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RESUMO 
RIBEIRO, Lílian Emídio, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2017. 
Análise da influência da glicose sobre o metabolismo de xilose em Spathaspora 
passalidarum. Orientador: Luciano Gomes Fietto. Coorientadores: Mateus Ferreira 
Santana e Wendel Batista da Silveira. 
 
A levedura Spathaspora passalidarum converte de maneira eficiente xilose a etanol, 

se destacando para fermentação de hidrolisados lignocelulósicos. Possui uma cópia 

adicional do gene que codifica a enzima xilose redutase (XYL 1.2) com preferência 

pelo cofator NADH, permitindo o estabelecimento do equilíbrio redox durante o 

metabolismo de xilose. O objetivo deste trabalho foi analisar como a glicose 

influencia a fermentação de xilose por S. passalidarum. A avaliação do crescimento 

em meio contendo xilose e 2-DOG revelou que S. passalidarum não possui repressão 

por glicose no metabolismo de xilose. Foram feitos ensaios fermentativos em 

batelada com xilose e/ou glicose em aerobiose e hipoxia, para avaliação dos 

parâmetros cinéticos de fermentação e crescimento. S. passalidarum apresentou 

maiores rendimentos de biomassa no cultivo em glicose comparado ao cultivo em 

xilose nas duas condições de oxigênio. O melhor rendimento e produtividade de 

etanol foram encontrados no cultivo em xilose em aerobiose (Y(P/S) = 0,45 g/g e Qp= 

1,51 g/L.h). A mistura de açúcares, glicose e xilose não interfere nos rendimentos ou 

produtividades de etanol, visto que foram similares aos encontrados durante a 

fermentação de xilose. O perfil de consumo dos açúcares em cofermentação foi 

diferente nas duas condições de oxigênio. As análises da expressão dos genes que 

codificam as enzimas do metabolismo de xilose (XR, XDH e XK) por qRT-PCR 

revelaram que esses genes são induzidos por xilose e não são reprimidos por glicose. 

Os dois genes que codificam a enzima xilose redutase (XR) em S. passalidarum 

apresentaram perfil de expressão diferente em xilose e cofermentação. No cultivo em 

xilose (aerobiose e hipoxia) e cofermentação em aerobiose, o gene XYL 1.2 foi mais 

expresso do que o gene XYL 1.1. Entretanto, no cultivo em cofermentação em 

hipoxia o gene XYL 1.1 foi mais expresso do que o gene XYL 1.2, sugerindo que a 

expressão destes genes pode ser controlada pelo estado redox da célula. Dessa forma, 

o consumo simultâneo ou não dos açúcares glicose e xilose em diferentes condições 

de oxigênio por S. passalidarum, não é uma questão de repressão da glicose na 

síntese das enzimas do metabolismo de xilose, e sim uma adaptação fisiológica da 

célula para estabelecer o equilíbrio redox. 
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ABSTRACT 
RIBEIRO, Lílian Emídio, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2017. 
Analysis of the influence of glucose on xylose metabolism in Spathaspora 
passalidarum. Adviser: Luciano Gomes Fietto. Co-advisers: Mateus Ferreira 
Santana and Wendel Batista da Silveira. 
 
The yeast Spathaspora passalidarum efficiently converts xylose to ethanol, standing 

out for fermentation of lignocellulosic hydrolysate. It has an extra copy of the gene 

that encodes the enzyme xylose reductase (XYL 1.2) which prefers the cofactor 

NADH, allowing the establishment of a redox balance during xylose metabolism. 

The aim of this work was to analyze how glucose exerts influence on xylose 

fermentation by S. passalidarum. The evaluation of growth on medium containing 

xylose and 2-DOG revealed that S. passalidarum does not show glucose repression 

on xylose metabolism. Batch fermentative experiments were performed with xylose 

and/or glucose in aerobic condition and hypoxia, in order to evaluate the kinetic 

parameters of fermentation and growth. S. passalidarum showed higher biomass 

yields when cultivated in glucose compared to xylose in both oxygen conditions. The 

best ethanol yield and productivity was found in growth with xylose in aerobic 

condition (Y(P/S) = 0,45 g/g e Qp= 1,51 g/L.h). The mix of sugars glucose and xylose 

did not interfere on ethanol yield and productivity, once these parameters were 

similar to those found during xylose fermentation. The profile of sugar consumption 

in co-fermentation was different in the two oxygen conditions tested. The expression 

levels of the genes that encode the xylose metabolism enzymes (XR, XDH e XK) 

were analyzed by qTR-PCR and the results revealed that these genes are induced by 

xylose and are not repressed by glucose. The two genes that encodes the enzyme 

xylose reductase (XR) in S. passalidarum showed distinct expression profiles in 

xylose and co-fermentation. When cultivated in xylose (aerobic condition and 

hypoxia) and aerobic co-fermentation, the gene XYL 1.2 was more expressed than the 

gene XYL 1.1. However, the gene XYL 1.1 was more expressend than the gene XYL 

1.2 when cultivation was performed in hypoxic co-fermentation, which suggests that 

the expression levels of these two genes might be controlled by the redox state of the 

cell. Thus, the simultaneous or non-simultaneous consumption of glucose and xylose 

under different oxygen conditions by S. passalidarum is not about glucose repression 

on the synthesis of xylose metabolism enzymes, but rather a physiological adaptation 

of the cell to establish the redox balance. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O bioetanol é uma alternativa para diversificação das fontes energéticas. O 

aumento da produção de etanol no Brasil é possível a partir do uso da biomassa 

lignocelulósica da cana-de-açúcar. Os açúcares mais abundantes nesta biomassa são 

a glicose e a xilose, pertencentes às frações celulósica e hemicelulósica, 

respectivamente. A produção de etanol a partir desta biomassa depende da eficiente 

conversão destes açúcares em etanol pelos microrganismos fermentadores (Cortez et 

al., 2008; Soccol et al., 2010; Santos et al., 2016). A levedura selvagem amplamente 

utilizada na fermentação alcoólica, Saccharomyces cerevisiae, não fermenta 

pentoses, assim, se torna importante o estudo de novos microrganismos capazes de 

fazer esta conversão (Moysés et al., 2016). 

A levedura Spathaspora passalidarum vem se destacando na fermentação de 

hidrolisados lignocelulósicos, por converter xilose em etanol com bons rendimentos 

(Hou, 2012; Long et al., 2012; Yi-Kai Su et. al., 2015; Cadete et al., 2016). Essa 

levedura possui dois genes que codificam a primeira enzima da via, xilose redutase 

(XYL 1.1 e XYL 1.2). A presença do gene adicional XYL 1.2 permite com que a 

fermentação de xilose seja mais eficiente, pois a enzima codificada por este gene 

apresenta preferência ao cofator NADH, e como a segunda enzima da via (xilitol 

desidrogenase) utiliza NAD+, ocorre um equilíbrio no balanço redox durante o 

metabolismo de xilose (Cadete et. al., 2016). 

Alguns entraves limitam a utilização biotecnológica de leveduras que 

naturalmente fermentam xilose, como por exemplo, a utilização sequencial de 

açúcares, a baixa tolerância ao etanol e o efeito dos inibidores produzidos durante a 

hidrólise da lignocelulose (Harner et. al., 2015). 

Em meios contendo misturas de açúcar glicose e xilose, a maioria dos 

microrganismos utiliza preferencialmente a glicose, o que aumenta o tempo de 

fermentação e pode levar a menores rendimentos de etanol durante a fermentação 

(Long et al., 2012; Lee et al., 1990). Alguns estudos demonstram possíveis alvos da 

influência da glicose no metabolismo de xilose, porém a extensão da inibição difere 

entre as leveduras e o mecanismo não é totalmente compreendido. Além disso, não 

está claro se em leveduras fermentadoras de xilose, a repressão da 



2 

 

 

glicose ocorre em nível transcricional ou pós-transcricional (Lee et al., 1990; 

Rodrussamee et al., 2011; Hou, 2012; Harner et al., 2015). Neste contexto, o 

objetivo deste trabalho é conhecer como a glicose influencia o metabolismo de xilose 

em S. passalidarum, através de ensaios fermentativos e análise de expressão de genes 

que codificam as enzimas do metabolismo de xilose. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Bioetanol 
A preocupação em substituir o uso de combustíveis fósseis por fontes 

renováveis de energia vem crescendo nas últimas décadas. O processo de formação 

dos combustíveis fósseis é lento comparado à sua exploração e seu uso causa 

problemas ambientais devido à emissão de gases. Neste contexto, o uso de 

biocombustíveis reduz os impactos ambientais utilizando matérias-primas renováveis 

(Soccol et al., 2010). 

No Brasil, o Governo Federal implantou um programa de substituição da 

gasolina pelo etanol na década de 70, em resposta à primeira crise do petróleo 

(Moreira e Goldemberg, 1999). Neste período, a cana-de-açúcar foi escolhida como 

matéria-prima para a produção de etanol, devido aos excedentes e os baixos preços 

do açúcar (Soccol et al., 2010). Atualmente o Brasil é o segundo maior produtor 

mundial de etanol, com produção anual cerca de 25 bilhões de litros (Santos et al., 

2016). 

