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RESUMO 
 

Um dos desafios na produção do etanol de segunda geração (2G) 
está no desenvolvimento de leveduras eficientes para converter xilose em 
etanol no processo de fermentação de açúcares. Desta forma, a análise 
abrangente do metabolismo de leveduras fermentadoras de xilose é 
essencial para facilitar a identificação dos fatores limitantes no metabolismo 
de conversão desta pentose e, assim, auxiliar na construção de linhagens 
modificadas geneticamente mais eficientes. O objetivo deste trabalho foi 
utilizar uma ferramenta analítica avançada, a metabolômica, para quantificar 
os principais metabólitos relacionados às vias de conversão da xilose a 
etanol em quatro espécies de leveduras fermentadoras de xiloses: 
Scheffersomyces stipitis, Spathaspora passalidarum, Spathaspora arborariae 
e Candida Tenuis. As leveduras foram cultivadas em xilose sob duas 
diferentes condições de crescimento, aeróbica e microaeróbica. O preparo 
de amostra para análise metabolômica incluiu as etapas de quenching e 
extração dos metabólitos, e para tal foram utilizados os protocolos de 
metanol gelado e etanol fervente, respectivamente. A quantificação dos 
metabólitos foi realizada por cromatografia líquida de ultra alta eficiência 
acoplada à espectrometria de massas tandem (UHPLC-MS/MS), utilizando 
cromatografia de par iônico e a cromatografia líquida de interação hidrofílica. 
Os dados obtidos na quantificação foram processados e tratados através da 
análise de variância (ANOVA) utilizando o software RStudio. Um total de 
onze metabólitos da via do metabolismo da xilose foram quantificados e 
validados através da análise de fluxo metabólico (MFA) com R2>90. Estes 
metabólitos foram utilizados para a construção do fluxo metabólico das três 
espécies de leveduras analisadas (Scheffersomyces stipitis, Spathaspora 
passalidarum e Spathaspora arborariae). A comparação de alvos 
moleculares nas leveduras fermentadoras de xilose mostrou que as espécies 
S. stipitis e S. passalidarum tem os melhores rendimentos de produção de 
etanol quando crescidas com oxigênio limitado. A análise metabolômica 
realizada neste estudo poderá auxiliar no melhoramento genético destes 
microrganismos e na produção de etanol 2G. 
 
Palavras-Chave: Metabolômica, Espectrometria de massas, Cromatografia 
Líquida, Biotecnologia e Leveduras. 
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ABSTRACT 
 

One of the challenges in the production of second generation (2G) ethanol is 
in the development of efficient yeasts to convert xylose into ethanol in the 
process of fermenting sugars. Thus, the comprehensive analysis of xylose 
fermenting yeast metabolism is essential to facilitate the identification of the 
limiting factors in the conversion metabolism of this pentose and, thus, help 
in the construction of more efficient genetically modified strains. The 
objective of this work was to use an advanced analytical tool, the 
metabolomics, to quantify the main metabolites related to the xylose to 
ethanol conversion pathways in four species of yeast xyloses: 
Scheffersomyces stipitis, Spathaspora passalidarum, Spathaspora arborariae 
and Candida Tenuis. The yeasts were grown in xylose under two different 
growth conditions, aerobic and microaerobic. The preparation of the sample 
for metabolic analysis included the steps of quenching and extraction of the 
metabolites, for which the protocols of ice cold methanol and boiling ethanol, 
were used, respectively. The quantification of the metabolites was performed 
by ultra high-performance liquid chromatography coupled to tandem mass 
spectrometry (UHPLC-MS/ MS), using ion-pair chromatography and 
hydrophilic interaction liquid chromatography. The data obtained in the 
quantification were processed and treated through analysis of variance 
(ANOVA) using RStudio software. A total of eleven metabolites of the xylose 
metabolism pathway were quantified and validated through metabolic flow 
analysis (MFA) with R2>90. These metabolites were used to construct the 
metabolic flow of the three species of yeasts (Scheffersomyces stipitis, 
Spathaspora passalidarum and Spathaspora arborariae) analyzed. The 
comparison of molecular targets in yeast xylose showed that the S. stipitis 
and S. passalidarum species have the best yields of ethanol when grown 
with limited oxygen. The metabolomic analysis performed in this study may 
help in the genetic improvement of these microorganisms and in the 
production of 2G ethanol. 

