µ) das leveduras D. bruxellensis e S. cerevisiae cultivadas em meios com glicose e glicose e acetato com disulfiram em diferentes 

concentrações (0-100 µM).

 

 

 

 

 

 

Espécie Fonte de C 
                                                                  DSF (µM) 

0 15 30 45 60 75 

D. bruxellensis 
Glicose 

        

  0,17 ± 0,03 

 

0,15 ± 0,01 

 

0,15 ± 0,00 

 

0,14 ± 0,01 

 

0,12 ± 0,00 

 

0,12 ± 0,00 

S. cerevisiae 
  0,21 ± 0,03 0,17 ± 0,01 0,15 ±  0,00 0,13 ±  0,00 0,11 ±  0,00 0,11 ± 0,00 

 

       

        

D. bruxellensis 
Glicose/acetato 

         

0,14 ± 0,00 

 

0,11 ± 0,00 

 

0,10 ± 0,00 

 

0,08 ±  0,02 

 

0,06 ±  0,01 

 

0,09 ± 0,01 

S. cerevisiae 
0,17± 0,01 0,14 ± 0,01 0,15 ± 0,03 0,15 ± 0,00 0,14 ± 0,01 0,12  ± 0,03 
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Figura 10. Efeito do disulfiram em diferentes concentrações no crescimento das leveduras D. bruxellensis e S. cerevisiae após cultivo de 24 horas. A. 0 µM, B. 15 µM, C. 30 µM, D. 

45 µM, E. 60 µM, F. 75 µM e G. 100 µM. O meio de cultura foi ajustado para pH de 5,5. (Desvios padrões menores que 5%). 
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Em S. cerevisiae sabe-se que a remoção da atividade piruvato descarboxilase pela deleção dos três genes PDC impede o crescimento 

celular aeróbico em glicose pelo impedimento da síntese de acetato citosólico (FLIKVEERT et al, 1999). Essa inibição do crescimento é 

revertida pela adição de acetato ao meio com glicose. Desta forma, parte-se do princípio que a inibição da atividade acetaldeído desidroge-

nase teria o mesmo efeito. Para se testar essa possibilidade o meio com glicose e disulfiram foi suplementado com acetato. Os resultados 

mostraram que os perfis de crescimento foram semelhantes para as duas leveduras (Figura 11). Entretanto, percebe-se que a presença de 

acetato aumentou o crescimento de S. cerevisiae enquanto que diminuiu as densidades celulares finais e também as velocidades específicas 

de crescimento de D. bruxellensis (Figuras 10 e 11 e Tabela 1). Portanto o acetato pode agir, ainda que minimamente, induzindo um maior 

estresse nas células de GDB 248. Isto se dá, possivelmente, porque a produção de acetato e sua disponibilização citoplasmática em D. bru-

xellensis já é suficiente para o crescimento celular, e a adição de acetato no meio representaria uma sobrecarga intracelular do composto. 

Isto defere de S. cerevisiae e, nesse caso, a adição de acetato apenas restauraria os níveis citoplasmáticos. 

Avaliando as duas condições em JP1, é interessante observar que nas concentrações de 15 a 45 µM de DSF na presença de acetato, o 

término da fase lag de crescimento foi antecipada em pelo menos 2 horas  se comparado com a mesma concentração na condição sem ace-

tato. No entanto, nas concentrações de 60 µM e 75 µM os cultivos entraram na fase logarítica de crescimento aproximadamente no mesmo 

tempo nas duas condições (10 e 12 horas respectivamente) (Figuras 10 e 11). Com 100 µM de DSF mais acetato, JP1 conseguiu entrar na 

fase logarítimica após 16 horas de cultivo (Figura 11G). Nesse caso, quando foi utilizada uma concentração de 125 µM de DSF, não houve 

crescimento durante o cultivo de 24 horas (dados não mostrados). Diante dos resultados, conclui-se que D. bruxellensis e S. cerevisiae di-

vergem no mecanismo adaptativo à presença de acetato, uma vez que este ácido foi capaz de reverter parcialmente a inibição do crescimen-

to de JP1 pelo DSF, mas potencializou o efeito tóxico do DSF na GDB 248.  
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Figura 11. Efeito do disulfiram em diferentes concentrações (0-100 µM) no crescimento das leveduras D. bruxellensis e S.cerevisiae após cultivo de 24 horas na presença de acetato 

(0,5%: A. 0 µM, B. 15 µM, C. 30 µM, D. 45 µM, E. 60 µM, F. 75 µM e G. 100 µM. O meio de cultura foi ajustado para pH de 5,5. (Desvios padrões menores que 5%). 
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A maioria das células de leveduras apresentam uma maior sensibilidade quando ocorre a asso-

ciação de ácidos e presença de oxigênio, no entanto, a anoxia pode aliviar o efeito estressor. A pouca 

disponibilidade de oxigênio ocasiona uma menor formação de ácido acético na sua forma não dissocia-

da e essa condição pode ser industrialmente relevante, podendo representar um importante mecanismo 

que ajuda as células a sobreviverem na presença de ácidos orgânicos (PEREIRA et al, 2012; STRAT-

FORD et al, 2014; CAPUSONI et al, 2016).  

Os ácidos orgânicos fracos possuem a característica de inibir o crescimento celular, devido a in-

terferência no metabolismo como um todo e bioconversões menos eficientes. O principal mecanismo 

de toxicidade do ácido fraco é provavelmente baseado na acidificação intracelular e acúmulo de ânions. 

Quando o pH do meio é mais baixo do que o pKa do ácido (pKa do ácido acético é 4,75), a formação 

de moléculas de ácido na sua forma não dissociada é facilitada. A acidificação resultante do citoplasma 

e o aumento da concentração de ânion ácido intracelular ocasionam à inibição de vários processos me-

tabólicos (ARNEBORG et al, 2000; MARTYNOVA et al, 2016). No presente trabalho, sabemos que o 

pH inicial do meio é 5,5, contudo, D. bruxellensis é uma levedura acetogênica e a produção do com-

posto pela levedura pode ter diminuído o pH ao longo do cultivo e ter influenciado no crescimento. 

 Em Kluyveromyces marxianus DSM 5422, a presença de acetato de sódio a 40 mM e pH con-

trolado (4,0, 4,5 e 5,0) revelou que em todos os controles nos quais não havia ácido acético, crescimen-

to, consumo de substrato e a produção de metabólitos foram semelhantes, independente do pH do meio. 

Já quando houve a utilização do acetato ocorreu atrasos nos crescimentos, consumo de substrato e pro-

dução de metabólitos, sendo mais acentuado no pH mais baixo (MARTYNOVA et al, 2016).  