A produção de etanol a partir do caldo de cana-de-açúcar utiliza apenas um 

terço da biomassa para a formação do produto final. O aumento na produção de 

etanol é possível se os açúcares a serem fermentados presentes nos resíduos da 

biomassa, caracterizados pelas folhas, palha e bagaço, forem convertidos a etanol 

(Cortez et al., 2008). Além disso, os combustíveis produzidos a partir de culturas 

alimentares recebem críticas por competirem com o uso da terra para a produção de 

alimentos. Assim, é vantajoso o uso de resíduos, como o bagaço da cana-de-açúcar, 

para obtenção do biocombustível, visto que não demanda novas áreas de cultivo 

(Soccol et al., 2010; Santos et al., 2016). 

No Brasil, o etanol produzido a partir da biomassa lignocelulósica, 

denominado etanol de segunda geração, está se tornando uma realidade com o 

surgimento das primeiras unidades industriais. Novas tecnologias vem sendo 

desenvolvidas em todas as etapas do processo para o desenvolvimento dessas 

unidades (Santos et al., 2016). 

A biomassa lignocelulósica compreende 30-50% de celulose, 20-40% de 

hemicelulose (Saha, 2003) e 10-20% de lignina e, dependendo da matéria-prima, 

também possui pectina (Van Maris et al., 2006). A celulose é um polímero composto 



4 

 

 

pelo monômero D-glicose unido por ligações glicosídicas β (1-4). Possui uma 

estrutura conformacional associada a lignina, hemicelulose, amido, proteínas e 

minerais, que a torna altamente resistente à hidrólise, formando uma barreira natural 

ao ataque de microrganismos e/ou enzimas hidrolíticas (Van Maris et al., 2006). A 

hemicelulose é formada por um complexo heteropolissacarídeo composto por 

hexoses (D-glicose, D-galactose, D-manose, L-ramnose, L-fucose), pentoses (D-

xilose e L-arabinose) e ácidos urônicos (ácido D-glucurônico e ácido D-

galacturônico). Sua cadeia principal é composta principalmente por xilanas ou 

heteroxilanas, formada por unidades de D-xilose unidas por ligações glicosídicas β 

(1-4) e diferentes carboidratos nas cadeias laterais (Whistler, 1953; Kwan, 1995). A 

lignina é um polímero formado por resíduos fenólicos e não contribui como fonte de 

carbono fermentável, sendo uma fonte potencial da inibição do processo 

fermentativo por microrganismos (Van Maris et al., 2006). 

Os açúcares contidos nas frações celulósica e hemicelulósica são os 

substratos para a produção de etanol por via fermentativa. A recuperação destes 

açúcares é limitada pela associação entre as três frações principais (celulose, 

hemicelulose e lignina) do material lignocelulósico (Sun e Cheng, 2002). Várias 

tecnologias têm sido desenvolvidas para o pré- tratamento da biomassa, com o 

objetivo de modificar a estrutura da biomassa lignocelulósica, para que se torne 

acessível às enzimas que convertem os polissacarídeos em monossacarídeos 

fermentáveis. Os tipos de pré-tratamento consistem em métodos químicos, físicos ou 

biológicos, ou ainda, a combinação destes no intuito de reduzir a recalcitrância da 

parede celular das plantas. Com o pré-tratamento a acessibilidade do complexo 

enzimático é aumentada e, consequentemente, a liberação de açúcares aumenta 

(Santos et al., 2012). Porém, é durante o pré-tratamento que podem ser gerados 

inibidores do crescimento de microrganismos fermentadores, como ácido acético, 

furfural, hidroximetilfurfural e compostos fenólicos (Kim et al., 2013). Após o pré-

tratamento da biomassa, as próximas etapas são a hidrólise enzimática, fermentação e 

destilação. 

 

2.2 Microrganismos fermentadores 

Para a produção de etanol de primeira geração, obtido a partir da fermentação 

do caldo de cana-de-açúcar, o microrganismo predominantemente utilizado é a 
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levedura Saccharomyces cerevisiae devido à sua alta capacidade de fermentar 

sacarose a etanol e à maior tolerância ao etanol comparada a outras leveduras 

(Sanchez e Cardona, 2008). Porém, linhagens selvagens de S. cerevisiae não são 

utilizadas para a produção de etanol de segunda geração, uma vez que não são 

capazes de fermentar pentoses que são liberadas a partir a hidrólise da hemicelulose 

de materiais lignocelulósicos (Van Maris et al., 2006). Apesar de S. cerevisiae 

possuir genes para a utilização de xilose, estes são expressos em baixos níveis não 

suportando o crescimento em xilose, e além disso, a levedura não possui 

transportadores específicos para este açúcar (Hahn-Hagerdal et al., 2007). 

A pentose D-xilose é um dos açúcares mais abundante em materiais 

lignocelulósicos, por isso, torna-se importante o estudo de novas leveduras capazes 

de metabolizar eficientemente xilose a etanol, ou ainda, uso de seus genes para 

melhorar outras leveduras já utilizadas em processos industriais. 

A levedura Sheffersomyces stipitis (Pichia stipitis) (Pignal, 1967) é uma das 

primeiras leveduras descritas que realizam naturalmente a fermentação de xilose a 

etanol. Estudos posteriores demonstraram outras leveduras capazes de converter 

xilose a etanol de maneira eficiente, como espécies do gênero Spathaspora 

(Agbogbo et al., 2006; Da Cunha-Pereira et al., 2011; Cadete et. al., 2009). 

Recentemente a levedura Spathaspora passalidarum vem sendo descrita como a 

melhor levedura que fermenta xilose (Nguyen et al., 2006; Cadete et al., 2016; Yu et 

al., 2017; Hou 2012). 

Outros microrganismos, como as bactérias anaeróbias e fungos filamentosos, 

também são capazes de produzir etanol a partir da fermentação da xilose, porém, 

estes microrganismos possuem baixa tolerância ao etanol (Wiegel et al., 1983). Além 

disso, os fungos filamentosos convertem açúcares em etanol lentamente (Hahn-

Hägerdal et al., 2007). Linhagens de S. cerevisiae engenheiradas com genes que 

codificam as enzimas para o metabolismo de xilose não apresentam um bom 

rendimento de etanol (Van Maris et al., 2006). 

A levedura Spathaspora passalidarum linhagem NRRLY 27907 foi isolada a 

partir do intestino de besouros que se alimentam de madeira (Nguyen et al., 2006). 

Estudos demonstram que essa linhagem possui bons rendimentos de conversão a 

etanol em meio sintéticos (Hou, 2012; Long et al., 2012; Yi-Kai Su et. al., 2015; 

Cadete et al., 2016). Cadete et al. (2016) demonstrou que a levedura S. passalidarum 

NRRLY 27907 apresenta rendimentos de etanol próximo do máximo teórico (0,48 
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g/g) no meio de cultivo sintético em condições limitantes de oxigênio. 

S. passalidarum possui uma diversidade gênica, pois é a única levedura 

fermentadora de xilose descrita até o momento que apresenta dois genes que 

codificam a enzima xilose redutase (XYL 1.1 e XYL 1.2). A enzima codificada pelo 

gene adicional XYL 1.2 apresenta preferência ao cofator NADH, e como a segunda 

enzima da via (xilitol desidrogenase) utiliza NAD+, ocorre um equilíbrio no balanço 

redox durante o metabolismo de xilose, fazendo com que a fermentação seja mais 

eficiente (Cadete et. al., 2016). 

Outros estudos demonstram que S. passalidarum NRRLY 27907 também 

apresenta bons rendimentos de conversão a etanol em diversos hidrolisados 

lignocelulósicos (Long et al.,2012; Yu et al., 2017; Nakanishi et al., 2017). Além 

disso, estudos para melhoramento desta linhagem quanto à resistência a inibidores 

formados durante a etapa de pré-tratamento da biomassa estão sendo continuamente 

realizados (Hou e Yao, 2012; Morales et al., 2017). 

 

2.2 Infuência da glicose no metabolismo de xilose 

O transporte de xilose para o citoplasma celular ocorre através de sistema de 

difusão facilitada de baixa afinidade, o qual também transporta glicose, e de um 

sistema de simporte de prótons de alta afinidade (Hahn-Hägerdal et al., 2007; 

Leandro et al., 2009). No interior da célula, a via oxidorredutiva converte xilose em 

xilulose por uma redução e uma oxidação. A primeira reação é a redução de xilose a 

xilitol catalisada pela enzima xilose redutase (XR) (Figura 1). 