Keywords: Metabolomics, Mass Spectrometry, Liquid Chromatography, 
Biotechnology e Yeasts. 
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1 Introdução  

 

1.1 Aproveitamento da xilose para produção de Etanol 2G 

 

A conversão de xilose em etanol por leveduras é um dos maiores 

obstáculos a produção de etanol a partir de biomassa lignocelulósica, também 

denominado etanol de segunda geração (Etanol 2G)1. A xilose é o segundo 

açúcar mais abundante da biomassa lignocelulósica, chegando, a 33% do total 

de açúcares fermentescíveis em bagaço de cana-de-açúcar, um subproduto da 

produção de etanol de primeira geração. Portanto a sua utilização é de grande 

importância econômica e ambiental para as usinas sucroalcooleiras 2.  

A levedura Saccharomyces cerevisiae, microrganismo mundialmente 

utilizado na indústria para produção de etanol, é incapaz de converter 

pentoses, tais como xilose, a etanol 3. Portanto, estratégias de biotecnologia 

microbiana tem sido utilizadas afim de melhorar a capacidade de fermentação 

da xilose por leveduras, e dentre as principais estão: i) a identificação de 

linhagens naturalmente capazes de fermentar xilose; e ii) o desenvolvimento de 

linhagens recombinantes de S. cerevisiae 4.  

A identificação de novas linhagens naturalmente capazes de fermentar 

xilose pode facilitar a compreensão e identificação dos fatores limitantes para o 

metabolismo de xilose. De fato, espécies de leveduras, tais como 

Scheffersomyces stipitis (previamente conhecida como Pichia stipitis), Candida 

shehatae, Candida tenuis, Spathaspora arborariae, Spathaspora passalidarum 

e Pachisolen tannophilus, naturalmente consomem e fermentam xilose, e 

diversos estudos têm sido realizados para melhorar a compreensão do 

metabolismo de pentoses nestas espécies, culminando na recente análise 

genômica comparativa e evolutiva de leveduras fermentadoras de xilose5. 

Um dos obstáculos no metabolismo de xilose reportado na literatura é a 

conversão eficiente da xilose em xilulose (Figura 1). O metabolismo da xilose 

por leveduras ocorre em duas etapas (1) redução da xilose em xilitol pela xilose 

redutase (XR) e (2) oxidação do xilitol em xilulose pela xilitol desidrogenase 

(XDH). Assim, linhagens recombinantes de S. cerevisiae obtidas pela 

expressão das enzimas XR (xilose redutase) e XDH (xilitol desidrogenase, via 

oxido-redutiva) ou XI (via da xilose isomerase), são capazes de produzir 
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etanol6. Estas enzimas são responsáveis pela conversão de xilose a xilulose, 

um metabólito que a levedura é capaz de metabolizar 7.  

Tanto as leveduras naturalmente fermentadoras de xilose quanto as 

linhagens construídas pela simples expressão desses genes são capazes de 

produzir etanol, entretanto, com baixo rendimento. Isso ocorre porque na via 

oxidoredutiva, a xilose é reduzida a xilitol pela enzima XR dependente de 

NAD(P), em seguida ocorre a oxidação do xilitol a xilulose  pela enzima XDH 

dependente de NAD+, desta forma a regeneração de coenzimas NAD(P) 

durante a conversão de xilose em xilulose é incompleta, causando um  

desequilíbrio entre NAD(H) e NADP(H) que por sua vez, leva a um alto 

rendimento de xilitol e o bloqueio do metabolismo da xilose (Figura 1) 5,8.  

 

 

Figura 1. Esquema simplificado da via de conversão da xilose por leveduras 

(adaptado de Moysés et al, 2016)9. 