Pereira et al (2012) realizaram ensaios fermentativos com D. bruxellensis e adicionaram ácidos 

orgânicos ao meio, ácido láctico e ácido acético a 0.1g/L 
-1

 e 0.2  g/L 
-1

, respectivamente. O início da 

adição foi no terceiro ciclo e ao final do sexto ciclo as células obtiveram um declínio substancial nas 

suas populações.Castro et al (2005) avaliaram a capacidade de diferentes leveduras pertencentes ao 

gênero Brettanomyces, como B. bruxellensis, B. custersianus, B. intermedius e B. clausenni, em produ-

zir acetato sob condições aeróbicas, verificando que B. bruxellensis obteve a maior produtividade vo-

lumétrica e taxa de produção específica.  Utilizando B. bruxellensis em uma fermentação aeróbica con-

trolada com glicose a 50 g/L e pH 5.5, os autores observaram rendimento de produção de acetato de 

0.14 g/g. No entanto, o processo foi considerado limitado devido a inibição causada pela associação 

entre a glicose e o acetato, a qual foi depende da espécie ou da linhagem e também da concentração do 
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substrato (ORTIZ-MUÑIZ et al, 2010). Apesar da divergência entre D. bruxellensis e S. cerevisiae ob-

servada neste trabalho frente à adição de acetato, a literatura relata que a resistência de leveduras do 

gênero Brettanomyces ao ácido é similar à S. cerevisiae sob condições aeróbicas, com possíveis varia-

ções entre linhagens distintas (ORTIZ-MUÑIZ et al, 2010). A produção de acetato pela linhagem GDB 

248 pode atingir níveis semelhantes ao de etanol quando células em estado estacionário recebem pulso 

de glicose (LEITE et al 2013). Isto mostra a propensão desta levedura para a produção de acetato, o que 

deve estar relacionado com o seu metabolismo preferencialmente oxidativo (LEITE et al, 2013). 

A disponibilidade de oxigênio afeta a cinética de crescimento de D. bruxellensis na presença de 

acetato. Um estudo envolvendo 29 linhagens de D. bruxellensis mostrou uma diversidade considerável 

na tolerância ao composto nas concentrações até 120 mM em meio com pH ajustado para 4,5. O cultivo 

em meio líquido sob condições aeróbicas revelou que mesmo a linhagem CBS 4482, considerada mais 

tolerante ao ácido acético a 120mM, foi negativamente afetada (MOKTADUZZAMAN et al, 2015).  

A indução do estresse oxidativo, deslocando o equilíbrio redox celular é uma das consequências 

da utilização do DSF (CEN et al, 2002). Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que 

a levedura D. bruxellensis apresentou uma maior sensibilidade ao estresse oxidativo se comparada com 

S. cerevisiae em cultivos com substratos de fermentação industrial (LEITE et al, 2016). Nos resultados 

do presente estudo, D. bruxellensis foi considerada mais resistente ao DSF que S. cerevisiae na ausên-

cia de acetato. Mas o resultado foi justamente o oposto quando na presença de acetato no meio. 

Um estudo comparativo entre a linhagem S. cerevisiae SP4 e seu mutante para o gene que codi-

fica a enzima superóxido-dismutase mostrou a inibição completa do crescimento celular na presença de 

DSF nas concentraçãoes de 75 µM  e 50 µM. Nos dois casos ocorreu o aumento na duração da fase lag 

de crescimento com o aumento da concentração do DSF, assim como uma diminuição na densidade 

celular final ao longo do cultivo de 24 horas (KWOLEK-MIREK et al, 2012), da mesma forma que 

observado no presente estudo. Naquele mesmo trabalho foi observado diminuição de 50% na sobrevi-

vência do mutante Δsod1 na concentração de 30 µM de DSF. Outros trabalhos têm relatado o efeito 

tóxico do DSF em outros mutantes de S. cerevisiae como Δpso2 (0-30 µM de DSF) (BRENDEL et al, 

2010), em outras leveduras como C. albicans (0-100 µM de DSF) (SHUKLA et al, 2004) e em células 

de astrócitos (0-100 µM de DSF) (CHEN et al, 2001).  
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O bloqueio da enzima acetaldeído desidrogenase pelo DSF ocasiona acúmulo do acetaldeído in-

tracelular, o qual afeta negativamente a viabilidade da levedura S. cerevisiae. Mutantes do gene PSO2, 

que codifica para uma proteína específica de reparação de quebra de dupla cadeia do DNA, apresenta-

ram maior sensibilidade ao disulfiram em comparação com o tipo selvagem. Isso sugere que o acetalde-

ído acumulado induz lesões no DNA, incluindo ligações cruzadas intercadeias altamente deletérias 

(BRENDEL et al, 2010). Adicionalmente, avaliações microscópicas mostraram que a exposição de 

células da levedura ao DSF na concentração de 20-100 μM ocasiona uma diminuição significativa na 

atividade metabólica, alterações de morfologia e processos de desintegração mitoncondrial, proporcio-

nando um aumento na frequência de morte (KWOLEK-MIREK et al, 2012). Tudo isso indica que a 

inibição da Aldh pela presença de DSF, e consequente acúmulo do acetaldeído citosólico, deve induzir 

estresse oxidativo nas células das leveduras. 

 Estudos estabelecem que o metabólito ativo do DSF, o dietilditiocarbamato (DDC), inibe irre-

versivelmente a Aldh via modificação covalente no seu sítio ativo (VEVERKA et al, 1997). No entan-

to, trabalhos anteriores têm apresentado modelos contrários. Neims et al, (1966) propôs que a inibição 

ocorre devido à formação de um composto dissulfeto misto entre um grupo cisteína-SH e DDC. No 

entanto, Stromme (1965) relatou que camundongos expostos ao DSF não demonstraram formação de 

dissulfeto misto.  

A tendência biológica de maior resistência de D. bruxellensis ao efeito do disulfiram no teste 

sem acetato pode ser avaliada pela velocidade relativa de crescimento (%), o efeito contrário pode ser 

observado com adição do ácido, ou seja, nessa condição JP1 obteve maiores velocidades em relação à 

GDB 248, indicando o contraste fenotípico entre as leveduras na presença do ácido (Figura 12A e B). 

Essa maior resistência em comparação a JP1 pode ser observada na duração da fase lag de crescimento, 

que GDB 248 sai de 8 horas na referência para 12 horas na condição de 75 µM e JP1 sai de 4 horas 

para 17 horas nas mesmas concentrações (Figura 12C). Apesar de JP1 apresentar uma maior duração na 

fase lag de crescimento no teste com acetato, (Figura 12D), concluímos anteriormente que o fato da 

levedura apresentar maiores densidades celulares finais, velocidade específica de crescimento em al-

gumas concentrações de DSF e ter crescido mesmo com 100 µM do composto, faz com que conside-

remos que a levedura melhorou seus crescimentos com a adição do ácido, resultado oposto ao de GDB 

248.  
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  A B  

C    D  

Figura 12. Cinética da velocidade relativa e extensão da fase lag de crescimento das leveduras D. bruxellensis GDB 248 e 

S. cerevisiae JP1 cultivadas em meio mineral com presença de diferentes concentrações de disulfiram. Velocidade relativa 

(%) em teste sem acetato (Painel A) e com acetato (Painel B). Extensão da fase lag em teste sem acetato (Painel C) e com 

acetato (Painel D). 
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4.2 AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DE AGENTES ANTIOXIDANTES NO 

CRESCIMENTO DE DEKKERA BRUXELLENSIS E SACCHAROMYCES 

CEREVISIAE 

 

4.2.1  Glutationa reduzida 

Além dos efeitos acima, a presença de DSF promove a gradativa diminuição na concentração 

intracelular de glutationa reduzida (GSH). Mudança no conteúdo intracelular de GSH é particularmente 

maior em linhagens com deficiência em SOD. O crescimento de D. bruxellensis GDB 248 foi avaliado 

utilizando a glutationa na sua forma reduzida quando a célula estava exposta ao DSF. A primeira ob-

servação é que a GSH promoveu aumento no crescimento celular sem a adição de DSF (Figura 13A). 

