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A produção do etanol como combustível é uma alternativa promissora a utilização dos combustíveis 

fósseis. Nesse contexto, os resíduos agroindustriais têm despontado como matérias-primas capazes de 

aumentar a produção de etanol sem competir com a produção de alimentos. Assim, tanto o soro de 

queijo, quanto subprodutos lignocelulósicos podem ser utilizados como substratos para a produção de 

etanol. No entanto, a levedura Saccharomyces cerevisiae é incapaz de metabolizar a lactose presente no 

soro de queijo e de crescer nas elevadas temperaturas requeridas no processo de Sacarificação e 

Fermentação Simultâneas (SSF) de biomassa lignocelulósica. Por outro lado, Kluyveromyces marxianus 

CCT 7735 fermenta lactose e cresce em altas temperaturas. Todavia, esta levedura tem o seu 

crescimento inibido em altas concentrações de etanol. Em S. cerevisiae as respostas adaptativas ao 

etanol envolvem várias proteínas e metabólitos, porém em K. marxianus CCT7735 elas são 

desconhecidas. Contudo, a análise dos mecanismos envolvidos na tolerância ao etanol descritos na 

literatura tem contribuído para o entendimento das respostas moleculares ao estresse etanólico em K. 

marxianus CCT 7735. 
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1. INTRODUÇÃO 

A produção de etanol é uma alternativa para substituir a gasolina e consequentemente diminuir as 

emissões de gases poluentes na atmosfera. Atualmente, boa parte do etanol produzido no mundo é obtida partir 

da cana-de-açúcar e do milho, o chamado etanol de primeira geração. Todavia, essas matérias-primas são 

alimentos, o que dificulta alavancar a produção de etanol. Assim, é necessário desenvolver novas tecnologias de 

produção de etanol que permitam o aumento da sua produção sem competir com a produção de alimentos. Nesse 

sentido, a utilização de subprodutos agroindustriais, que são abundantes e de baixo custo, é uma alternativa 

promissora. 

Dentre esses subprodutos, destaca-se o soro de queijo, no entanto, a tradicional levedura da fermentação 

alcoólica, Saccharomyces cerevisiae, é incapaz de metabolizar a lactose, e, portanto, fermentar o soro de queijo. 

Por outro lado, algumas linhagens de Kluyveromyces marxianus são capazes de converter eficientemente a 

lactose do soro de queijo em etanol. K. marxianus CCT 7735 converte a lactose do soro de queijo em etanol com 

rendimentos próximos ao teórico, quando cultivada em alta concentração de lactose e baixo nível de oxigênio 

(SILVEIRA et al., 2005). As condições ótimas de produção de etanol nesse substrato foram estabelecidas 

posteriormente (Diniz et al 2014).   

O etanol também pode ser produzido a partir de biomassa celulósica, por um processo conhecido como 

Sacarificação e Fermentação Simultâneas (SSF), que utiliza temperaturas elevadas, em torno de 50°C. Contudo, 

a Saccharomyces cerevisiae é incapaz de crescer nessas temperaturas. Uma alternativa interessante para 

contornar esse problema é o uso de leveduras termotolerantes, como, por exemplo, K. marxianus CCT 7735  que  

apresenta potencial para produzir etanol em bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por meio do processo SSF 

(SOUZA et al., 2012).  

Nesse contexto, K. marxianus CCT7735 possui potencial para produzir etanol tanto a partir de soro de 

queijo, quanto do bagaço de cana-de-açúcar.  No entanto, esta levedura tem o seu crescimento inibido em altas 

concentrações de etanol. Portanto, para melhorar a produção de etanol, torna-se necessário compreender os 

mecanismos de resposta ao estresse em K. marxiaus CCT7735. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo 

analisar como esta levedura responde ao estresse etanólico. 

 

2. METODOLOGIA 

Kluyveromyces marxianus CCT7735, anteriormente denominada UFV-3, possui potencial para produzir 

etanol tanto a partir de soro de queijo, quanto do bagaço de cana-de-açúcar.  Porém em altas concentrações de 

etanol, seu crescimento é inibido devido ao estresse induzido por este metabólito. Assim, o processo de produção 

industrial de etanol utilizando esta levedura torna-se inviável. Neste sentido, este trabalho foi elaborado a partir de 

uma abordagem qualitativa, buscando amparo nos referenciais teóricos presentes na literatura, a fim de 

compreender os mecanismos de respostas ao estresse por etanol em Kluyveromyces marxianus CCT7735.  