Na levedura S. passalidarum a enzima xilose redutase (XR) possui dupla 

especificidade de cofator, podendo utilizar NADPH ou NADH. Atividades 

enzimáticas a partir de extratos brutos mostram que as maiores atividades de XR é 

utilizando NADH como cofator (Hou, 2012; Cadete et al.,2016). Para avaliar a 

influência das enzimas XRs codificada pelos genes XYL 1.1 e XYL 1.2, as duas 

cópias do gene foram expressas individualmente em 

S. cerevisiae. As linhagens de S. cerevisiae recombinantes foram caracterizadas 

quanto à atividade de XR, com ambos cofatores. Linhagens de S. cerevisiae 

expressando XYL 1.1 de S. passalidarum revelou atividade de XR estritamente 

dependente de NADPH. Enquanto que linhagens expressando o gene XYL 1.2 

apresentaram atividade de XR utilizando ambos cofatores, porém a maior atividade 
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de XR foi quando utilizou NADH (Cadete et al., 2016). 

Posteriormente, a oxidação do xilitol à xilulose é mediada pela enzima xilitol 

desidrogenase (XDH). Por fim, ocorre a fosforilação da xilulose pela enzima 

xiluloquinase (XK) para formar xilulose-5-fosfato. A xilulose-5-fosfato pode ser 

convertida, através da via das pentoses-fosfato, em gliceraldeído-3-fosfato ou 

frutose-6-fosfato, e conectam-se com a via glicolítica (Figura 1) (Hahn-Hägerdal et 

al., 2007; Hou, 2012). A via de conversão de xilose à xilulose também pode ser 

realizada diretamente pela enzima xilose isomerase (XI). Esta via corresponde à via 

isomerase de assimilação de xilose, porém ainda não foi descrita em leveduras, sendo 

encontrada em bactérias e alguns fungos anaeróbios (Moysés et al., 2016; Madhava 

et al., 2009; Hahn-Hägerdal et al., 2007; Hou, 2012). 

 

 

Figura 1: Esquema simplificado do metabolismo de xilose à etanol na levedura S. 

passalidarum. Fonte: modificado de Moysés et al., 2016. 

 

Durante a via oxidorredutiva, um desequilíbrio redox pode ocorrer, devido ao 

fato das duas primeiras enzimas do metabolismo de xilose possuir diferentes 

preferências de cofatores. A maioria das leveduras fermentadoras de xilose possui a 
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enzima XR que utiliza NADPH e NADH como cofatores, no entanto, geralmente 

exibem preferência por NADPH. A enzima XDH utiliza NAD+ como cofator. Assim, 

a eficiente conversão da xilose a etanol depende da concentração de oxigênio no 

meio. O acúmulo de xilitol ocorrerá em condições anaeróbias, pois o cofator NADH 

não pode ser reoxidado eficientemente por meio da cadeia transportadora de elétrons. 

Para evitar o acúmulo de xilitol, a presença de oxigênio é importante durante a 

fermentação da xilose, pois o NAD+ é regenerado na cadeia transportadora de 

elétrons, impedindo o bloqueio da conversão de xilose a etanol (Hahn- Hägerdal et 

al., 2007; Hou, 2012). 

A glicose e a xilose são os açúcares mais abundantes na biomassa 

lignocelulósica, os demais açúcares são encontrados em concentrações mais baixas. 

Neste contexto, torna-se interessante que os microrganismos para a fermentação 

desta biomassa sejam capazes de cometabolizar glicose e xilose simultaneamente, 

para melhorar a economia do processo. Entretanto, em um meio com mistura de 

açúcares, a maioria dos microrganismos utiliza preferencialmente a glicose e, 

somente após seu esgotamento, metaboliza xilose. Isso implica em menores 

rendimentos de etanol e aumento do tempo de fermentação. Além disso, o uso 

sequencial de açúcar pode resultar em consumo incompleto de substrato, pois os 

produtos podem atingir níveis inibitórios antes do metabolismo completo dos 

açúcares (Long et al., 2012; Lee et al., 1990). Dessa forma, a eficiente fermentação 

de mistura de açúcares em hidrolisados lignocelulósicos é um dos principais 

problemas da produção de etanol de segunda geração. 

Em S. cerevisiae a repressão de glicose no uso de fontes alternativas de 

carbono ocorre principalmente em nível de transcrição, através de uma cascata de 

sinais. Os níveis de concentração de glicose são sinalizados pela célula através das 

proteínas receptoras Snf3 e Rgt2. Dependendo das concentrações de glicose no meio 

extracelular, a proteína quinase Snf1, juntamente com outras proteínas regulatórias, 

regula o fator de transcrição Mig1. Esse fator de transcrição se liga ao promotor de 

fontes alternativas de carbono quando desfosforilado, impedindo sua transcrição. 

Quando Snf1 fosforila Mig1, há a liberação deste fator de transcrição do promotor de 

genes de fontes alternativas de carbono, permitindo a transcrição dos mesmos. A 

enzima hexoquinase (Hxk2), a qual realiza a fosforilação de glicose a glicose- 6-

fosfato pode está envolvida na inativação do complexo Snf1 (Kayikci e Nielsen, 

2015; Westergaard et al., 2007). 
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Abordagens de engenharia metabólica vêm sendo desenvolvidas para obter 

microrganismos capazes de cofermentar a mistura de açúcares simultaneamente. Em 

S. cerevisiae, por exemplo, existem estudos relacionados à modificação de genes ou 

vias envolvidas com a sinalização de glicose para inativar a repressão, e também, 

expressão heteróloga de novos transportadores de açúcar e genes metabólicos para 

evitar mecanismos regulatórios. Estas abordagens permitem superar a repressão de 

glicose em S. cerevisiae, porém nenhuma delas permitiu eficiente cofermentação de 

açúcares glicose e outros açúcares com bons rendimentos, comparados à fermentação 

de glicose. Assim, é importante uma maior compreensão da repressão por glicose no 

metabolismo de xilose, em níveis moleculares, para a identificação de alvos para a 

engenharia de leveduras que sejam eficientes na cofermentação de açúcares (Kim et 

al., 2012). Apesar da levedura S. cerevisiae engenheirada ser um bom modelo de 

estudos, ela não o é para estudar como o metabolismo de xilose é nativamente 

regulado (Long et al, 2012). 

Considerando que a levedura que naturalmente fermenta xilose S. 

passalidarum tem recebido destaque como promissora para produção de etanol de 

segunda geração, torna-se importante identificar possíveis alvos da influência da 

glicose no metabolismo de xilose nesta levedura, possibilitando o melhoramento 

genético da mesma e/ou uso de seus genes para engenheirar outras leveduras. 

A glicose pode afetar a atividade das enzimas do metabolismo de xilose em S. 

passalidarum, no entanto, ainda não está claro se a repressão da glicose ocorre em 

nível transcricional ou pós-transcricional (Rodrussamee et al., 2011). Os principais 

alvos descritos para a repressão de glicose no metabolismo de xilose são as enzimas 

xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH), seja pela atividade ou na 

expressão destas enzimas, e/ou no transporte de xilose para a célula (Hou, 2012; 

Harner et al., 2015). 

Hou (2012) demonstrou que a levedura S. passalidarum ATCC MYA-4345 

(NRRLY 27907) apresenta diminuição das atividades das enzimas XR e XDH em 

meio contendo glicose e xilose em condição de anaerobiose. Neste trabalho, o 

consumo de açúcares foi diferente em condições de aerobiose e limitação de 

oxigênio. Segundo o autor, a glicose poderia interferir no transporte de xilose para o 

interior celular, pela ocupação dos transportadores, bloqueando a passagem 

intracelular de xilose. Além do transporte, o autor relata que a presença de glicose 

pode afetar o metabolismo de xilose também na síntese das enzimas XR e XDH. 
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Long et al. (2012) demonstrou que S. passalidarum NRRLY 27907 apresenta 

produtividade de etanol três vezes maior em xilose do que em meio com glicose, e 

também, é capaz de cofermentar glicose, celobiose e xilose com um rendimento de 

etanol de 0,42 g/g. 

A levedura S. stipitis em presença de mistura de açúcares fermenta a xilose 

incompletamente, pois primeiro utiliza a glicose. Estudos sugerem que isto é devido 

à repressão por glicose das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase (Webb e 

Lee, 1990), porém ainda não existem estudos em nível transcricional em condição de 

misturas de açúcares. A deleção do gene hexoquinase 1 em S. stipitis, resultou na 

utilização de xilose na presença de cerca de 1,72% de glicose, mantendo a 

capacidade de utilizar glicose e xilose individualmente (Dashtban et al., 2015). 

Estudo do transcriptoma de S. stipitis em cultivo com glicose ou xilose revelou 

diversos genes diferentemente expressos, e sugeriu que esta levedura possui um 

mecanismo diferente para repressão por glicose, comparado à S. cerevisiae (Yuan et 

al., 2011). 

Um estudo em nível transcricional foi feito com a levedura Kluyveromyces 

marxianus em condição de açúcares mistos. Análises de RT-PCR do gene XYL 1 

para xilose redutase em meio contento glicose e xilose a 30 °C durante a fase 

exponencial demonstraram uma redução na sua expressão. Este resultado sugere que 

XYL 1 de K. marxianus é reprimido por glicose. No entanto, nenhuma sequência de 

ligação da proteína repressora Mig1 foi encontrada na região upstream do gene, 

sendo possível que existam outras vias reguladoras em vez de Mig1 para a repressão 

por glicose neste gene (Rodrussamee et al., 2011). 