Além disso, em todas as concentrações de DSF foi observado que o crescimento celular foi restaurado 

no meio que continha GSH, comparado quando o meio estava sem o agente redutor (Figura 13). Nesse 

caso, parâmetros como entrada na fase logarítimica e densidades celulares finais foram revertidos do 

efeito negativo do DSF (Figura 13). Adicionalmente, é evidente o fato de que os crescimentos foram 

bastantes semelhantes no meio com GSH, mesmo quando foi utilizada a concentração máxima do DSF 

(100 µM) em comparação com o controle, no qual ele não foi adicionado (Figura 13). Portanto, GSH 

conseguiu abolir o efeito tóxico do disulfiram nos crescimentos com GDB 248. Além disso, não houve 

diferenças significativas na velocidade de crescimento celular nas diferentes concentrações de DSF 

quando na presença de GSH (Tabela 2). Os resultados com a linhagem JP1 também indicaram restaura-

ção completa no crescimento da levedura quando houve a utilização de GSH. Praticamente não se ob-

serva a fase lag de crescimento no meio que continha o agente redutor, comparado com os crescimen-

tos na ausência deste agente (Figura 14). Em algumas concentrações, por exemplo, as densidades celu-

lares finais foram maiores inclusive do que no grupo controle (Figura 14 A, B, C e E). Na presença de 

GSH o crescimento da cultura na presença de 100 µM de DSF foi igual ao do meio controle (Figura 

14A e G). As velocidades de crescimento foram sempre maiores na presença de GSH (Tabelas 1 e 2 ).  

Dados da literatura mostraram que a inibição do crescimento de células mutantes Δsod1 e 

parental de S. cerevisiae por DSF pode ser revertida pela adição de alguns antioxidantes hidrofílicos no 

meio de crescimento, tais como ascorbato (ASC), cisteína (CYS), glutationa reduzida (GSH) e N-

acetilcisteína (NAC) (KWOLEK-MIREK et al, 2012). Também foi relatado que a sensibilidade ao 

chumbo em linhagens de S. cerevisiae com deleção dos genes GSH1 e GSH2 foi revertida pela adição 
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de GSH no meio de cultura. Este efeito foi suprimido pela adição concomitante de iodoacetamida, um 

agente alquilante depletor de GSH, e aquelas células votaram a apresentar sensibilidade ao chumbo 

(PEREZ, 2012). Além de GSH, alguns aminoácidos podem atuar como agentes antioxidantes (acido L-

glutâmico, L-cisteína e glicina), tal como ocorreu na recuperação da resistência em células tratadas com 

chumbo (PEREZ, 2012).  

A homeostase redox é algo estabelecido por sistemas antioxidantes, envolvendo uma grande co-

leção de enzimas que limpam ou degradam ROS, moléculas que são produzidas endogenamente duran-

te o crescimento celular. Além da proteção enzimática contra as ROS, as células também contêm pe-

quenas moléculas antioxidantes e a glutationa na sua forma reduzida exerce papel fundamental no equi-

líbrio oxidativo (HATEM et al, 2016). Em células de E. coli mutante de genes GSH, resultados utili-

zando peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos indicaram que sua enzima é dispensável para o cresci-

mento da bactéria durante a fase exponencial, contudo essas células são significativamente mais sensí-

veis aos compostos durante a fase estacionária em comparação ao tipo selvagem (GREENBERG; 

DEMPLE, 1986; CHESNEY et al, 1996). Já nos eucariotos, a GSH é essencial para a resistência ao 

estresse oxidativo (PENNINCKX, 2002; TOLEDANO et al, 2007). Linhagens de S. cerevisiae com 

níveis reduzidos de GSH devido a mutações nos genes GSH1 e GSH2 apresentaram extensa sensibili-

dade ao metilglioxal (GRANT; DAWES, 1996; KISTLER et al, 1990; OHTAKE et al, 1990; OHTA-

KE et al, 1991; GRANT et al, 1996). Ao contrário dos mutantes de gsh
-
 de E. coli, mutantes de S. cere-

visiae têm taxas de crescimento diminuídas em comparação com seus parentais e são incapazes de 

crescer em meio mineral sem GSH. Esta auxotrofia é provavelmente causada pela exigência de um 

redutor em condições normais (WU; MOYE-ROWLEY, 1994; GRANT et al, 1996). Em Candida gla-

brata, GSH é fundamental na proteção contra o estresse oxidativo e a tolerância a metais pesados. Foi 

mostrado que o agente antioxidante é fundamental para suprimir o efeito de ROS gerados pela menadi-

ona e o H2O2 na levedura (ESCOBEDO et al, 2013). Além desse papel na manutenção da homeostase 

redox, estudos evidenciaram que a GSH estaria envolvida na regulação do crescimento do micélio em 

Candida albicans (THOMAS et al, 1991; MANAVATHU et al, 1996). Em estudo realizado com o 

agente antifúngico CTBT (7-clorotetrazol [5,1-c] benzo [1,2,4] triazina), que sensibiliza leveduras 

(CERNICKA et al, 2007) e fungos filamentosos (CULAKOVA et al, 2012), observou-se que esse 

composto induz a formação de radicais superóxidos e estresse oxidativo, resultando em morte celular. 

O efeito de agentes redutores (1 a 5 mM) contra a toxicidade de CTBT em bactérias foi avaliado. A 

presença dos antioxidantes ascorbato, cisteína e glutationa permitiu que as células de E. coli pudessem 

crescer no meio com CTBT (CULAKOVA et al, 2013), tal qual como foi observado com o DSF. 
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O estresse oxidativo tem uma íntima relação com as mitocôndrias, a principal fonte de ROS nas 

células. Por isso, a regulação redox é crítica para numerosas funções mitocondriais. Por exemplo, a 

deficiência de GSH em células de mamíferos ocasiona dano mitocondrial generalizado (MEISTER, 

1995). Leveduras com deficiência na produção de GSH são incapazes de crescer usando apenas o me-

tabolismo respiratório devido ao acúmulo de danos oxidativos no DNA mitocondrial (AYER et al, 

2010).  

Embora vários dados na literatura mostrem que a presença do acetaldeído é capaz de aumentar a 

produção de ROS pelas células de levedura e que GSH é capaz de detoxificar este ROS produzido, me-

canismos não enzimáticos de ação direta de GSH sobre a molécula de acetaldeído tem sido propostos. 

Matsufuji et al (2013) mostraram que a molécula de GSH poderia atuar como um sequestrador de ace-

taldeído livre a partir de uma reação não enzimática na razão de quatro moléculas de acetaldeído por 

molécula de GSH. Isto mostra ação direta da glutationa sobre o acetaldeído além da sua ação indireta 

sobre o ROS produzido. Neste caso, o acúmulo de acetaldeído produzido pela inibição da AldH por 

DSF pode ser reduzido pelo excesso de GSH adicionado ao meio. 