 

Apesar dos avanços no desenvolvimento de leveduras para fermentação 

de xilose, outras modificações ainda são necessárias, já que as taxas de 

fermentação e rendimentos de etanol ainda precisam ser aumentadas10. Desta 

forma, a identificação de alvos moleculares para subsidiar programas de 

melhoramento genético torna-se essencial para o desenvolvimento de 

linhagens produtoras de etanol 2G. 



25 
 

As principais abordagens para o melhoramento genético de leveduras 

envolvem a coleta, análise e integração quantitativa de dados biológicos em 

larga escala através de ferramentas ÔMICAS (genômica, transcriptômica, 

proteômica, fluxomia e metabolômica). A integração dos dados de 

metabolômica destas espécies associada aos dados genômicos já 

disponíveis11–15 pode ajudar na construção de modelos mais relevantes e 

preditivos a fim de identificar as etapas limitantes no metabolismo da xilose por 

leveduras 16. 

 

1.2 Metabolômica de leveduras 

 

A tecnologia baseada em metabolômica mostra-se atraente, pois é 

capaz de identificar e quantificar os metabólitos presentes em um sistema 

biológico 17. O Metaboloma é definido como um conjunto de moléculas de baixo 

peso molecular, produzidas e modificadas por um organismo vivo, os 

metabólitos, que são quimicamente transformados durante o metabolismo 

proporcionando uma leitura funcional do estado celular 18,19. Desta forma, uma 

variação no sistema biológico pode ser identificada através de alterações no 

fluxo dos metabólitos 20.  

A complexidade da metabolômica frente às outras abordagens ômicas 

consiste na grande variedade química dos compostos que compõe o 

metaboloma, os quais incluem álcoois, cetonas, aminoácidos, carboidratos, 

dentre outros. Esta complexidade impossibilita a utilização de uma única 

plataforma analítica e a determinação simultânea de todos os metabólitos 

presentes em uma célula ou organismo, sendo necessária a integração de 

várias técnicas de análise19. A escolha da melhor estratégia de analise 

metabolomica deve ser realizada de acordo com os metabólitos e a via 

metabólica de interesse, ou com a questão biológica a ser respondida. Outro 

desafio em metabolômica é o processamento de dados, uma vez que uma 

grande quantidade de informações é gerada em uma única análise21. Portanto, 

é necessária a utilização de programas computacionais para processamento e 

análise dos dados, além da utilização de bancos de dados específicos. 

A metabolômica possui duas principais abordagens: análise direcionada 

(targeted) e análise não direcionada (untargeted). A análise targeted consiste 
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na quantificação de metabólitos alvo, cujo objetivo é responder a questões 

bioquímicas ou hipóteses específicas de uma ou mais vias metabólicas, 

enquanto que a análise untargeted proporciona uma visão global dos 

metabólitos presentes no sistema. A metabolômica targeted permite a 

quantificação dos metabólitos presentes nas vias de fermentação (glicólise, 

pentose fosfato (PPP) e ciclo do ácido tricarboxilíco (TCA)) de xilose por 

leveduras22. Estes dados podem auxiliar grandemente a construção de redes 

metabólicas e regulatórias específicas das vias de utilização de pentoses 

nestas espécies.  

A fim de investigar tais vias metabólicas específicas algumas etapas 

para o estudo da metabolômica devem ser seguidos, tais como: i) otimização 

do preparo de amostra, ii) escolha da plataforma analítica mais adequada, iii) 

processamento e iv) análise dos dados (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Visão geral de um fluxo de trabalho para um experimento de 

metabolômica de leveduras (Adaptado de Abdelnur et al, 2011)23. 

 

1.2.1 Preparo de amostra em metabolômica de leveduras 

 

O preparo de amostra é um dos fatores determinantes para a obtenção 

de dados representativos e reprodutíveis em metabolômica, e é dependente do 
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organismo em estudo. O tempo de conversão de muitos intermediários das 

reações metabólicas é da ordem de milissegundos, portanto, a rápida 

interrupção da atividade celular (quenching) após a amostragem torna-se 

necessária para evitar grandes variações na composição metabólica das 

amostras24.  