Porém, em Saccharomyces cerevisae, as respostas ao estresse por etanol são bem estudadas, mas em 

K. marxianus CCT7735 elas são desconhecidas. No entanto, os mecanismos de respostas às condições 

estressoras são conservados entre os eucariotos. E, além disso, ambas as leveduras são relacionadas 

filogeneticamente. Desta maneira, os estudos realizados com S. cerevisiae sob estresse etanólico foram utilizados 

como referências neste trabalho.   

Para isto, os artigos publicados nas bases de dados eletrônicos PubMed- NCBI, Science Direct, Periódicos 

Capes e Scielo que mostraram relevância sobre o assunto  foram selecionados e revisados. 



3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Nas últimas décadas, o interesse pelos biocombustíveis vem aumentando consideravelmente, pois além 

de ser uma fonte de energia renovável, são menos poluentes que os combustíveis fósseis. (DEMIRBAS et al., 

2009; MARYANA et al., 2014). O etanol, principal biocombustível produzido no mundo, é obtido substancialmente 

a partir da fermentação da cana-de-açúcar e do milho, todavia, essas matérias-primas também são utilizadas pela 

indústria de alimentos (MARYANA et al., 2014). Sendo assim, uma alternativa para aumentar a produção de etanol 

sem competir com a produção de alimentos é o desenvolvimento de novas tecnologias que utilizam subprodutos 

agroindustriais abundantes e de baixo custo como matérias-primas (GABARDO et al., 2014). Além disso, essas 

fontes de energia apresentam grande quantidade de açúcares potencialmente fermentáveis á etanol capaz de 

atender a crescente demanda por combustíveis (SAVALIYA et al., 2015).  

O soro de queijo é um efluente oriundo da indústria de laticínios que promove poluição ambiental quando 

descartado sem tratamento prévio na natureza (SOUZA et al., 2010; KOUSHKI et al., 2012). A fermentação da 

lactose, abundante açúcar do soro de queijo, constitui-se uma alternativa promissora para aliar o tratamento desse 

efluente à obtenção de etanol (FLORÊNCIO et al., 2013).  A reutilização do soro de queijo é fortemente desejável, 

pois pode transformar essa fonte de carbono disponível em energia renovável sem concorrência com as culturas 

alimentares (ARIYANTI e HADIYANTO, 2013). Porém, Saccharomyces cerevisiae, a tradicional levedura da 

fermentação alcoólica não assimila a lactose como fonte de carbono (RUSSEL, 1986; KARGI e OZMICHI, 2006; 

LING, K.C, 2008). Por outro lado, algumas linhagens de Kluyveromyces marxianus são capazes de fermentar a 

lactose (GUIMARÃES et al., 2010; GABARDO et al., 2014).  

Biomassas lignocelulósicas, são matérias-primas abundantes e de baixo custo que também podem ser 

utilizadas na produção de etanol, pelo processo de Sacarificação e Fermentação Simultâneas (SSF) (OLOFSSON 

et al., 2008; TOMÁS-PEJÓ et al., 2009; SOUZA et al., 2012; WAHONO et al., 2014;). Esse processo é conduzido 

em temperaturas em torno de 50°C, que correspondem às temperaturas ótimas das enzimas celulolíticas. 

Entretanto, a temperatura ótima de crescimento da levedura S. cerevisiae é 30°C, ou seja, o seu crescimento é 

inibido nas temperaturas utilizadas no processo SSF. Nesse contexto, a utilização de leveduras que são capazes 

de fermentar em altas temperaturas é crucial para o processo SSF. Por ser termotolerante, Kluyveromyces 

marxianus vem sendo utilizada em vários estudos de produção de etanol de segunda geração (MORENO et al., 

2013; GABARDO et al., 2014). Algumas linhagens desta levedura são consideradas excelentes produtoras de 

etanol (CASTRO, C. R. A; ROBERTO, I. C, 2014) pois conseguem metabolizar vários tipos de açúcares, incluindo 

glicose, manose, galactose, xilose e arabinose (RODRUSSAMEE et al ., 2011; SIGNORI et al., 2014).  

Kluyveromyces marxianus é uma levedura hemiascomiceta, homotálica, relacionada filogeneticamente às 

leveduras Kluyveromyces lactis e Saccharomyces cerevisae (LANE; MORRISSEY, 2011). Inicialmente, K. 

marxianus foi classificada como uma levedura Crabtree negativa (FONSECA, 2008), isto é, em ambientes 

aeróbios ela direciona o metabolismo preferencialmente para o ciclo do ácido tricarboxílico. Todavia, há estudos 

mostrando que algumas linhagens produzem etanol quando cultivadas em altas concentrações de açúcar, sendo 

classificadas como respiro-fermentativas, ou seja, a fermentação e a respiração ocorrem simultaneamente (LANE; 

MORRISSEY, 2011).  