         Uma das características importantes que fazem com que a GSH tenha essa grande capacidade 

antioxidante é o mecanismo de S-glutationilação, que é a adição de glutationa a resíduos de cisteína 

presentes nas proteínas (DEMASI et al, 2001). Esse evento é um mecanismo de regulação redox da 

atividade de várias proteínas, fornecendo proteção contra oxidação irreversível (SHELTON; MIEYAL, 

2008). Resultados com a levedura S. cerevisiae indicam a importância desse processo na proteção 

contra danos oxidativos (DEMASI et al, 2003; OHARA, 2015). 

 

 

4.2.2  N-acetilcisteína 

 

Diferente do observado com a GSH, a inibição do crescimento causado pelo DSF na linhagem 

GDB 248 foi apenas parcialmente revertida pela adição de N-acetilcisteína (NAC) no meio. Em todas 

as concentrações de DSF testadas foi observada queda na densidade celular da cultura entre 10 e 12 

horas de cultivo, principalmente a partir de 60 µM (Figura 13 E, F, G). Em S. cerevisiae JP1 também 

houve restauração do crescimento celular na presença de NAC e DSF (Figura 14 B, C, D, E e F), dimi-

nuindo significativamente a fase lag e aumentando tanto a velocidade de crescimento exponencial co-

mo a biomassa final (Figura 14 e Tabela 2). Entretanto, diferente do que aconteceu com a GDB 248, a 

queda na biomassa pela presença de NAC só foi observada na concentração mais alta de DSF (Figura 



45 

 

14G). Este fenômeno de morte celular induzida poderia ser explicado a partir da indução do mecanismo 

de apoptose. Entretanto, apenas com os dados obtidos, não é possível continuar e aprofundar a discus-

são. Portanto, os resultados com a glutationa e a N-acetilcisteína indicam que os compostos resolvem 

mais rapidamente o estresse oxidativo na levedura S. cerevisiae, o que é refletido nas velocidades espe-

cíficas, contudo, apesar das velocidades não melhorarem em D. bruxellensis, os compostos também 

foram eficazes na levedura e esse parâmetro mais lento deve ser uma característica específica da linha-

gem GDB 248.  

A atividade antioxidante da NAC foi avaliada e bem estabelecida em células tumorais. Em célu-

las de câncer de pâncreas, NAC foi capaz não apenas de eliminar os efeitos de ROS causados por H2O2 

como também inibiu o complexo proteossoma celular responsável pela via da proteólise de proteínas 

desenoveladas produzidas por moléculas oxidantes (HALASI et al, 2013). Em células de melanoma 

NAC foi capaz de inibir apoptose induzida pelo DSF pelo aumento da razão GSH/GSSG, com conse-

quente aumento da viabilidade celular (CEN et al, 2002).  

Kin et al (2013) avaliaram a capacidade antioxidante e radioprotetora de NAC em células de S. 

cerevisiae incubada sob a influência de radiações gama. O estudo investigou a atividade de NAC em 

três níveis: sob o aspecto de ROS, atividade enzimática e expressão gênica. O tratamento das células 

com radiação gama induziu a expressão de genes codificadores de enzimas antioxidantes como Sod1, 

Sod2, Gpx1 e Gpx2, mas esta indução foi reduzida na presença de NAC. A partir disso, NAC reduziu a 

atividade enzimática de SOD e o nível intracelular de GSH da levedura. Os resultados indicaram que 

NAC possui a capacidade de reduzir os níveis de espécies reativas de oxigênio induzidas por radiação 

in vivo, contudo não protege as células contra a morte celular. O estudo concluiu que NAC não interfe-

re na fase logarítimica do crescimento da levedura, contudo afeta a fase estacionária do crescimento 

celular, devido à redução na atividade das enzimas antioxidantes.  

Esses resultados ajudam a explicar a queda na densidade celular na fase estacionária nos expe-

rimentos do presente trabalho, em algumas concentrações de DSF, tanto de GDB 248, quanto de JP1, 

incubadas com o composto e NAC (Figuras 13 e 14).  
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Figura 13. Efeito dos agentes antioxidantes glutationa reduzida (GSH) e N-acetilcisteína (NAC) no crescimento da levedura D. bruxellensis GDB 248 incubada com 

DSF  em diferentes concentrações( 0-100µM): A. 0 µM B. 15 µM C. 30 µM D. 45 µM E. 60 µM F. 75 µM G. 100 µM.  Meio com pH inicial de 5,5. 
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Figura 14. Efeito de agentes antioxidantes no crescimento da levedura  S. cerevisiae JP1  incubada com DSF  em diferentes concentrações (0-100µM).  A. 0 µM B. 15 

µM C. 30 µM D. 45 µM E. 60 µM F. 75 µM G. 100 µM. GSH: glutationa reduzida. NAC: N-acetilcisteína. Meio com pH inicial de 5,5. 
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Tabela 2: Velocidades específicas de crescimento (µ) das leveduras D. bruxellensis e S. cerevisiae cultivadas em meio 

sintético (pH 5,5) com disulfiram em diferentes concentrações (0-100 µM) e agentes antioxidantes. 

 

Kwolek-Mirek et al (2012) observaram que a completa inibição do efeito do DSF em células de 

S. cerevisiae foi observada quando utilizaram 5 mM de cisteína no meio de cultura. Em outro estudo 

realizado em E. coli, a cisteína restaurou o crescimento bacteriano que havia sido inibido com o uso do 

agente antifúngico CTBT, composto capaz de gerar radicais superóxidos e morte celular (CULAKOVA 

et al, 2013).  

Em células da levedura C. albicans, a produção de sulfito a partir da cisteína contribui para pro-

cessos de estresse no micro-organismo, e grandes quantidades do composto foram encontrados em so-

brenadantes de células incubadas com o aminoácido, diferente do meio que não o continha (HENNIC-

KE et al, 2013). Outros trabalhos também já relataram a sensibilidade de C. albicans ao sulfito, um 

fenótipo que é compartilhado com algumas linhagens de S. cerevisiae (CHIRANAND et al, 2008). Di-

ferentes mecanismos possíveis de toxicidade com a utilização de cisteína têm sido sugeridos em diver-

sos micro-organismos, incluindo interferência na atividade de enzimas respiratórias e danos oxidativos 

ao DNA (COWMAN et al, 1983; PARK; IMLAY, 2003). A interferência, na fase estacionária de cres-

cimento, nos testes com as leveduras D. bruxellensis e S. cerevisiae incubadas com N-aceticisteína, 

podem de alguma maneira se relacionar com esses mecanismos celulares relacionados ao catabolismo 

da cisteína nas leveduras.  