Neste contexto, as leveduras que naturalmente fermentam xilose são 

importantes para produção eficiente de bioetanol a partir de hidrolisados 

lignocelulósicos e/ou fontes de genes para engenheirar linhagens industriais. Nosso 

objetivo é compreender melhor um dos entraves que limitam a utilização 

biotecnológica de leveduras na fermentação de hidrolisados lignocelulósicos, a 

utilização sequencial dos açúcares glicose e xilose. Embora existam alguns estudos 

sobre o efeito da glicose no metabolismo de xilose em S. passalidarum NRRLY 

27907 (Hou 2012; Long et al., 2012), ainda não existem estudos a nível 

transcricional em condições de misturas de açúcares. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 
 

O presente trabalho tem como objetivo analisar como a glicose influencia o 

metabolismo de xilose na levedura Spathaspora passalidarum, em aerobiose e 

hipoxia. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

Avaliar a repressão por glicose no metabolismo de xilose em Spathaspora 

passalidarum NRRLY 27907; 

 

Determinar os parâmetros cinéticos de crescimento e fermentação de S. passalidarum 

NRRLY 27907 em meio contendo xilose e/ou glicose, em aerobiose e hipoxia; 

 

Avaliar a expressão de genes que codificam as enzimas da via metabólica de xilose 

(XR, XDH e XK) de S. passalidarum NRRLY 27907 em meio contendo xilose e/ou 

glicose, em aerobiose e hipoxia. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Microrganismos e meio de cultivo 

As linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho foram Spathaspora 

passalidarum NRRLY 27907, Spathaspora arborariae HM 19.1A e Scheffersomyces 

stipitis NRRL 7124, disponibilizadas pelo professor Carlos Augusto Rosa do 

Laboratório de Ecologia e Biotecnologia de Leveduras da Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG), e Kluyeromyces marxianus CCT7735, disponibilizada pelo 

Laboratório de Fisiologia de Microrganismos da UFV. Estas linhagens foram 

mantidas em meio completo YPD (2% (m/v) extrato de levedura, 1% (m/v) peptona 

e 2% (m/v) glicose) com glicerol 30% (v/v) a -80 °C ou quando utilizadas com 

frequência, em placas de YPD sólido (2 % (m/v) Ágar), a 4 °C. 

 
4.2 Análise de repressão por glicose usando o análogo 2-desoxiglicose 

As leveduras S. passalidarum, S. stipitis, S. arborariae e K. marxianus foram 

previamente crescidas em meio YPD, sob agitação de 150 rpm a 28 °C. A partir do 

pré- inóculo, as células foram centrifugadas a 3000 g por 5 min. O precipitado 

formado foi lavado com solução salina 0,85% (m/v) e a densidade óptica em 

espectrofotômetro a 600 nm (D.O(600nm)) foi ajustada para 1,0. Diluições decimais 

(10-1, 10-2, 10-3 e 10-4) foram feitas e 10 

µL de cada diluição plaqueado em placas de petri contendo meio sólido YP com 2% 

(m/v) de xilose e YP com 2% (m/v) de xilose e 0,1% (m/v) de 2-desoxiglicose. As 

placas foram incubadas a 28 °C por 48 horas. A linhagem K. marxianus CCT7735 

foi utilizada como controle. 

 

4.3 Parâmetros cinéticos de crescimento 

Para determinar a constante de saturação (Ks), a levedura S. passalidarum foi 

crescida em meio mínimo Yeast Nitrogen Base (YNB) 0,67% (m/v), acrescido de 

glicose e/ou xilose nas concentrações 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 16,0; 32,0; e 

64,0 mM por 12 h, em aerobiose e hipoxia (descrito no item 4.4). Quando os 

açúcares foram utilizados em combinação, metade da concentração final 

correspondia a xilose e a outra metade a glicose. O cultivo iniciava-se com DO(600nm) 
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correspondente a 0,2. Em intervalos de uma hora, alíquotas de 1 mL foram retiradas 

para determinar a DO(600nm) e calcular as velocidades específicas de crescimento 

nestas concentrações. Esse procedimento foi realizado em duplicata. A velocidade 

específica de crescimento (μ) foi calculada a partir da regressão linear obtida no 

gráfico lnDO 600 nm versus tempo durante a fase exponencial. 

As constantes de saturação (Ks) e a velocidade máxima de crescimento (µmáx) 

foram determinadas utilizando o programa Sigma Plot 12.0, segundo o modelo 

cinético de Monod (1949) (Equação 4). Sendo μ a velocidade específica de 

crescimento; μmáx, a velocidade específica máxima de crescimento; S, a concentração 

de glicose e/ou xilose e KS à constante de saturação. A significância estatística foi 

determinada pelo teste t de Student, considerando nível de significância de 0,05. 

 µ = ሺµ max  . SሻሺKs + Sሻ  

 

 

4.4 Ensaios de fermentação 

A linhagem S. passalidarum NRRLY 27907 foi previamente cultivada em 

meio de cultivo contendo extrato levedura (5 g/L); peptona (5 g/L); NH4Cl (2 g/L); 

KH2PO4 (1 g/L); MgSO47H2O (0,3 g/L) e 2% (m/v) de glicose ou xilose, sob 

agitação de 150 rpm a 32 °C. O pré-inóculo para os ensaios fermentativos com 

açúcares individuais foram realizados com 2% (m/v) de glicose ou xilose. Para os 

ensaios de cofermentação o pré-inóculo foi realizado com 2% (m/v) de glicose. 

A partir do pré-inóculo as células foram centrifugadas a 3000 g por 5 min. O 

precipitado formado foi lavado com solução salina 0,85% (m/v) e ressuspenso 

diretamente no mesmo meio de cultivo para iniciar os ensaios de fermentação, com 

D.O(600nm) correspondente a 2 (Souza et. al., 2012). 

Os ensaios de fermentação foram realizados em Erlenmeyers com volume de 

meio de cultivo ocupando 1:5 do volume final. As fontes de carbono utilizadas foram 

8% (m/v) xilose ou 8% (m/v) de glicose, para as fermentações com açúcares 

individuais, e 4% (m/v) de glicose e 4% (m/v) de xilose, para as cofermentações. Os 

cultivos foram realizados em aerobiose e condição limitante de oxigênio (hipoxia). 

Em aerobiose, os Erlenmeyers foram vedados com tampão de algodão e 

incubados a temperatura de 32 °C sob agitação de 200 rpm. Em hipoxia, os 

(4) 
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Erlenmeyers foram vedados com tampão de borracha, para evitar a permeabilidade 

do oxigênio. Nitrogênio gasoso foi borbulhado por 15 min antes da inoculação, para 

expulsar o oxigênio dissolvido no meio. Após a inoculação, foram incubados a 

temperatura de 32 °C sob agitação de 60 rpm. As concentrações de açúcar do meio 

de cultivo e a temperatura de incubação utilizada neste trabalho foram determinadas 

de acordo com (Campos, 2015). 

Cada ensaio foi realizado em triplicata por 48 h, e nos intervalos de 0, 2, 4, 6, 

8, 10, 12, 24, 36 e 48 h, alíquotas foram retiradas para avaliar a densidade óptica em 

espectrofotômetro à 600 nm e quantificação de substratos e produtos por “high-

performance liquid chromatography” (HPLC). Adicionalmente, no intervalo de 6 h 

foram retiradas alíquotas para análise de expressão gênica por PCR em tempo real. 

 
4.5 Métodos analíticos 

As amostras retiradas durante os ensaios de fermentação para quantificação 

do consumo de açúcares (xilose e glicose) e a produção de metabólitos (etanol, 

xilitol, glicerol e ácido acético) foram centrifugadas a 9.000 g por 5 min, e o 

sobrenadante foi filtrado em membrana de poro de 0,22 μm. As concentrações destes 

metabólitos foram determinadas por HPLC, utilizando uma coluna de troca iônica 

HPX-87H (BIO-RAD), mantida a 45 °C, acoplada ao detector de índice de refração 

SPD-20A. O eluente para separação foi solução de ácido sulfúrico 5 mM , aplicado a 

uma taxa de eluição 0.7 mL/min-1. Na montagem dos métodos foram preparados 

padrões de 5, 15, 25, 35, 45, 60, 75 e 100 mM para glicose, xilose, xilitol, glicerol, 

ácido acético e etanol.  