A etapa subsequente a interrupção da atividade celular, é importante 

para tornar os metabólitos presentes na célula, disponíveis para análise, esta 

deve ser realizada com o mínimo de perdas, tendo em vista que a degradação 

pode contribuir para alterar o nível e a estrutura química dos metabólitos na 

amostra. O método mais utilizado para obtenção dos metabólitos é a 

extração25. Durante a extração as paredes celulares são rompidas química, 

térmica ou mecanicamente para a passagem dos metabólitos para a fase 

líquida. Esta etapa é a mais longa, sendo inevitáveis as perdas decorrentes do 

processo, principalmente devido à alta diversidade química e a ampla faixa 

dinâmica das concentrações dos metabólitos.  

De maneira geral, o preparo de amostra em metabolômica envolve dois 

procedimentos principais: a interrupção da atividade metabólica (quenching) e 

a extração. Na Figura 3 é apresentado o fluxo de trabalho envolvendo estas 

duas etapas. Após a otimização destes protocolos, os metabólitos extraídos 

são recuperados e podem ser analisados por diferentes métodos analíticos. 

 

 

Figura 3. Fluxo de trabalho geral para o preparo de amostra em metabolômica 

targeted de leveduras para análise de metabólitos intracelulares. 
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A rápida inativação do metabolismo é geralmente alcançada através de 

mudanças bruscas de temperatura ou pH, ou ainda após a submissão da 

amostra a temperaturas muito baixas (< -20°C)26. De maneira geral, duas 

estratégias podem ser utilizadas para a realização do preparo de amostra em 

metabolômica: i) combinar as etapas de interrupção da atividade metabólica e 

extração; e ii) realizar a interrupção da atividade metabólica seguido da 

separação da biomassa, sendo esta última particularmente interessante para 

metabolômica de microrganismos, pois minimiza a interferência de metabólitos 

extracelulares, desde que o método escolhido seja confiável  para evitar a 

extrusão dos metabólitos intracelulares antes do processo de extração.  

Os métodos para a interrupção da atividade metabólica (quenching) 

mais utilizados na metabolômica consistem no uso de uma solução de metanol 

gelado, com diferentes proporções de metanol e água, utilizando temperaturas 

que variam de -20 a -40°C 24,27. A vantagem deste método é que a membrana 

celular é mantida intacta, tornando possível a separação dos metabólitos 

extracelulares dos intracelulares após o procedimento. Outro método utilizado é 

a filtração rápida, que tem a vantagem de realizar a interrupção da atividade 

metabólica e a extração dos metabólitos em uma única etapa28.  

A obtenção dos metabólitos em uma amostra biológica pode ser 

alcançada através de altas temperaturas, pH extremo, solventes orgânicos, por 

ação mecânica ou pela combinação de todos esses fatores. Há três requisitos 

essenciais que um método ideal de extração de metabólitos deve cumprir: (i) a 

integridade da extração, para garantir que todos os metabólitos intracelulares 

estejam inteiramente acessível para análise; (ii) prevenção de conversão de 

metabólito durante a extração ou etapas subsequentes, principalmente por 

assegurar a inativação eficaz de enzimas; e (iii) ausência de extensa 

degradação dos metabolitos pelo próprio processo. No que diz respeito a este 

último requisito, as perdas parciais podem ser aceitáveis se os resultados 

puderem ser corrigidos por meio de fatores de recuperação ou através da 

utilização de padrões internos adequados29. 

Diferentes métodos de extração dos metabólitos intracelulares são 

utilizados em metabolômica de microrganismos, sendo os principais: metanol 
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puro (PM, do inglês Pure Methanol), etanol fervente (BE, do inglês Boiling 

Ethanol), metanol/clorofórmio (CM, do inglês Methanol/ Chloroform), água 

quente (HW, do inglês Hot Water), hidróxido de potássio (KOH), ácido 

perclórico (PCA, do inglês Perchloric Acid), congelamento e descongelamento 

em metanol (FTM, do inglês Freezing-Thawing in Methanol) e 

acetonitrila/metanol ácidos (AANM, do inglês Acidic Acetonitrile-Methanol)30. A 

escolha do método de extração depende do tipo de amostra e do objetivo do 

estudo.  