 

 

Espécie 
Agentes antio-

xidantes 

DSF (µM) 

0 15 30 45 60 75 

D. bruxellensis 

 
GSH 

0,12 ± 0,002 0,12 ± 0,0002 0,12 ± 0,0001 0,14 ± 0,0001 0,13 ± 0,002 0,13 ± 0,0006 

S. cerevisiae 

 
0,24 ± 0,004 0,23 ± 0,01 0,24 ± 0,0008 0,25 ±  0,002 0,24 ± 0,01 0,23 ± 0,002 

  
D. bruxellensis 

NAC 
0,12 ± 0,001 0,12 ± 0,004 0,12 ± 0,003 0,11 ± 0,0006 0,12 ± 0,0009 0,12 ± 0,002 

S. cerevisiae 
0,21± 0,01 0,20 ± 0,0008 0,29 ± 0,002 0,25 ± 0,04 0,19 ± 0,0004 0,18 ± 0,02 
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4.3 ANÁLISE DOS ENSAIOS DE FERMENTAÇÃO 

 

              Para avaliar a capacidade fermentativa de D. bruxellensis GDB 248 com a utilização do disul-

firam foram realizados ensaios contendo alta concentração de glicose, ambiente aeróbico para estimular 

a produção de ácido acético, em três condições: controle sem DSF, 45 µM e 60 µM do composto. Os 

parâmetros propostos para análise nos experimentos foram o consumo de açúcar, produção de etanol, 

produção de ácido acético e produção de glicerol, além dos rendimentos.  

              A velocidade de consumo de açúcar da levedura D. bruxellensis é caracterizada por ser mais 

lenta em relação à de S. cerevisiae. Nos resultados do presente trabalho podemos observar que o perfil 

de consumo de açucar da GDB 248 no início da fermentação, nas três condições, se manteve semelhan-

te (Figura 15A), no entanto, o consumo final de açúcar diminuiu consideravelmente na condição de 60 

µM (56,5%) em comparação com a condição de 45 µM (80,4 % ) e a referência (89,8%) (Tabela 3). 

Além disso, houve um aumento inicial da produção de etanol nos testes com DSF, apesar de ao final do 

cultivo essa produção ser um pouco menor (Figura 15B).  Portanto, em presença de 60 µM de DSF, a 

levedura conseguiu obter um maior rendimento em etanol, 0,49 g (g glicose)
-1 

e a refêrencia 0,32 g (g 

glicose)
-1

(Tabela 3). Esses resultados indicam a eficiência do DSF em promover o bloqueio da enzima 

acetaldeído desidrogenase e aumentar o rendimento em etanol da levedura.   

           Em relação à produção de ácido acético, podemos observar que com 8 horas de fermentação o 

acetato é detectado nas condições de 45 µM e 60 µM, diferente da referência sem DSF (Figura 15C). 

Como a produção de acetato está bloqueada via acetaldeído devido à inibição da Aldh pelo DSF, esse 

acetato provavelmente deve estar sendo exportado da mitocôndria para o citoplasma celular. Na refe-

rência, como não há utilização de DSF, a maioria do acetaldeído proveniente do piruvato é oxidado a 

acetato, que é rapidamente direcionado para síntese de ácidos graxos. Portanto, podemos observar que 

o rendimento em ácido acético é maior na condição de 60 µM de DSF em comparação com as outras 

duas condições e, nessa condição, o rendimento em glicerol foi menor em comparação com a referência 

(Tabela 3), o que já é uma característica da levedura D. bruxellensis (PEREIRA et al, 2014).  
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A            B  

C              D  

Figura 15. Parâmetros fisiológicos de ensaio fermentativo da levedura Dekkera bruxellensis GDB 248 em meio YNB sem 

aminoácidos, com adição de glicose e sulfato de amônio. Açúcar residual (painel A), produção de etanol (painel B), produ-

ção de acetato (painel C) e produção de glicerol (painel D). Referência sem DSF (azul), 45 µM de DSF (amarelo), 60 µM de 

DSF (verde). 



51 

 

           O bloqueio da enzima Aldh promoveu um aumento significativo na taxa de consumo de glicose 

nas primeiras 4 horas do ensaio fermentativo, valor acima do que foi calculado por Leite et al (2013) 

para consumo de glicose em meio aerado, e cerca de sete vezes maior do que na condição de referência. 

Isto levou a consequente maior taxa de produção de etanol no tratamento naquele intervalo em relação 

a condição de referência (Figura 16B). Essa taxa de consumo se manteve constante no intervalo de 4 a 

8 horas. Em consequência, a produção de etanol foi significativamente maior do que na condição de 

referência e, adicionalmente, o acetato já é detectado nesse período devido ao “overflow” metabólico a 

partir da mitocôndria. Este efeito deve ser o responsável pela diminuição no consumo de glicose no 

intervalo posterior (entre 8 e 24 horas) (Figura 16B). Ao final da fermentação esta diminuição resultou 

na presença de açúcar residual na condição de tratamento com 60 µM de DSF não observado na condi-

ção de referência (Figura 15A). Na condição de referência, o acetato só foi detectado apenas no último 

intervalo fermentativo, exatamente quando o fluxo metabólico de assimilação de glicose foi aumentado 

no intervalo entre 4 e 8 h de fermentação (Figura 16A).  

 

 

Figura 16: Taxas específicas de consumo de glicose e produção de etanol e acetato da levedura D. bruxellensis  incubada 

sem DSF (Painel A) e com 60 µM de DSF (Painel B) em ensaio fermentativo aerado. Consumo de glicose (coluna branca), 

produção de etanol (coluna cinza) e produção de acetato (coluna preta).        
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            Diante dos resultados, conclui-se finalmente que o fluxo da via glicolítica é controlado pelo 

fluxo na via de síntese de acetil-CoA citosólico, seja pela enzima acetaldeído desidrogenase ou pelo 

acúmulo dos metabólitos acetato e/ou acetil-CoA, e o seu bloqueio pelo DSF interfere na capacidade de 

assimilação glicolítica da glicose. Esse bloqueio, portanto, aumenta o consumo inicial de glicose, au-

menta a conversão do piruvato ao acetaldeído e do mesmo ao  etanol e também estimula a exportação 

do acetato mitocondrial. Esse transporte mitocondrial do ácido para o citoplasma já foi relatado em 

Kluyveromyces Lactis (RATLEDGE; EVANS, 1989) e é dito ausente em S. cerevisiae quando glicose é 

utilizada como fonte de carbono (FLIKWEERT et al, 1999).  

           Apesar dos processos fermentativos serem realizados em ambientes com grande limitação de 

oxigênio, já é estabelecido a capacidade de D. bruxellensis em produzir grande quantidade de ácido 

acético e vir a inibir crescimento e viabilidade celular de S. cerevisiae no ambiente industrial, fazendo 

com que sua produção de etanol seja bastante afetada (ABBOTT et al, 2005; LEMA et al, 1996, GE-

RO'S et al, 2000), apesar de que em certas condições a quantidade de ácido não é suficiente para exer-

cer tal efeito (MENEGHIN et al, 2013). Níveis elevados de produção do ácido (10 g/L
-1

) só são conse-

guidos em ambientes com níveis altos de oxigenação (USCANGA et al, 2003). 