Essa levedura tem sido isolada de diferentes ambientes, apresentando alta diversidade metabólica e 

substancial grau de polimorfismo intraespecífico (FONSECA et al., 2008). A levedura K. marxianus CCT 7735, 

isolada do ambiente de laticínios na região da Zona da Mata Mineira, denominada inicialmente K. marxianus UFV-

3, é capaz converter a lactose do soro de queijo em etanol com rendimentos próximos ao teórico, quando cultivada 



alta concentração de lactose e baixo nível de oxigênio (SILVEIRA et al., 2005). As condições ótimas de produção 

de etanol nesse substrato foram estabelecidas posteriormente (Diniz et al., 2014).  

Kluyveromyces marxianus possui os genes LAC12 e LAC4 que codificam a permease de lactose e a enzima 

β-galactosidase, respectivamente (LANE e MORRISSEY, 2010; GABARDO et al., 2014). Primeiro, a lactose é 

transportada do meio extracelular pela permease, em seguida, a enzima β-galactosidase catalisa a reação de 

hidrólise da molécula de lactose em glicose e galactose. A glicose é direcionada para a via glicolítica, enquanto a 

galactose é metabolizada pela via de Leloir (SYRIOPOULOS et al., 2008), formando a glicose 1-P que é 

convertida em glicose 6-P, que entra na via glicolítica (SEIBOTH et al., 2007). O piruvato, último intermediário da 

via glicolítica, dependendo das condições de cultivo pode seguir pelo ciclo do Ácido cítrico sendo totalmente 

oxidado a CO2 ou entrar na via fermentativa sendo reduzido a etanol (BAI et al., 2008; PFEIFFER e MORLEY, 

2014). 

Kluyveromyces marxianus CCT 7735 também apresenta potencial para produzir etanol em bagaço de 

cana-de-açúcar pré-tratado por meio do processo SSF (SOUZA et al., 2012). Ao contrário de S. cerevisiae, K. 

marxianus e boa parte das leveduras são incapazes de sobreviver em concentrações superiores de etanol a 6% 

v/v (FLEET,1990; GIL et al., 1996; PINA et al, 2004). K. marxianus CCTT 7735 apresenta forte inibição do seu 

crescimento na concentração de etanol de 8% (v/v) (SILVEIRA et al., 2005 ). Apesar de Saccharomyces cerevisiae 

ser mais tolerante ao etanol, a acumulação deste metabólito durante a fermentação interfere em sua viabilidade e 

capacidade fermentativa (LEWIS et al., 2010; KIM et al., 2013a). Sendo assim, o efeito e as respostas adaptativas 

ao etanol vêm sendo amplamente investigados a fim de compreender os mecanismos de tolerância ao etanol. 

As leveduras necessitam manter um ambiente intracelular adequado ao seu crescimento e funcionamento. 

Porém, em condições de estresse ocorre instabilidade celular, levando a flutuações no ambiente interno. Altas 

concentrações intracelulares de etanol inibem o crescimento celular, provocando alterações metabólicas e 

estruturais que levam à redução da viabilidade das leveduras durante o processo fermentativo (WANG et al., 2007; 

RICCI et al., 2012; BLEOANCA et al., 2013).  

 Inicialmente, o etanol realiza ligação com os grupos polares dos fosfolipídios presentes nas membranas, 

reduzindo assim a quantidade de água presente nesta estrutura, o que induz a sua desidratação (PATRA et al., 

2006). A interação deste álcool com os lipídios da membrana celular interfere na integridade desta estrutura, 

aumentando a sua permeabilidade e fluidez, o que promove a dissipação do potencial eletroquímico de membrana 

com a subsequente acidificação intracelular (MA e LIU, 2010a; VANEGAS et al., 2012; PASCHOS et al., 2015). 

Além disso, este metabólito induz a redução da espessura da membrana (DICKEY et al., 2010), afetando o 

transporte de pequenas moléculas tais como aminoácidos e açúcares (ALEXANDRE et al., 2001; LEI et al., 2007; 

BLEOANCA et al., 2013). O etanol estimula ainda a formação espécies reativas de oxigênio que causam danos ao 

DNA (HONG et al., 2010; KAHR et al., 2011; SASANO, 2012a), lipídios e proteínas (AUESUKAREE et al., 2009; 

ANDERSON et al., 2012). Ele também inativa enzimas importantes, como a hexoquinase e piruvato quinase, pela 

mudança conformacional da estrutura destas proteínas (HONG et al., 2010; DOĞAN et al., 2014; PASCHOS et al., 

2015).  