Neste estudo, a interrupção da atividade celular foi realizada através do 

método solução de metanol gelado (- 40°C) seguido do método de extração, 

etanol fervente, esta escolha se deve principalmente a alta polaridade da maior 

parte dos metabólitos de interesse.  

 

1.2.2 Técnicas analíticas avançadas para análise metabolômica  

 

A identificação e quantificação de uma variedade significativa de 

metabólitos (polares, não-polares, voláteis, entre outros) provenientes do 

extrato celular complexo, com concentração estimada na faixa de pmol a mmol, 

torna necessário a seleção e utilização de metodologias específicas capazes 

de analisar simultaneamente uma grande quantidade de metabólitos com alta 

sensibilidade e seletividade. Diversas abordagens analíticas são empregadas 

em metabolômica, sendo a ressonância magnética nuclear (do inglês, Nuclear 

Magnetic Resonance - NMR) e a espectrometria de massas (do inglês, Mass 

Spectrometry - MS), as mais utilizadas22. As técnicas cromatográficas 

acopladas a espectrometria de massas têm sido uma excelente opção para a 

análise de misturas complexas e por isso vêm sendo usada frequentemente na 

metabolômica. 

A técnica de NMR é empregada principalmente para elucidação 

estrutural de metabólitos, sendo altamente seletiva, reprodutível e quantitativa. 

No entanto, ainda há algumas limitações quando se trata de amostras 

biológicas complexas. A resolução limitada e sensibilidade da NMR, juntamente 

com as dificuldades associadas à identificação de metabólitos desconhecidos 

(particularmente para os compostos em baixa concentração) representam um 

grande desafio para desvendar a complexidade das misturas biológicas. Estes 
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desafios têm restringido o número e a precisão quantitativa dos metabólitos 

analisados26. 

A MS é uma técnica de detecção utilizada na identificação de moléculas 

de diferentes pesos moleculares e estruturas baseado na relação massa/carga 

(m/z) de seus íons. Esta ferramenta possui grande potencial para estudo 

metabólico de vários organismos, principalmente devido à alta sensibilidade, 

com detecção de metabólitos na faixa de picomols e femtomols, seletividade, e 

facilidade na preparação e manipulação de amostra.  

Experimentos de MS podem ser realizados utilizando diferentes 

espectrômetros de massas, os quais são compostos basicamente por: i) 

sistema de infusão de amostra; ii) fonte de ionização; iii) analisador de massas; 

iv) detector e v) sistema para armazenamento e processamento dos dados.  

O sistema de inserção de amostra pode ser realizado por infusão direta 

(DIMS, do inglês Direct infusion mass spectrometry) ou com a separação prévia 

dos compostos, normalmente, utilizando métodos cromatográficos. Entre as 

fontes de ionização mais utilizadas em análise metabolômica targeted está a 

ESI (ionização por eletrospray, do inglês electrospray ionization - ESI). Esta é 

uma técnica de ionização branda, que produz íons carregados em solução 

produzidos através da aplicação de um campo elétrico, sob pressão 

atmosférica, gerado por uma diferença de potencial. A principal vantagem do 

electrospray é a baixa temperatura de dessolvatação (≤ 80 °C) que minimiza a 

fragmentação das moléculas na fonte. Além disso as amostras a serem 

analisadas são introduzidas em solução, o que faz com que seja possível o 

acoplamento de técnicas de separação, como a cromatografia líquida31.   

O espectrômetro de massas com analisador do tipo triplo quadrupolo 

(QqQ, do inglês triple quadrupole) tem sido o mais utilizado para a 

quantificação de metabólitos pois oferecem maior sensibilidade e 

reprodutibilidade32,33. O analisador quadrupolar (Q) é acoplado a uma câmara 

de colisão (q) preenchida com um gás inerte, a qual é conectada a um segundo 

quadrupolo (Q)31.  