Em Kluyveromyces marxianus, o aumento do fluxo através do desvio da PDH durante condi-

ções limitantes de oxigênio fazem com que uma acumulação de acetato através da oxidação do acetal-

deído seja esperada. Em condições fermentativas com pouco oxigênio e muita biomassa, o acúmulo de 

ácido acético coincide com uma diminuição na taxa de crescimento e na produção de etanol pela leve-

dura (KOYNOV et al., 2007). O aumento do fluxo através do desvio da PDH, relatado anteriormente, é 

um efeito fisiológico em condições de pouca oxigenação e grande quantidade de substrato, contudo 

além dessas características, a taxa de crescimento das células é um fator chave para que o metabolismo 

seja direcionado para a fermentação aeróbica e taxas mais baixas favorecem a descaboxilação do piru-

vato ao acetaldeído (FONSECA et al, 2007). Contudo, a oxidação do acetaldeído a acetato é considera-

do um desvio metabólico que desfavorece a produção de etanol, tanto em D. bruxellensis como em K. 

marxianus. 

 Pereira et al (2012) realizaram experimentos fermentativos com limitação de oxigênio utilizan-

do linhagens de D. bruxellensis e S. cerevisiae. Os resultados médios mostraram um rendimento de 

0,38 g de etanol (g sacarose)
-1 

para a levedura D. bruxellensis e de 0,47 g de etanol (g sacarose)
-1

 para 

S. cerevisiae JP1 durante fermentação de 24 horas. Contudo a maior diferença na produção de etanol 

ocorreu entre linhagens de D. bruxellensis, (Yp/s = 0,42 g/g
-1

) para GDB 248 e (Yp/s = 0,32 g/ g
-1

) para 
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TPC2-1, indicando assim, a variabilidade fisiológica existente na espécie. Em condições onde se utiliza 

culturas puras de D. bruxellensis, o consumo de glicose para obtenção de etanol tende a ser mais lento 

durante o cultivo (PEREIRA et al, 2012) e isso inclusive já foi relatado em outros estudos onde o pro-

cesso fermentativo teve que ser mais longo para obtenção de altos rendimentos (BLOMQVIST et al, 

2010, GALAFASSI et al, 2010). A cinética de fermentação de D. bruxellensis em melaço de cana-de-

açucar em lotes únicos mostrou que a levedura possui um consumo mais lento da sacarose em compa-

ração com S. cerevisiae, no entanto, utilizando glicose e frutose, o consumo foi realizado em 6 horas de 

fermentação pelas leveduras (PEREIRA et al, 2014).   

 

Tabela 3. Parâmetros fermentativos de Dekkera bruxellensis GDB 248 em meio YNB sem aminoácidos, glicose e sulfato 

de amônio com DSF em duas concentrações testes (45 µM e 60 µM ) após cultivo de 24h 

 

A levedura D. bruxellensis possui capacidade em produzir etanol e ácido acético em condições 

de oxigenação no meio (ROZPEDOWSKA et al, 2011; LEITE et al., 2012). No entanto, em condições 

anaeróbicas, a levedura não apresentou condições expressivas de ácido, isoladamente ou em co-culturas 

com S. cerevisiae (PEREIRA et al, 2012; PEREIRA et al, 2014). A produção de ácido acético por D. 

bruxellensis ainda necessita de um maior estudo, e variações dependendo da linhagem da levedura e 

condições experimentais devem ocorrer. A produção do ácido em culturas sob certas condições tam-

bém pode influenciar no metabolismo de S. cerevisiae (BECKNER et al, 2011).   

De acordo com a produção de etanol, estudos puderam observar que o rendimento de D. bruxel-

lensis em condições limitantes de oxigênio é praticamente o mesmo que o de S. cerevisiae (GALA-

Parâmetros 

fermentativos  

DSF (µM) 

0 

 

45 

 

60 

  

Consumo de 

açúcar (%) 

 

                        

89.8 ± 0.4 
 

80.4 ± 0.8 
 

56.5 ± 0.0001 
 

Rendimento em 

etanol (g/g) 

 

0.32 ± 0.03 
 

0.34 ± 0.0004 
 

0.49 ± 0.003 
 

Rendimento em 

acetato (g/g) 

 

0.02 ± 0.003 
 

0.02 ± 0.0006 
 

0.03 ± 0.0003 
 

Rendimento em 

glicerol (g/g) 
0.01 ± 0.3 

 
0.003 ± 0.04 

 
0.004 ± 0.001 
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FASSI et al, 2010; PEREIRA et al, 2014), contudo o reciclo de células pode fazer com que D. bruxel-

lensis prefira crescer a realizar o metabolismo fermentativo (PEREIRA et al, 2014). Essa capacidade de 

rendimento em biomassa de Dekkera também já foi observado em outros estudos (DE SOUZA LIBE-

RAL et al,2007; BLOMQVIST et al, 2010; DE BARROS PITA et al, 2011), inclusive em co-culturas 

com Lactobacillus vini (DE SOUZA BARROS et al, 2012). Em relação à produtividade etanólica, D. 

bruxellensis não consegue competir com S. cerevisiae em processos de batelada (GALAFASSI et al, 

2011). Blomqvist et al (2010) chegaram a conclusão que D. bruxellensis realiza um metabolismo ener-

geticamente mais eficiente em condições limitadas de oxigênio, o que está estritamente relacionado 

com a diminuição na produtividade em etanol. Com o aumento da oxigenação do cultivo, D. bruxellen-

sis tende a consumir mais açúcar, o que resulta em uma competição maior com S. cerevisiae em co-

culturas, contudo, a levedura produz menos etanol, devido a grande produção de ácido acético nessas 

condições (BLOMQVIST et al, 2012). Kluyveromyces marxianus também possui a tendência em pro-

duzir piruvato e acetato quando é submetida a excesso de açúcar (HENSING et al, 1994).  

D. bruxellensis tem sido considerada de alta relevância para a fermentação alcoólica devido a 

sua manutenção no ambiente industrial, mesmo quando não é a principal levedura da dorna (De SOU-

ZA LIBERAL et al, 2007; PASSOTH et al, 2007; BASILIO et al, 2008; PEREIRA et al, 2012; DE 

SOUZA BARROS et al, 2012). Embora o número de dados sejam pequenos, há uma concordância que 

sua elevada tolerância a diferentes formas de estresse seja um dos fatores (ROZPEDOWSKA et al, 

2011), além da capacidade de assimilar nitrato, que pode ser um aceptor de elétrons, capaz de suprimir 

o efeito Custer e aumentar a produção de etanol (DE BARROS PITA et al, 2011). Essa capacidade que 

também foi observada posteriormente (GALAFASSI et al, 2013).   

No presente trabalho podemos observar que o DSF aumenta o rendimento em etanol da levedu-

ra D. bruxellensis em comparação com a referência e, adicionalmente, o composto também aumentou a 

produtividade da levedura nessas condições de cultivo. Estudos subsequentes utilizando outros substra-

tos, como o caldo de cana-de-açucar devem ser realizados para avaliar o real potencial desse composto 

na produção de etanol no processo industrial. 