 
4.6 Relação entre absorvância a 600 nm (A600) e massa celular seca (g/L) 

Para determinar a relação massa seca versus densidade óptica, a levedura S. 

passalidarum foi cultivada em 50 mL de meio de fermentação com 8% (m/v) xilose, 

8% (m/v) de glicose ou 4% (m/v) de glicose e 4% (m/v) de xilose, sob agitação de 

200 rpm a 32 °C por 16 h. Posteriormente, a D.O (600nm) foi avaliada e a alíquota foi 

centrifugada a 9.000 g por 10 min. O precipitado obtido foi ressuspendido em 10 mL 

de solução salina NaCl 0,85% (m/v). Foram retiradas três alíquotas de 1 mL para a 

determinação de massa celular seca, a 105 ºC, durante 24 h. As alíquotas foram 

pesados em balança analítica até atingirem peso constante.  Adicionalmente, 



15 

 

 

amostras  de  1  mL  da  suspensão  de  células  foi  utilizada  nas seguintes diluições: 

2x10-1, 4x10-1, 8x10-1, 16x10-1 e 32x10-1 para estimar a DO. Este experimento foi 

realizado em triplicata e os dados obtidos foram a média entre as triplicatas. A 

regressão linear (equações 1, 2 e 3) entre a D.O (600nm) e massa seca (g.L-1) permitiu a 

determinação de massa seca celular de S. passalidarum em 8% (m/v) de xilose, 8% 

(m/v) de glicose e 8% (m/v) de glicose e xilose (4% (m/v) de glicose e 4% (m/v) de 

xilose), respectivamente. Sendo Y= D.O(600nm) e X=massa seca (g/L). 

 

y=1,7945x +0,0559 
R2= 0,972 (1) 

 

y=1,5305x + 0,0883 

R2= 0,962 (2) 
 

y= 1,7809x + 0,0386  

R2= 0,9805  (3) 
 

4.7 Parâmetros fermentativos e de crescimento 

O rendimento de etanol (YP/S) pela levedura foi calculado dividindo a 

diferença da massa final e inicial de etanol pela massa inicial e final de substrato, 

expressos em gramas (Equação 5). Da mesma forma, foi calculado o rendimento de 

etanol por glicose e xilose consumida (YP/S) nos ensaios de cofermentação. YP/S = ௠௔௦௦௔ ௙�௡௔௟−௠௔௦௦௔ �௡�௖�௔௟ ௘௧௔௡௢௟௠௔௦௦௔ �௡�௖�௔௟−௠௔௦௦௔ ௙�௡௔௟ ௦௨௕௦௧௥௔௧௢    (5) 

  

O rendimento da biomassa celular (YX/S) foi calculado dividindo a diferença 

da massa seca final e inicial pela massa inicial e final de substrato, expressos em 

gramas (Equação 6). ܻܺ/� = ௠௔௦௦௔ ௦௘௖௔ ௙�௡௔௟−௠௔௦௦௔ ௦௘௖௔ �௡�௖�௔௟௠௔௦௦௔ �௡�௖�௔௟−௠௔௦௦௔ ௙�௡௔௟ ௦௨௕௦௧௥௔௧௢  (6) 

  

A produtividade de etanol (Qp,) foi calculada dividindo-se a diferença da 

concentração final e inicial de etanol pelo tempo em que houve a maior produção de 

etanol, expressos em g/L.h (Equação 7). �� = �௢௡௖௘௡௧௥௔çã௢ ௙�௡௔௟−௖௢௡௖௘௡௧௥௔çã௢ �௡�௖�௔௟ ௘௧௔௡௢௟௧௘௠௣௢   (7) 
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A eficiência de fermentação (Y%) foi calculada pela diferença entre o valor 

de YP/S encontrado nos experimentos e o valor de YP/S teórico (0,51 g/g), 

multiplicado por 100 (Equação 8). 
 

 ܻ% = �ቀ��ቁሺ௥௘௔௟ሻ�ቀ��ቁሺ௧௘ó௥�௖௢ሻ  �ͳͲͲ  (8) 

 

A taxa específica de consumo de substrato (qs) foi calculada durante a fase 

exponencial, expressos em g/g 
(MS).h-1. Foi feita a regressão linear entre a massa seca 

versus concentração de substrato, e o coeficiente angular (rendimento de consumo) 

foi multiplicado pela velocidade de crescimento (µ). 

O crescimento da levedura S. passalidarum durante os ensaios de 

fermentação foi estimado pela absorbância em espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 600 nm. Posteriormente, o valor da D.O (600nm) foi convertido em massa seca 

celular de acordo com a relação massa seca versus densidade óptica, descrita 

anteriormente no item 4.5. A velocidade específica de crescimento (μ) foi calculada 

durante a fase exponencial, a partir da regressão linear obtida no gráfico lnDO 600 

nm versus tempo. 

 
4.7 Análise de expressão gênica por pcr em tempo real (qRT-PCR) 

Durante os ensaios de fermentação a expressão de genes foi avaliada por qRT-

PCR. A sequência do genoma de S. passalidarum foi obtida do banco de dados 

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As buscas dos genes que codificam as 

enzimas xilose redutase (XYL 1.1 e XYL 1.2), xilitol desidrogenase (XYL 2.1 e XYL 

2.2) e xiluloquinase (XKS 1) foram realizados por palavra chave. Os 

oligonucleotídeos específicos para os genes (XYL 2.1, XYL 2.2 e XKS 1) foram 

construídos com o software Primer3. Os oligonucleotídeos dos demais genes foram 

validados por Cadete et. al., 2016 (Tabela 1). 

O RNA total das culturas foi extraído pelo método hot fenol (Collart et.al., 

2001). A qualidade da extração do RNA total foi analisada por eletroforese em gel de 

agarose 1,5% (m/v) em tampão TAE (Tris-Acetato-EDTA). As amostras foram 

quantificadas em espectrofotômetro (SpectraMax M5 microplate/cuvette reader 

(Molecular Devices)) no comprimento de onda de 260 nm e 1 µg de RNA total foi 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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tratado com DNAse I (Sigma), seguindo as recomendações do fabricante. 

Após o tratamento com DNAse, foi realizado uma PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase) com os oligonucleotídeos específicos para o gene constitutivo  que  

codifica actina (ACT 1) (Tabela 1), a fim de verificar contaminação por DNA 

genômico. A síntese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando o kit High-

Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), de acordo com as 

recomendações do fabricante, a partir de amostras contendo 1 μg de RNA total. Para 

confirmar a síntese de cDNA foi realizada uma reação de PCR com o gene 

constitutivo ACT 1. 

A reação submetida ao qRT-PCR continha os oligonucleotídeos específicos 

(Tabela 1),  os cDNAs dos tratamentos realizados e SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems). O aparelho utilizado foi StepOne™ Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems). As condições de amplificação foram 95 °C por 10 min, e 40 

ciclos de 94 °C por 15 s e 60 °C por 1 min, seguido por desnaturação gradual para 

elaboração da curva de dissociação (melting), que permite detectar amplificações 

inespecíficas. 

Para calcular a eficiência de amplificação da reação (Tabela 1) foram feitas 

curvas de eficiência de amplificação para cada par de oligonucleotídeos. Para obter 

as curvas foram realizadas reações utilizando-se cDNA, a partir de células cultivadas 

em xilose, em 6 diluições decimais seriadas, partindo de 250 ng. O coeficiente 

angular da regressão linear obtida (slope) foi utilizado para calcular a eficiência de 

amplificação da reação, conforme equação: E = (10-1/slope – 1). 

A quantificação da expressão gênica foi realizada no software Relative 

Expression Software Tool – REST 2009 (http://www.gene-quantification.de/rest-

2009.html). Amostras de células cultivadas em glicose foram usadas como controle. 

O gene da actina foi utilizado como controle endógeno. As amostras foram 

analisadas em triplicata. 
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Tabela 1: Oligonucleotídeos específicos para qPCR. 
 

Gene Proteína Sequência 5’ – 3’ Eficiência Referência 

XYL 

1.1 

 CTCAGGTCACTTGATGCCTTTAG 

TCTTTAAACCGTCACCGACTTCC 

0,7616 Cadete et 

al.,2016 Xilose redutase  

XYL 

1.2 

GCCACCATTCCTCAGCAAATTTAC 

CTCTTAACAAGACCGTCTTCAATA
GC 

0,7888 Cadete et 

al.,2016 

XYL 

2.1 

 TGCTGCCAGAGTCATTGTCATTG 

AACATTTGGTTCAACACCGTCAA 

0,7850 Este 

trabalho Xilitol 

desidrogenase 

 

XYL 

2.2 

TGAAGTCGGTCCTGGAGTGAA 

CCTCCCACTCTTGTACGCATC 

0,7348 Este 

trabalho 

XKS 1 Xiluloquinase GGTCCAGTCCACGGTAACTT 

CGCCCTTTTGTTCACACTCA 

0,8371 Este 

trabalho 

ACT 1 Actina AGATACCCAATTGAACACGGTATC 

GATTTAGGATTCATTGGAGCTTCA 

0,7495 Cadete et 

al.,2016 

 

5. RESULTADOS 
 

5.1 O metabolismo de xilose da levedura S. passalidarum não sofre repressão 

clássica por glicose 

O análogo de glicose 2-desoxiglicose (2DOG) é muito utilizado em estudos 

de repressão catabólica (Lane et al., 2011; Rodrussame et al., 2011; Zhang et al., 

2015; Suprayogi, et. al., 2015; Sreenath e Jeffries, 1999). Após entrar na célula, 

2DOG é fosforilado pela enzima hexoquinase, mas é incapaz de ser metabolizado 

pela fosfoglicose isomerase, impedindo o prosseguimento da via glicolítica. Dessa 

forma, células cultivadas em meio contendo 2DOG como fonte de carbono não são 

capazes de multiplicar devido à depleção de ATP e intermediários metabólicos. 