Porém, quando as leveduras são submetidas ao estresse por etanol, elas conseguem desenvolver várias 

respostas moleculares para reparar os danos e proteger as estruturas celulares dos efeitos induzidos pelo etanol, 

a fim de reestabelecer a homeostase intracelular. Devido à exposição aos efeitos tóxicos do etanol, as leveduras 

reorganizam as atividades celulares para se adaptarem a essa condição de estresse, garantindo assim a sua 

sobrevivência (ARAKI et al., 2009; PLAZA et al., 2013; PASCHOS et al., 2015). As estratégias utilizadas pelas 

leveduras para tolerar os efeitos tóxicos do etanol incluem a regulação da expressão gênica, remodelamento de 



estruturas celulares e síntese de metabólitos (YU et al., 2012; LI et al., 2012). As principais respostas da levedura 

Saccharomyces cerevisiae ao estresse por etanol envolvem as proteínas do choque térmico (HSPs), bem como as 

chaperonas SSA e APJI, que são altamente expressas nesta condição de estresse. As HSPs pertencem à classe 

das chaperonas, enzimas que atuam auxiliando o enovelamento proteico, assegurando assim a conformação 

funcional das proteínas após os processos de desnaturação provocados pelo etanol. (MCCLELLAN et al., 2007; 

GONG et al., 2009; NICOLAOU et al., 2010). Desta forma espera-se que K. marxianus ative diversas respostas 

celulares, incluindo enzimas metabólicas, antioxidantes, síntese de metabólitos e chaperonas moleculares a fim de 

minimizar os danos intracelulares e reestabelecer a homeostase.   

As vias de transdução de sinal que regulam a atividade dos fatores de transcrição Hsf1, Msn2 e Msn4 são 

requeridas na proteção contra o estresse por etanol (BERRY et al., 2011).  Hsf1 é um fator de transcrição que 

induz a expressão de genes que codificam proteínas do choque térmico, HSEs (ARAKI et al., 2009; NOGUCHI et 

al., 2011). O etanol estimula a translocação de Msn2 e Msn4 do citoplasma para o núcleo, levando a ativação da 

transcrição dos genes associados aos elementos de respostas ao estresse (WATANABE et al., 2009; NOGUCHI 

et al., 2011), dos genes que codificam as proteínas de choque térmico e dos genes cujos produtos controlam a 

acumulação de trealose (VOORST et al., 2006; BLEOANCA et al., 2013).  Assim, os genes de síntese da trealose 

(TPS1, TPS2, TSL1, PGM2, e UPG1) são regulados positivamente sob o estresse por álcool, elevando assim a 

quantidade de trealose no meio. Esse metabólito ajuda no dobramento correto de proteínas, inibe a desnaturação 

de proteínas, bem como diminui a permeabilidade da membrana (DING et al., 2010; MAHMUD et al., 2012; 

ZHENG et al., 2013; WANG et al., 2014). As respostas ao estresse por etanol envolvendo os fatores 

transcricionais HSF1 e Msn2/Msn4 são fundamentais para estabilizar e prevenir a agregação de proteínas 

desnaturadas e mal dobradas (BLEOANCA et al., 2013).  

Neste contexto, a resposta transcricional possibilita a identificação de genes de resposta ao etanol em K. 

marxianus. Na literatura, a alteração na expressão de genes relacionados à organização da parede celular, 

membrana, biogênese, biossíntese de proteínas e trealose, bem como aqueles envolvidos no metabolismo de 

aminoácidos, nucleotídeos, lipídios, ácidos graxos e ergosterol são descritos como responsáveis por conferir a 

levedura Saccharomyces cerevisae tolerância ao etanol (TEIXEIRA et al., 2009; YOSHIKAWA et al., 2009; 

PÉREZ-GALLARDO et al., 2013). E desta forma, eles também devem estar relacionados à tolerância ao etanol em 

K. marxianus, podendo ser alvo de estudos posteriores. Além disso, a ativação de genes relacionados à resposta 

ao estresse ambiental (ESR) induz a expressão dos genes associados à geração de energia, tais como genes que 

codificam enzimas glicolíticas (BERRY et al., 2011). Por outro lado, os genes envolvidos no crescimento celular, 

síntese de RNA mensageiro e de proteínas são reprimidos (STANLEY et al., 2010). Esse fator de resposta 

coincide com os relatos de estudo anteriores de que altas concentrações de etanol inibem o crescimento de K. 

marxianus.  