 

4.3.1  Avaliação do crescimento de D. bruxellensis e S. cerevisiae em glicerol e galactose 

como fonte de carbono na presença de DSF 

 

            Os resultados anteriores levaram a formulação da hipótese de que em D. bruxellensis a ausência 

da atividade AldH citoplasmática e, consequentemente, o empedimento da produção de acetato, seria 
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compensado pela exportação do acetato mitocondrial para o citoplasma. Mais uma vez S. cerevisiae 

JP1 foi utilizada como referência pois não é capaz de realizar esta exportação quando cultivada em 

glicose (FLIKWEERT et al, 1999). Linhagens de S. cerevisiae descarboxilase-negativa (mutante para 

os genes estruturais PDC1, PDC5 e PDC6) não são capazes de crescer em glicose como única fonte de 

carbono a menos que o meio seja suplementado com acetato, ou mesmo etanol, devido a incapacidade 

de exportar acetato gerado na mitocôndria pela hidrólise do acetil-CoA para o citoplasma a partir do 

sistema de transporte chmado de “shuttle de carnitina”. Isso prova que a enzima piruvato 

descarboxilase é essencial no crescimento da levedura em glicose, para estabelecer o aporte necessário 

de acetil-CoA citosólico (FLIKWEERT et al, 1999; VAN MARIS et al, 2004). Entretanto, nesta 

levedura o acetato produzido no citoplasma pode ser transportado para a mitrocôndria para aliviar os 

efeitos da mutação no gene PDA1 que codifica a piruvato desidrogenase. A essencialidade da enzima 

piruvato descarboxilase na assimilação do carbono não é geral entre as leveduras. Em Kluyveromyces 

lactis a deficiência dessa enzima não impede o crescimento em glicose (BIANCHI et al, 1996). O cres-

cimento da espécie nessas condições pode ser estabelecido por dois mecanismos: shuttle de carnitina 

com transporte de aceti-CoA mitocondrial para o citoplasma (KOHLHAW; TAN-WILSON, 1977) ou 

ainda através do transporte de citrato, que quando no citoplasma celular seria convertido em acetil-CoA 

e oxaloacetato pela enzima ATP citrato liase (EC 4.1.3.8) (RATLEDGE; EVANS, 1989). Portanto, 

diferente de S. cerevisiae, a levedura K. lactis é capaz de promover o fluxo de acetato da mitocôndria 

para o citoplasma mesmo na presença de glicose. 

As células das linhagens GDB 248 e JP1 foram cultivadas em meios contendo glicerol ou 

galactose como fonte de carbono, na presença e ausência de DSF, e com ou sem suplementação de 

acetato (Figura 17). Deve-se levar em consideração que glicerol é uma fonte de carbono apenas 

respirável, e portanto sua metabolização acontece apenas dentro das mitocôndrias. Galactose, apesar de 

ser uma hexose, apresenta baixo metabolismo fermentativo devido ao baixo fluxo de assimilação pela 

via de Leloir, levando a baixa produção de piruvato que é majoritariamente convertido a acetil-CoA 

mitocondrial. Para D. bruxellensis observou-se que a presença de DSF não alterou o perfil de 

crescimento nem para glicerol e nem para a galactose (Figura 17 A e C), mesmo na dose que impede o 

crescimento em glicose (Figura 9A). Já em S. cerevisiae, a presença de DSF reduziu significativamente 

o crescimento em galactose e, em menor proporção, em glicerol (Figura 17 B e D). A adição de acetato 

no meio reverteu o efeito negativo do DSF para S. cerevisiae (Figura 17 B e D), mas não teve efeito em 

D. bruxellensis, confirmando que realmente esta primeira levedura não é capaz de exportar acetato da 

mitocôndria para o citoplasma. Esses resultados confirmam que em D. bruxellensis a depleção do 
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acetato citosólico causado pela inativação da enzima acetaldeído desidrogenase pelo DSF pode ser 

compensada pela exportação do acetato mitocondrial para o citoplasma com o objetivo de produção de 

ácidos graxos, que possibilita o crescimento celular. Nesse contexto, D. bruxellensis tem 

comportamento fisiológico semelhante a K. lactis. 

 

 

Figura 17. Crescimento das leveduras D. bruxellensis GDB 248 e S. cerevisiae JP1 com glicerol e galactose como fonte de 

carbono e 100 µM de DSF. GDB 248 crescida em galactose (Painel A). JP1 crescida em galactose (Painel B). GDB 248 

crescida em glicerol (Painel C). JP1 crescida em glicerol (Painel D). Galactose e glicerol (Azul). Galactose + DSF e glicerol 

+ DSF (Verde). Galactose + DSF + acetato e glicerol + DSF + acetato (Amarelo). 

O metabolismo do acetil-CoA na levedura S. cerevisiae tem sido bastante estudado (KRIVO-

RUCHKO et al., 2014; NIELSEN, 2014). Esse composto na levedura está presente em pelo menos qua-

tro compartimentos celulares: citoplasma, mitocôndrias, peroxissomos e núcleo. Algumas rotas meta-
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bólicas de utilização de acetil-CoA são reconhecidas na levedura, como por exemplo, unidades de ace-

til entram no ciclo do glioxilato e estão relacionadas a síntese de ácidos dicarboxílicos que podem ser 

direcionados dos peroxissomos para o citoplasma. Adicionalmente, o composto pode partir do cito-

plasma para as mitocôndrias e servir como substrato no ciclo do ácido cítrico (CHEN et al, 2015). Ou-

tra via é dependente de carnitina, onde unidades em forma de acetil-carnitina podem ser transportadas 

do citoplasma para as mitocôndrias, contudo, S. cerevisiae não é capaz de sintetizar carnitina na pre-

sença de glicose, podendo usar se ela for fornecida ao meio de cultivo (VAN ROERMUND et al, 

1999).  

 Estudos ao longo dos anos tentaram elucidar se grupos acetil poderiam ser transportados da 

matriz mitocondrial para o citoplasma, apesar da grande impermeabilidade da membrana mitocondrial 

(VAN ROERMUND et al, 1995). Em eucariotos, já é estabelecido o mecanismo de transporte citra-

to/malato e/ou citrato com transferência de grupos acetil para o citoplasma celular. O transporte é ca-

racterizado quando o acetil-CoA intramitocondrial é convertido em citrato oriundo de reação com o 

oxaloacetato, que é exportado para o citoplasma e lá pode ser convertido em acetil-CoA novamente 

pela enzima citrato liase, proteína amplamente distribuída em fungos, mas ausente em S. cerevisiae 

(HYNES E MURRAY, 2010).  