Assim, células que possuem repressão por glicose não se multiplicam em meio 

contendo 2DOG e outra fonte de carbono, pois apesar de 2DOG não ser 

metabolizada pela célula, essa molécula ativa as vias de sinalização envolvidas na 

repressão catabólica em leveduras (Suprayogi, et. al., 2015). 

Quando 2DOG foi adicionado ao meio contendo xilose como única fonte de carbono, 
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K. marxianus não cresceu, indicando que o metabolismo de xilose nesta levedura é 

reprimido por glicose. Nas leveduras S. passalidarum e S. arborariae, o metabolismo 

de xilose não é reprimido por glicose, visto que na presença de 2DOG ambas as 

leveduras crescem. Porém S. passalidarum obteve um melhor crescimento 

comparado a S. arborariae. A levedura S. stipitis possui repressão parcial, pois 

cresceu somente nas menores diluições no meio contendo 2DOG (Figura 2). 

 

Figura 2: Análise de repressão por glicose usando o análogo 2-desoxiglicose. (A) YP 

xilose 2% (m/v) e (B) YP xilose 2% (m/v) e 2-desoxiglicose 0,1% (m/v). 

DO(600nm)=1 (1), diluição 10-1 (2), diluição 10-2 (3), diluição 10-3 (4) e diluição 10-4 

(5). Kluyeromyces marxianus (Km), Spathaspora passalidarum (Sp), Spathaspora 

arborariae (Sa) e Scheffersomyces stipitis (Ss). 

 

5.2 Cinética de crescimento de S. passalidarum em função da concentração de 

xilose e/ou glicose 

Para avaliar se a levedura possui diferente afinidade pelos substratos xilose e 

glicose, foi realizada a cinética pelo modelo de Monod. Os parâmetros cinéticos de 

crescimento foram realizados em meio YNB com diferentes concentrações de glicose 

e/ou xilose (Figura 5). 

A velocidade específica máxima de crescimento (µmax) foi maior nos cultivos 

em aerobiose comparado a hipoxia. A constante de saturação (Ks) em xilose ou 

glicose não foi significativamente diferente nas duas condições de oxigênio, 

mostrando que a levedura possui a mesma afinidade por ambos os substratos (Tabela 

3). 

Para determinar o Ks em cofermentação, a concentração do substrato refere-
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se à metade de glicose e metade de xilose, em mM. Neste caso, o Ks em aerobiose 

foi significativamente maior (Ks=2,10 mM) do que em hipoxia (Ks=1,00 mM). Essa 

diferença de afinidades pelos substratos em mistura sugere que o oxigênio interfere 

no transporte e/ou metabolismo dos açúcares. 

 

 
Tabela 3: Velocidades específicas máxima de crescimento (µmax (h-1)) e constante de 

saturação (Ks (mM)) de S. passalidarum. 

 Aerobiose  Hipoxia 
 µmax (h-1) Ks (mM) µmax (h-1) Ks (mM) 

Xilose 0,46 1,53 0,28 1,45 
Glicose 0,47 1,59 0,18 1,49 

Glicose e xilose 0,54 2,10 0,20 1,00 



 

 

A                                                                         B                                                                                      C 

 
 
D E F 

Figura 5: Velocidades específicas de crescimento em função da concentração de xilose (A e D), glicose (B e E) e glicose e xilose (C e F). 
Aerobiose (A, B e C) e Hipoxia (D, E e F).



 

 

5.3 A glicose afeta o metabolismo de xilose de S. passalidarum 

Com o objetivo de analisar como a glicose pode interferir no consumo de 

xilose e na produção de etanol em S. passalidarum, foram feitos experimentos de 

fermentação com ambos os açúcares, individualmente ou em combinação, em duas 

condições de oxigênio, aerobiose e hipoxia. A partir das cinéticas das fermentações 

(Figuras 3 e 4) foi possível calcular os parâmetros fermentativos e de crescimento 

(Tabela 2). 

Em relação ao crescimento celular em aerobiose, S. passalidarum obteve a 

maior velocidade específica de crescimento (µ= 0,27 h-1) e rendimento em biomassa 

(Y(X/S)= 0,45 g/g) no cultivo em glicose comparado com o cultivo em xilose (µ= 0,20 

h-1 e Y(X/S)= 0,20 g/g). Da mesma forma, em hipoxia a velocidade específica de 

crescimento e o rendimento de biomassa foram maiores em glicose (µ= 0,13 h-1 e 

Y(X/S)= 0,20 g/g) do que em xilose (µ= 0,06 h-1 e Y(X/S)= 0,08 g/g) (Tabela 2). 

Apesar de S. passalidarum apresentar menores taxas de crescimento em 

xilose, o melhor rendimento e produtividade de etanol foram encontrados nesta 

condição e em aerobiose (Y(P/S) = 0,45 g/g e Qp= 1,51 g.L-1.h-1). Na fermentação de 

xilose em hipoxia, S. passalidarum apresentou rendimento celular baixo, e mesmo 

assim obteve uma boa conversão de etanol (Y(P/S)= 0,35 g/g e Y%= 68,4%). No 

entanto, a produtividade de etanol em hipoxia foi menor comparado ao cultivo em 

aerobiose, pois se leva mais tempo para atingir altas concentrações de etanol (Tabela 

2). 

O consumo de glicose não altera em aerobiose (qs=0,34 g/g.h-1) ou hipoxia 

(qs=0,35 g/g.h-1) na ausência de xilose. Em hipoxia há uma diminuição do 

rendimento celular (Y(X/S)= 0,20 g/g), metade da encontrada em aerobiose, e um 

aumento no rendimento de etanol (Y(P/S)= 0,40 g/g), porém não houve maior 

produtividade de etanol (Qp= 0,57 g/L.h). Em condição limitante de oxigênio, 

mesmo que os rendimentos de etanol sejam mais altos, as produtividades são 

menores, visto que 48 h a glicose não foi totalmente consumida. 
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Tabela 2: Parâmetros fermentativos de S. passalidarum em meio de fermentação 8% (m/v) xilose, 8% (m/v) de glicose ou 4% (m/v) de 

glicose e 4% (m/v) de xilose, em aerobiose e hipoxia. Rendimento de etanol (Y(P/S)), eficiência de fermentação (Y%); rendimento de 

biomassa (Y(X/S)); produtividade de etanol (Qp); taxa específica de consumo (qs). 

 
 

  Velocidade 

específica de 

crescimento 

(h-1) 

Produção de 

etanol (g/L) 

Produção 

máxima de 

etanol (horas) 

Y(P/S) 

(g/g) 

Y% Y(X/S) 

(g/g) 

Qp (g/L.h) qs* 

(g/g(MS).h-1) 

Aerobiose Xilose 0,20 36,2 24 0,45 87,3 0,20 1,51 0,56 

 Glicose 0,27 25,1 36 0,33 64,8 0,45 0,70 0,34 

 Glicose e 

xilose 

0,26 36,1 24 0,39 74,9 0,29 1,50 0,38(glic) 

Hipoxia Xilose 0,06 26,3 48 0,35 68,4 0,08 0,55 0,44 

 Glicose 0,13 27,2 48 0,40 79 0,20 0,57 0,35 

 Glicose e 

xilose 

0,12 21,6 48 0,39 77 0,27 0,45 0,16(glic) 

0,04 (xil) 

 
*Calculado durante a fase exponencial 
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A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 

Figura 3: Cinética da fermentação de S.passalidarum em aerobiose. (A) 8% xilose, 
(B) 8% glicose e (C) 8% glicose e xilose. . Xilose ( ), glicose ( ), etanol () 
e massa seca ( ) 
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B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4: Cinética da fermentação de S.passalidarum em hipoxia. (A) 8% xilose, (B) 
8% glicose e (C) 8% glicose e xilose. . Xilose ( ), glicose ( ), etanol ( ) e 
massa seca ( ). 
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Em cofermentação os rendimentos e produtividades de etanol foram similares 

aos encontrados durante a fermentação de xilose. Isso indica que a glicose não 

interfere no metabolismo de xilose na formação do produto de interesse (Tabela 2). 

O consumo dos açúcares em cofermentação foi diferente nas duas condições 

de oxigênio avaliadas. Em aerobiose S. passalidarum consome primeiro a glicose e 

depois a xilose. A taxa de consumo em cofermentação em aerobiose da glicose foi de 

qs= 0,38 g/g(MS).h-1. Entretanto, a taxa de consumo de xilose não foi calculada na 

condição aeróbica, pois durante a fase exponencial de crescimento da levedura este 

açúcar não foi consumido. 