Em geral para a utilização do QqQ em metabolômica targeted é 

necessário otimizar a energia de colisão e a razão m/z do íon fragmento para 

cada metabólito de interesse a fim de obter o sinal mais intenso. Após está 

etapa os compostos são então analisados utilizando a abordagem de 
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monitoramento de reações múltiplas (Multiple Reaction Monitoring – MRM). 

Esta técnica é mais seletiva tendo em vista que o primeiro quadrupolo 

seleciona o íon precursor de interesse, este é então fragmentado no segundo 

quadrupolo, e o terceiro quadrupolo direciona o íon fragmento pré-otimizado. 

As análises por DIMS fornecem a identificação estrutural de uma gama de 

compostos químicos, e a partir de equipamentos de alta resolução, é possível 

obter massa e medidas exatas. Sendo assim, a DIMS pode ser utilizada na 

metabolômica como uma ótima ferramenta de screening, possibilitando uma 

visão global dos metabólitos presentes no organismo em estudo, tendo em 

vista que alta sensibilidade da MS permite níveis de detecção de metabólitos. 

Embora esta técnica seja muito abrangente, análises por DIMS são suscetíveis 

à supressão iônica, dificultando a identificação de alguns metabólitos que 

apresentem baixa ionização. Outra desvantagem é a incapacidade de distinguir 

isômeros estruturais ou esteroisômeros.  

A separação cromatográfica dos metabólitos antes da análise por MS 

reduz o efeito de matriz e supressão iônica, e é capaz de separar os isômeros, 

além de fornecer maior exatidão na quantificação dos metabólitos. Atualmente 

existem três técnicas cromatográficas, que acopladas a MS, tem sido de 

grande auxílio na análise metabolômica são estas: eletroforese capilar (do 

inglês, Capillary Electrophoresis - CE), cromatografia gasosa (do inglês, Gas 

Chromatography - GC) e cromatografia líquida (do inglês, Liquid 

Chromatography - LC).  

 A cromatografia líquida de ultra alta eficiência acoplada à 

espectrometria de massas (do inglês Ultra high liquid chromatography - mass 

spectrometry – UHPLC-MS), utiliza colunas cromatrográficas com partículas ≤ 

2 µm, permite análises eficientes de alto rendimento, reduzindo o uso de 

solventes, melhorando a resolução do pico e consequentemente a separação 

de metabólitos34. Entre os principais métodos cromatográficos utilizados pra 

experimentos de metabolômicas destacam-se, a cromatografia por pareamento 

iônico (do inglês, ion pair chromatography – IPC) que utiliza fase estacionária 

hidrofóbica e a cromatografia por interação hidrofílica (do inglês, hydrophilic 

interaction liquid chromatography – HILIC) que envolve o uso de fases 

estacionárias polares 35.  
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O modo IPC depende da adição de um contra-íon na fase móvel, a fim 

de promover a formação de pares iônicos com analitos carregados. Esses 

reagentes são geralmente compostos iônicos que contêm uma cadeia alquílica 

que confere certa hidrofobicidade para que o par iônico possa ser retido em 

uma coluna de fase reversa. O reagente IP interage com a fase estacionária 

aumentando a seletivamente e a retenção de analitos carregados36.  

A cromatografia HILIC envolve o uso de fases estacionárias polares 

como a sílica quimicamente modificada, ligadas a grupos orgânicos como: 

amina, amida, diol, ciano entre outros. Os compostos são separados 

principalmente por uma fase móvel orgânica e os analitos são eluídos em 

ordem decrescente de hidrofobicidade. As moléculas de água são atraídas 

pelos grupos polares dos diferentes tipos de fase estacionária formando uma 

camada aquosa sobre a superfície. A partição dos analitos entre a fase móvel 

(hidrofóbica) e a camada aquosa imobilizada constitui o maior mecanismo de 

retenção da HILIC37. 