Em S. cerevisiae cultivada em glicose, a maioria do fluxo glicolítico é direcionado ao etanol 

devido ao efeito Crabtree. A única estratégia viável para eliminar a produção de etanol está relacionado 

ao bloqueio na atividade da enzima  piruvato descarboxilase fazendo com que o piruvato não seja 

convertido em acetaldeído, o qual forma o etanol  (FLIKWEERT et al, 1999). A sensibilidade à glicose 

de mutantes PDC ainda permanece sem um motivo aparente. Em células que não entram no 

metabolismo de fermentação alcoólica, bloqueado nas linhagens mutantes (BLOM et al, 2000; DIDE-

RICH et al, 2002), ocorre uma dependência do processo respiratório para reoxidar o NADH citosólico 

(PRONK et al, 1996). Em S. cerevisiae parental, a respiração é reprimida mas não é bloqueada, como 

comprovado pelo consumo de oxigênio, mostrando que a repressão da glicose em mutantes PDC não é 

a única causa dessa sensibilidade (VAN MARIS et al, 2003). Experimentos de seleção adaptativa 

foram realizados utilizando um mutante PDC negativo que permitiram o isolamento de uma linhagem 

mutante denominado "C2-independente”, com capacidade de crescer em glicose e produzir grandes 

quantidades de ácido pirúvico (VAN MARIS et al 2004). Esta linhagem apresentou uma deleção de 

225 pb interna ao gene MTH1 (MTH1-ΔT) que já tinha sido atribuída como uma das causas do restabe-

lecimento do crescimento do mutante PDC de S. cerevisiae em glicose e sem acetato ou etanol (OUD et 

al, 2012). No entanto, ao inserir o alelo deletado em uma linhagem PDC negativo não adaptada, a velo-
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cidade de crescimento (μmax = 0,10 h
-1

) foi mais lenta em meio com 2% de glicose em comparação 

com a linhagem adaptada "C2-independente” (μmax = 0,20 h
-1

), indicando a possível presença de ou-

tras alterações genéticas vantajosas na linhagem (OUD et al, 2012). A proteína Mth1 atua como um 

regulador transcricional negativo na via de sinalização da glicose, juntamente com outros reguladores 

(GAMO et al, 1994). Estudos mostraram que a deleção do gene MTH1 reduz o transporte de glicose e, 

consequentemente alivia a repressão catabólica pela glicose (LAFUENTE et al, 2000; SHULTE et al, 

2000). Entretanto, a restauração do crescimento da linhagem PDC negativa MTH1-ΔT não leva, por si 

só, a formação de Acetil-CoA citosólico e indica caminhos alternativos para formação e utilização des-

se composto. Os dados mostram que ocorre formação de acetato através de Acetil-CoA mitocondrial 

pela atividade da enzima Acetil-CoA hidrolase, codificada pelo gene ACH1. Contudo, a atividade desta 

enzima é limitada pela baixa disponibilidade de acetil-CoA livre na mitocôndria, já que este é pronta-

mente assimilado pela via TCA, ou ciclo de Krebs, e pela rigorosa regulação do complexo PDH pela 

glicose em S. cerevisiae (CHEN et al, 2015). Além da deleção do gene MTH1, nessas cepas evoluídas 

foi identificada uma deleção no gene HXT3, o que limita substancialmente o transporte de glicose 

(ZHANG et al, 2015), e já é bem demonstrado que a taxa de transporte de glicose determina a força da 

repressão metabólica pela glicose (REIFENBERGER et al, 1997). Portanto, a baixa absorção de glicose 

deve ter resultado no alívio da repressão nessa linhagem. Assim, mesmo com a elevada concentração 

de glicose no meio de cultivo, muitos genes geralmentes reprimidos estariam em um processo de desr-

repressão. Um desses genes seria justamente o ACH1, e o aumento na atividade acetil-CoA hidrolase 

resultaria no suprimento citoplasmático de C2 pelo acetato mitocôndrial (ZHANG et al, 2015).  

A enzima Ach1 de S. cerevisiae apresenta a atividade CoA transferase que é capaz de transferir 

CoA do succinil-CoA para o acetato que entra na mitocôndria proveniente do citoplasma (FLECK E 

BROCK, 2009). Isto permite o funcionamento do ciclo de Krebs mesmo nas linhagens com deleção no 

gene PDA1 cultivadas em glicose (CHEN et al 2015). A atividade reversa, Acetil-CoA a succinato com 

formação de acetato e succinil-CoA, foi observada na linhagem PDC negativa com a mutação em M-

TH1. A adição de succinato melhora o crescimento do mutante MTH1-T, não em relação ao perfil de 

crescimento da fase exponencial, mas na redução na extensão da fase lag na linhagem PDC negativa.  

O resutado de que o mutante MTH1-T é capaz de crescer em glicose, embora em baixa velocidade de 

crescimento, e de que este mutante é incapaz de crescer em glicose na ausência do gene ACH1 prova 

que de fato a exportação de acetato da mitocôndria para o citoplasma em S. cerevisiae é dependente da 

acetil-CoA hidrolase e que é negativamente regulado pela glicose (CHEN et AL, 2015).  
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Os resultados do presente estudo com a levedura D. bruxellensis GDB 248, através dos cresci-

mentos, indicam algum mecanismo utilizado pela levedura para que a mesma consiga crescer mesmo 

com o bloqueio na produção de acetato/acetil-CoA citosóliso promovido pelo DSF (Figura 17 A e C). 

O shuttle de acetato mitocondrial para o citoplasma, já relatado em outras leveduras, provavelmente 

deve estar ocorrendo.  A expressão de genes relacionados ao metabolismo respiratório, bem como estu-

dos a nível bioquímico devem elucidar os mecanismos específicos enpregados pela levedura para que 

ocorra esse fornecimento de acetil-CoA para o citoplasma.  

 

5 CONCLUSÕES  

 

 D. bruxellensis apresenta sensibilidade ao disulfiram e a adição do ácido acético no 

meio de cultura não conseguiu melhorar os crescimentos das células de D. bruxellensis 

sob efeito do disulfiram. S. cerevisiae também apresenta sensibilidade ao disulfiram. En-

tretanto, o ácido acético restaurou seu crescimento.  

 D. bruxellensis é mais resistente ao efeito tóxico do disulfiram em comparação a S. ce-

revisiae nos crescimentos sem adição de ácido acético. Com acetato, S. cerevisiae rever-

teu os crescimentos e o composto deve estar sendo melhor utilizado no metabolismo de 

ácidos graxos. Esse contraste indica uma fonte alternativa de acetato para D. bruxellen-

sis, o qual deve ser proveniente das mitocôndrias  

 O metabolismo do acetaldeído é substancialmente afetato pelo DSF. Nossos dados indi-

cam que a enzima acetaldeído desidrogenase é inibida pelo DSF nas leveduras 

D.bruxellensis GDB 248 e S. cerevisiae JP1. 

 A glutationa reduzida e a N-acetilcisteína restauram os crescimentos de D. bruxellensis e 

S. cerevisiae sob efeito do disulfiram. A adição dos antioxidantes, portanto, é um impor-

tante reversor do estresse oxidativo nas leveduras, contudo de uma maneira mais rápida 

em S. cerevisiae.  

 D. bruxellensis possui maior eficiência fermentativa com a utilização do DSF. O aumen-

to inicial da produção de etanol e no rendimento final comprova a eficiência do bloqueio 

da enzima acetaldeído desidrogenase ocasionado pelo DSF na linhagem GDB 248.  
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 D. bruxellensis apresentou um maior rendimento em acetato na condição onde sua pro-

dução via oxidação do acetaldeído estava bloqueada pelo DSF, o que indica que o ácido 

acético deve ser proveniente de transbordamento mitocondrial.  

 Os crescimentos de GDB 248 e JP1 com glicerol e galactose como fonte de carbono, a-

lém da utilização do DSF, forneceram mais subsídios desse processo de exportação de 

acetato mitocondrial em D. bruxellensis, devido ao fenótipo contrastante com S. cerevi-

siae.  
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