Em hipoxia, S. passalidarum consome ambos os açúcares a partir de 12 h de 

cultivo. O consumo de glicose ocorre desde o início do cultivo e apresenta uma taxa 

maior (qs= 0,16 g/g(MS). h-1) em relação à xilose (qs= 0,04 g/g(MS). h-1).  

Durante a fermentação de glicose individual, o melhor rendimento foi 

encontrado em hipoxia, enquanto que na fermentação de xilose e na mistura de 

açúcares, os melhores rendimentos e produtividades foram em aerobiose. Em todos 

os ensaios fermentativos não foram produzidos os subprodutos xilitol e ácido acético. 

O glicerol foi detectado em concentrações baixas, cerca de 0,8 g/L. 

 

5.4 A presença de xilose induz a expressão de genes que codificam enzimas 

importantes do seu metabolismo 

Em S. passalidarum, a enzima xilose redutase é codificada por dois genes 

(XYL 1.1 e XYL 1.2). Essas duas cópias estão a aproximadamente 1Kb de distância 

no genoma e, até o momento, foram encontradas somente nesta levedura (Cadete et 

al., 2016). Durante as buscas de genes no banco de dados, foi encontrado também 

duas cópias do gene que codificam a enzima xilitol desidrogenase (XYL 2.1 e XYL 

2.2). 

Os genes XYL 1.1, XYL 1.2, XYL 2.1 e XKS1 foram expressos em todas as 

condições avaliadas (Figura 5). Porém, o gene XYL 2.2 não foi expresso (dados não 

mostrados). O perfil transcricional da levedura após 6h de cultivo mostra que os 

genes que codificam as enzimas XR, XDH e XK são induzidos por xilose, visto que 

no cultivo contendo somente xilose como fonte de carbono, todos os genes são 

superexpressos nas duas condições de oxigênio avaliadas em relação a condição 



27 

 

 

contendo apenas glicose (Figura 6). 

Em aerobiose, em que o consumo dos açúcares não é simultâneo na 

cofermentação, os genes XYL 1.2 e XYL 2.1 foram superexpressos em relação ao 

cultivo apenas com glicose, enquanto os demais não tiveram sua expressão alterada. 

Isso sugere que os genes do metabolismo de xilose não sofrem repressão clássica por 

glicose, pois em 6 h de cultivo na presença de ambos os açúcares, o gene o qual 

codifica a primeira enzima da via (XYL 1.2) está superexpresso (Figura 6). 

Da mesma forma, em cofermentação na condição de hipoxia, o gene XYL 1.1 

é superexpresso em relação ao cultivo com apenas glicose, enquanto os outros não 

sofreram alteração, corroborando a hipótese sugerida de que os genes do 

metabolismo de xilose em S. passalidarum não sofrem repressão por glicose.
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Figura 6: Expressão relativa dos genes XYL 1.1, XYL 1.2, XYL 2.1 e XKS 1 em 

células cultivadas em xilose e em glicose e xilose por 6 horas. (A) Aerobiose, (B) 

Hipoxia. Os experimentos foram conduzidos em triplicatas e as médias indicadas 

com asterisco são significativamente superexpressas em relação ao tratamento 

controle (células cultivadas em glicose). 

 

As cópias dos genes que codificam a enzima xilose redutase (XYL 1.1 e XYL 

1.2) possuem um perfil de expressão diferente no cultivo em xilose e em 

cofermentação, nas duas condições de oxigênio. No cultivo em xilose, a cópia XYL 

1.2 é mais expressa do que a cópia XYL 1.1. Esse perfil é mantido no cultivo em 
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cofermentação aerobiose. Porém em cofermentação hipoxia, a cópia XYL 1.1 foi mais 

expressa do que a cópia XYL 1.2 (Figura 6). 

6. DISCUSSÃO 

Para avaliar como a glicose interfere na fermentação de xilose da levedura S. 

passalidarum NRRLY 27907, promissora para a fermentação de hidrolisados 

lignocelulosicos, realizou-se um estudo da cinética de crescimento desta levedura em 

xilose, na presença e ausência de glicose, na condição de aerobiose e hipoxia. Além 

disso, a análise do crescimento de S. passalidarum na presença de 2-DOG e a 

avaliação da expressão de genes que codificam as enzimas chaves para o 

metabolismo de xilose permitiu avaliar se esta levedura possui repressão clássica por 

glicose no uso de xilose. 

A avaliação do crescimento de diversas leveduras fermentadoras de xilose em 

meio contendo xilose e 2-DOG revelou diferentes perfis. A levedura S. stipitis vem 

sendo estudada há mais tempo como promissora para a fermentação de hidrolisados 

lignocelulosicos (Pignal, 1967). Recentemente espécies do gênero Spathaspora 

também vêm se destacando como boas fermentadoras de xilose (Nguyen et al., 2006; 

Cadete et al., 2009). Os resultados revelaram que as leveduras S. passalidarum e S. 

arborariae não possuem repressão por glicose no metabolismo de xilose, enquanto 

que o metabolismo de xilose da levedura S. stipitis possui repressão parcial por 

glicose. O fato da levedura S. passalidarum não possuir repressão por glicose no 

metabolismo de xilose a torna ainda mais interessante para futuras aplicações 

biotecnológicas na fermentação de hidrolisados lignocelulósicos. 

Nossos resultados também demonstraram que outra levedura fermentadora de 

xilose, K. marxianus, possui repressão por glicose no metabolismo de xilose. De fato, 

alguns trabalhos, realizado em meio líquido com glicose e xilose, demonstram que as 

linhagens K. marxianus CCT7735 (Santos et. al., 2012), mesma linhagem utilizada 

neste trabalho, e K. marxianus DMKU3-1042 (Rodrussamee et. al., 2011) 

apresentam repressão por glicose no uso da xilose em aerobiose. Isto demonstra 

diversas formas de regulação do metabolismo de xilose em diferentes leveduras. 

A cinética de crescimento de S. passalidarum na utilização dos açúcares 

glicose ou xilose demonstrou que a levedura possui a mesma afinidade por ambos os 

substratos, visto que a constante de saturação (Ks) não foi significativamente 
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diferente nas duas condições de oxigênio avaliadas. Na mistura dos açúcares glicose 

e xilose, o Ks em aerobiose foi significativamente maior do que o Ks em hipoxia, 

sugerindo que os sistemas de transportes desses açúcares são afetados pela 

disponibilidade de oxigênio no meio. A disponibilidade de oxigênio interfere no 

balanço redox da célula, o que influencia o metabolismo dos açúcares (Hahn-

Hägerdal et al., 2007; Hou, 2012). 

Hou (2012) avaliou o consumo de xilose na presença de glicose da linhagem 

S. passalidarum ATCC MYA-4345 (NRRLY 27907) em meio líquido. Neste caso, 

ocorreu consumo de açúcares simultâneos em aerobiose e não simultâneo em 

condição limitante de oxigênio. Segundo o autor, a levedura pode utilizar diferentes 

sistemas de transporte dependendo da condição de oxigênio no meio. Existem dois 

tipos de transportadores para a xilose em leveduras: difusão facilitada e transporte 

ativo, através do simporte de xilose e prótons. Dessa forma, a disponibilidade de 

oxigênio pode interferir na força motriz de prótons para realizar o transporte ativo 

(Hou, 2012). 

Além do estudo de Hou (2012), outro estudo demonstra a interferência do 

oxigênio no consumo dos açúcares glicose e xilose por S. passalidarum NRRLY 

27907. Long  et. al., 2012 demonstrou que em condições totalmente aeróbias, 700 

rpm e inóculo inicial de 0,014mg/mL de massa seca, o consumo dos açúcares xilose 

e glicose foram simultâneos. Porém, nesta condição não houve produção de etanol e 

nas 20 primeiras horas de cultivo não houve crescimento celular. Neste mesmo 

estudo, foram realizados também experimentos na condição limitante de oxigênio em 

biorreatores de 3 litros com volume de trabalho de 2 litros, equilibrado com 90% de 

N2 e 10% de ar (nível de oxigênio dissolvido igual a 2,1% de O2). Neste caso, xilose 

e celobiose foram consumidas desde o início a taxas muito semelhante na presença 

ou ausência de glicose. Porém na presença de glicose houve um atraso no consumo 

de xilose e celobiose nas 15 primeiras horas (Long et al.,2012). 

As diferenças de consumo de glicose e xilose em cofermentação nestes 

estudos podem ser devidas às diversas condições experimentais que interferem na 

disponibilidade de oxigênio no meio. Assim, o oxigênio pode estar interferindo no 

metabolismo e /ou transporte dos açúcares, podendo apresentar diversas respostas em 

relação ao consumo dos mesmos (Hou, 2012). Além disso, a glicose pode causar um 

sinal de repressão catabólica diferente dependendo das condições de oxigenação do 

meio. 
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Para compreender melhor se a glicose causa um sinal de repressão 

transcricional dos genes do metabolismo de xilose, foram realizados ensaios 

fermentativos em xilose e/ou glicose, em aerobiose e hipoxia, a fim de avaliar a 

expressão de genes e também os rendimentos fermentativos. 