 

1.2.3 Processamento dos dados em metabolômica  

 

A etapa de processamento de dados ocorre após o espectro bruto ser 

adquirido e serve como a ligação entre os dados brutos e a análise estatística 

38. Assim, como é necessário utilizar instrumentos sensíveis e seletivos, para a 

obtenção de dados de qualidade, softwares eficientes são essenciais para o 

processamento dos dados gerados nestes experimentos. Vários métodos 

automáticos, já incluídos nos softwares do fabricante do equipamento, auxiliam 

neste processo. 

Em geral, o processamento de dados inclui a redução do ruído, correção 

da linha de base, alinhamento, normalização dos picos, e deconvolução do 

espectro. Para a remoção dos ruídos foram desenvolvidos vários algoritmos os 

quais são atualmente implementados tanto em softwares comercial quanto 

naqueles acessíveis ao público39.  

A correção de linha de base é um procedimento para corrigir a distorção 

na linha de base causada por artefatos sistemáticos, com este procedimento 

algumas das regiões espectrais indesejadas podem ser removidas, como água 

e outros contaminantes.  
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O alinhamento possibilita que todos os picos correspondentes ou sinais 

em diferentes amostras sejam alinhados ou agrupados para permitir a 

comparação adequada dos metabólitos40.  

A normalização é utilizada para corrigir variações sistemáticas 

decorrentes das análises cromatográficas, como, por exemplo, pequenas 

flutuações nos tempos de retenção durante as análises e fatores de diluição 

das amostras 38.  

A deconvolução é utilizada para separar compostos co-eluídos ou 

sobrepostos, após este procedimento é necessário definir, integrar e quantificar 

os picos correspondentes aos compostos individuais.  

Um experimento de metabolômica envolve um grande número de 

amostras e consequentemente está sujeito a muitas variações, tais como o 

instrumento ou desempenho da coluna cromatográfica, composição do tampão, 

a complexidade da matriz, ou condições ambientais, flutuação no tempo de 

retenção entre outros. Desta forma a correção destas variações é muito 

importante para comparar as mesmas características em um conjunto de 

dados, apenas após estas etapas é possível analisar e interpretar os dados. 

 

1.2.4 Análise dos dados em metabolômica  

 

O grande volume de dados gerados em um experimento de 

metabolômica impulsionou a utilização e o desenvolvimento de softwares, 

ferramentas estatísticas e bancos de dados, para auxiliar no entendimento dos 

processos metabólicos em um sistema biológico, bem como armazenar 

sistematicamente estas informações.  

Existem duas abordagens principais para a análise estatística de dados 

metabólicos: quimiometria e metabolômica quantitativa. Para o primeiro, a 

análise estatística é realizada diretamente sob os espectros obtidos e a 

intensidade do sinal, sendo os metabólitos identificados na última etapa, se 

necessário. Já para a metabolômica quantitativa, identifica-se todos os 

metabólitos primeiro e a análise estatística é realizada posteriormente sob 

estes dados. Apesar disso os métodos utilizados para essas diferentes 

abordagens são bastante similares.  
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As principais ferramentas utilizadas em metabolômica para facilitar a 

interpretação dos dados, são: análise de componentes principais (PCA, do 

inglês principal component analysis), análise de agrupamento hierárquico 

(HCA, do inglês Hierarchical Cluster Analysis), mínimos quadrados parciais 

(PLS, do inglês Partial Least- Squares), análise de variância (ANOVA, do inglês 

Analysis of Variance) e ANOVA - análise de componentes simultâneo (ASCA, 

do inglês Simultaneous Component Analysis).39  

Apesar das muitas opções para a análise estatística dos dados, 

variáveis, como a concentração de metabólitos, podem mudar com o tempo, 

criando assim uma dimensão de tempo no conjunto de dados. Embora seja 

possível usar ferramentas de visualização como PCA e HCA, por exemplo, a 

comparação de perfis metabólicos entre diferentes grupos exigem métodos 

estatísticos diferentes destes citados acima. Entre os diversos métodos 

estatísticos que podem ser usados para analisar os dados ao longo do tempo, 

os métodos baseados na análise de variância (ANOVA) são utilizados com 

frequência em experimentos químicos ou biológicos 41. 