Os mecanismos de tolerância ao etanol em leveduras são complexos e envolvem múltiplos genes e, embora 

a expressão de vários genes tenha sido associada às linhagens de leveduras Saccharomyces cerevisiae 

resistentes ao etanol, é importante quantificar a expressão desses genes pelo método do PCR em tempo real 

(qPCR-RT) em Kluyveromyces marxianus para entender a relevância dos mesmos durante a tolerância ao etanol 

(LIU et al., 2009; MA e LIU, 2010b). A análise da expressão gênica permite compreender as respostas 

transcricionais ocorridas nas células devido às variações ambientais (PUROHIT et al., 2015).  

Os danos provocados pelo etanol na membrana de leveduras, leva a mudança na composição fosfolipídica 

desta estrutura (HENDERSON et al., 2011), aumentando o conteúdo de ácidos graxos insaturados e ergosterol 

para estabilizar a sua fluidez (ZHAO, 2009; VANEGAS et al., 2012). Em Saccharomyces cerevisiae, os ácidos 



graxos monoinsaturados palmitoléico e oleico são sintetizados para compensar os danos causados pelo estresse 

por etanol, conferindo tolerância às leveduras (YOU et al., 2003; AGUILERA et al., 2006; LEWIS et al., 2010). O 

ergosterol, principal esterol da membrana de Saccharomyces cerevisiae (HENDERSON et al., 2011), preserva a 

integridade estrutural da membrana em condições de estresse ambiental (DICKEY et al., 2010). Essa molécula 

interage com os lipídeos, formando uma fase liquida ordenada, modulando a interação do etanol com a 

membrana, protegendo-a dos efeitos deletérios dos álcoois (VANEGAS et al., 2010). Nesse sentido, espera-se 

que K. marxianus sob estresse por etanol promova alterações moleculares na membrana com o intuito de 

reorganizar a sua bicamada lipídica impedindo assim a redução induzida pelo etanol na espessura desta estrutura. 

Portanto, essas modificações devem ocorrer para manter a espessura adequada da membrana, conferindo assim, 

um fator de sobrevivência celular diante a toxicidade do etanol.  

Embora os estudos presentes na literatura contribuam para a compreensão da tolerância ao etanol em K. 

marxianus, esses mecanismos são complexos, e as respostas adaptativas a este metabólito ainda não são 

totalmente compreendidas.  Entretanto, estudos recentes sobre o perfil metabólico de leveduras sob estresse 

etanólico, tem permitido avaliar as mudanças intracelulares que ocorrem nessas condições. Sendo assim, a 

abordagem metabolômica permite identificar metabólitos associados à resposta ao estresse por etanol em K. 

marxianus CCT7735. E assim, tais informações podem contribuir para elucidar o processo de tolerância ao etanol 

nesta levedura.  

Segundo LI et al., (2012),  o estresse por etanol causa impactos no perfil dos metabólitos relacionados ao 

metabolismo de carboidratos, lipídeos e aminoácidos. LOURENÇO et al, (2013) também identificou alterações no 

metaboloma de  S. cerevisiae  sob estresse por etanol. Neste artigo o acúmulo de aminoácidos e intermediários do 

ciclo de Krebs foi relacionado com a proteção celular durante o estresse. Além disso, a análise de leveduras 

mutantes, S. cerevisiae BY4742, sob estresse por etanol demonstrou que os metabólitos, prolina, valina e inositol 

contribuem para a tolerância destas leveduras ao etanol (OHTA et al., 2015).  Neste sentido, devem ocorrer 

mudanças nos níveis de ácidos graxos e aminoácidos, associadas à tolerância ao etanol K. marxianus.  

Em Saccharomyces cerevisiae, a prolina exerce papel importante na sua adaptação ao etanol (SEKINE et 

al., 2007; YOSHIKAWA et al., 2009; LOURENÇO et al., 2013). Este aminoácido promove a estabilidade das 

membranas, inibe a agregação de proteínas e elimina as espécies reativas de oxigênio (ROS) (DING et al., 2009; 

SASANO, 2012ab). Portanto, pode-se considerar que o aminoácido prolina tem seus níveis aumentados durante o 

estresse por etanol em K. marxiaus, contribuindo portanto, para aumentar a estabilidade das membranas, prevenir 

a agregação proteica durante o redobramento proteico, bem como eliminar as espécies reativas de oxigênio 

impedindo seu acúmulo intracelular. 

 

4. CONCLUSÃO 

A análise dos mecanismos envolvidos na tolerância ao etanol descritos na literatura tem contribuído para o 

entendimento das respostas moleculares ao estresse etanólico em K. marxianus CCT 7735. Entretanto, como 

esses mecanismos são complexos e dependem de várias interações celulares, torna-se necessário fazer um 

estudo mais detalhado a nível molecular a fim de compreendê-los melhor.  
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