Os melhores rendimentos e produtividades foram encontrados no cultivo em 

xilose e mistura de açúcares em aerobiose. Isso demonstra mais uma vez o potencial 

de S.passalidarum NRRLY 27907 como uma boa fermentadora de xilose. Diversos 

estudos mostram que o rendimento celular a partir do cultivo em xilose de S. 

passalidarum é cerca da metade encontrada no cultivo em glicose. Porém, os 

rendimentos de produção de etanol são maiores em xilose (Hou,2012; Long et al., 

2012; Yi-Kai Su et. al., 2015).  

Assim como relatado na literatura, o consumo dos açúcares em 

cofermentação foi diferente nas duas condições de oxigênio avaliadas, sugerindo que 

o oxigênio interfere no balanço redox e/ou transporte dos açúcares. A produção de 

etanol foi similar em cofermentação, comparado ao cultivo em xilose, em ambas 

condições de oxigênio. O fato de glicose não interferir na produção de etanol por S. 

passalidarum NRRLY 27907 indica que hidrolisados lignocelulosicos podem ser 

concentrados com este açúcar sem prejuízo na produtividade de etanol. 

A análise da expressão de genes após 6h de cultivo demonstrou que os genes 

que codificam as enzimas do metabolismo de xilose são induzidos por xilose. Em 

cofermentação os genes não sofrem repressão por glicose, pois os genes são 

superexpressos ou não tem sua expressão alterada em relação ao cultivo contendo 

apenas glicose. Na levedura S. stipitis estudos também demonstram que a expressão 

dos três genes da via da assimilação de xilose (XYL 1, XYL 2 e XKS 1) são 

superexpressos quando as células são cultivadas em xilose. No cultivo apenas em 

glicose, esses genes possuem diminuição da expressão, sugerindo uma repressão de 

glicose no metabolismo de xilose nesta levedura (Jeffries e Vleet, 2009). Entretanto, 

não foram feitos estudos de expressão destes genes em condição de cofermentação. 

A diferença de expressão das cópias dos genes que codificam a enzima xilose 

redutase (XYL 1.1 e XYL 1.2) em aerobiose e hipoxia poderia explicar a diferença de 

consumo de açúcares nas duas condições de oxigênio. 

A levedura S. passalidarum não possui desequilíbrio redox, havendo 

regeneração dos cofatores na própria via, uma vez que as duas primeiras enzimas da 

via (XR e XDH) utilizam o mesmo cofator na forma reduzida (XR) e oxidada (XDH) 
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(Cadete et al., 2016). Pelos resultados obtidos, sugerimos que a diferença de 

expressão dos genes XYL 1.1 e XYL 1.2 podem interferir no equilíbrio redox da 

célula. Durante as fermentações de xilose e em cofermentação em aerobiose, XYL 1.2 

possui maior expressão do que o gene XYL 1.1, resultado que sugere não haver 

desequilíbrio redox no metabolismo de xilose (Figura 7A). Isso é mais evidente no 

cultivo em xilose em hipoxia, pois neste caso o funcionamento da cadeia 

transportadora de elétrons é reduzido, impedindo a reoxidação eficiente de NADH, e 

assim XYL 1.2 é ainda mais expresso comparado à fermentação de xilose em 

aerobiose (Figura 6). Porém em cofermentação em hipoxia, um desequilíbrio redox 

pode acontecer, pois nesta condição a cópia XYL 1.1, a qual codifica a XR 

dependente estritamente de NADPH, possui maior expressão do que a cópia XYL 1.2, 

influenciando no fluxo metabólico e consumo de açúcares (Figura 6). 

Santos et al. (2012) verificou que a glicose reprime o consumo de xilose em 

K. marxianus CCT7735 em aerobiose. Porém, na presença de antimicina A, um 

inibidor da cadeia respiratória, não houve repressão de glicose no consumo de xilose 

e a levedura consumiu glicose e xilose simultaneamente. Neste estudo, supõe-se que 

o consumo simultâneo de xilose e glicose foi possível, pelo fato de glicose 

restabelecer um equilíbrio redox na célula, visto que a xilose não foi mais consumida 

quando a glicose foi esgotada. 

Da mesma forma, o consumo simultâneo de xilose e glicose por S. 

passalidarum em hipoxia pode também ser uma alternativa para restabelecer o 

equilíbrio redox na célula. Como nesta condição o gene XYL 1.1, que codifica a 

enzima XR dependente de NADPH, é superexpresso, um desequilíbrio redox 

acontece no metabolismo de xilose. Dessa forma, a presença de glicose pode ser 

importante para a regeneração dos cofatores envolvidos na via de assimilação de 

xilose. 

O consumo de glicose no processo de cofermentação em hipoxia fornece os 

cofatores NADPH e NAD+, a serem usados pelas enzimas XR e XDH do 

metabolismo de xilose, respectivamente. Considerando que o cultivo em glicose gera 

maior rendimento de biomassa, provavelmente o fluxo pela via das pentoses fosfato é 

mais intenso. A primeira reação da via das pentoses fosfato (glicose-6-fosfato 

convertida a 6-fosfogluconato) gera NADPH, aumentando a concentração de 

NADPH a ser utilizado pela enzima XR codificada pelo gene XYL 1.1 (Figura 7B). 

Hou (2012) avaliou o consumo de xilose na presença de 2-desoxiglicose da 
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linhagem S. passalidarum ATCC MYA-4345 (NRRLY 27907) em meio líquido e 

verificou que em condições limitantes de oxigênio, o consumo de xilose foi 

totalmente inibido. Isso confirma a hipótese sugerida neste trabalho de que o 

consumo simultâneo de glicose e xilose em hipoxia é uma alternativa para 

restabelecer o equilíbrio redox na célula. Pois, como o análogo 2-desoxiglicose não 

pode ser metabolizado pela célula, não haverá o restabelecimento do equilíbrio redox 

e por isso a xilose não pode ser consumida. 

A levedura S. stipitis também apresentou diferenças de consumo de glicose e 

xilose em diferentes condições de oxigênio. Em aerobiose, a xilose não é consumida 

na presença de glicose. Porém, em mutantes para o gene citocromo c (CYC 1), a 

xilose foi utilizada juntamente com a glicose comparada à linhagem selvagem (Shi et 

al., 1999). 

Dessa forma, em S. passalidarum o consumo simultâneo ou não dos açúcares 

glicose e xilose em diferentes condições de oxigênio, não é uma questão de repressão 

da glicose na síntese das enzimas do metabolismo de xilose, e sim uma adaptação 

fisiológica da célula para estabelecer o equilíbrio redox. 
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Figura 7: Metabolismo de xilose (A) no cultivo em xilose nas duas condições de 

oxigênio e cofermentação em aerobiose e (B) no cultivo em cofermentação hipoxia. 

Fonte: modificado de Yi-Kai Su et. al., 2015. 
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7. CONCLUSÃO 

A levedura S. passalidarum apresentou maiores rendimentos celulares, e 

consequentemente maiores velocidades de crescimento, no cultivo em glicose 

comparado ao cultivo em xilose, em ambas as condições de oxigênio avaliadas. Os 

rendimentos de etanol foram maiores no cultivo em xilose aerobiose (Y(P/S) = 0,45 

g/g) e no cultivo em glicose hipoxia (Y(P/S) = 0,40 g/g). Em cofermentação os 

rendimentos e produtividades de etanol foram similares aos encontrados durante as 

fermentações de xilose, indicando que a glicose não interfere na produção do produto 

de interesse, tanto em aerobiose quanto em hipoxia. 

O perfil de consumo dos açúcares foi diferente nas duas condições de 

oxigênio. Em aerobiose S. passalidarum consome primeiro a glicose e depois a 

xilose, enquanto que em hipoxia ocorre o consumo simultâneo dos açúcares a partir 

de 12 h de cultivo, porém o consumo de glicose é maior. 

As análises da expressão dos genes que codificam as enzimas da via do 

metabolismo de xilose (XR, XDH e XK) revelaram que estes genes são induzidos 

por xilose e não sofrem repressão clássica por glicose. A análise do crescimento em 

meio contendo xilose e 2-DOG também revelou que S. passalidarum não possui 

repressão por glicose no metabolismo de xilose. 

As cópias dos genes que codificam a enzima xilose redutase (XR) possuem 

um perfil de expressão diferente no cultivo em xilose e em cofermentação. No 

cultivo em cofermentação aeróbio e xilose nas duas condições de oxigênio, a cópia 

XYL 1.2 obteve maior expressão do que a cópia XYL 1.1, indicando não haver 

desequilíbrio redox no metabolismo de xilose. Em cofermentação na condição 

limitante de oxigênio, a cópia XYL 1.1 foi mais expressa do que a cópia XYL 1.2, e 

consequentemente um desequilíbrio redox acontece na célula. Neste caso, o consumo 

simultâneo de glicose e xilose é uma alternativa para restabelecer o equilíbrio redox 

na célula. 
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