A ANOVA avalia a importância de um ou mais fatores, comparando as 

médias de variáveis de resposta nos diferentes níveis de fator 42. A utilização 

da ANOVA com medidas repetidas permite testar se os perfis temporais da 

concentração dos metabólitos são significativamente diferentes sob diferentes 

condições experimentais. Após a utilização de ferramentas de análise 

estatística os dados metabólicos mais relevantes são incorporados nas vias 

bioquímicas23. 

A análise de fluxo metabólico (do inglês, Metabolic flux analysis - MFA) é 

uma metodologia baseada em medidas de velocidades específicas 

extracelulares, assumindo-se estado estacionário (ou pseudo-estacionário) 

para os metabólitos intracelulares e um modelo estequiométrico para o 

metabolismo examinado43.  

A MFA fornece uma visão geral sobre como o metabolismo é 

equilibrado, ou seja, como os organismos convertem substratos em biomassa e 

produtos44,45. Assim, esta análise é usada para a previsão de possíveis 

limitações metabólicas, permitindo uma melhor compreensão de um 

determinado metabolismo, a fim de melhorá-lo em direção a um composto de 

interesse 46. As redes metabólicas construídas para MFA geralmente usam as 
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informações disponíveis a partir da anotação do genoma. Para cada rede 

metabólica definida, um conjunto de reações é definido e convertido em um 

modelo matemático.  

A principal vantagem do uso de concentrações de metabólitos 

intracelulares nas análises de MFA, é que essas medidas intracelulares estão 

diretamente ligadas à rede de reações metabólicas e refletem o fenótipo do 

organismo naquele momento12,47. Assim, a combinação das abordagens MFA e 

metabolômica é uma estratégia valiosa para prever fluxos metabólicos precisos 

e para entender o comportamento do metabolismo biológico de leveduras.  

 

1.3 Contribuição da metabolômica no melhoramento de leveduras 

fermentadoras de xilose 

 

A Biologia Sistêmica é uma abordagem multidisciplinar que inclui a 

coleta, análise e integração quantitativa de dados biológicos de genômica 

funcional (genômica, transcriptômica, proteômica, metabolômica, fluxoma), 

permitindo a construção de modelos matemáticos biologicamente relevantes e 

preditivos48.  

Abordagens sistêmicas têm sido aplicadas, juntamente com estratégias 

de engenharia metabólica, genômica funcional e engenharia evolutiva no 

desenvolvimento de linhagens microbianas (bactérias, leveduras e fungos 

filamentosos) e bioprocessos para a produção de fármacos, matérias-primas e 

produtos de química fina, combustíveis e polímeros, e outros materiais49–51.  

De fato, um dos exemplos concretos mais significativos da aplicação da 

biologia sistêmica para identificação efetiva e modificação de novos alvos de 

melhoramento genético foi o aumento da eficiência da capacidade fermentativa 

em linhagens de S.cerevisiae na produção de etanol 52.  

Mais especificamente, a utilização da reconstrução metabólica em 

escala genômica de S. cerevisiae permitiu investigar e validar 

experimentalmente diferentes estratégias e modelagens para manipulação do 

metabolismo redox, levando a uma diminuição da produção de xilitol e aumento 

do rendimento de etanol em glicose como única fonte de carbono sob 

condições de anaerobiose52,53. 
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O metabolismo do carbono central, que inclui as vias da glicólise, 

pentose fosfato (PPP), e o ciclo do ácido tricarboxílico (TCA), são as principais 

vias a partir da qual os fluxos metabólicos são distribuídos por diferentes 

ramos, fornecendo precursores para reações biossintéticas, metabolismo 

energético e reações anapleróticas (Figura 4)54.  

Assim, a compreensão da distribuição do fluxo e sua regulação no 

metabolismo central de carbono, isto é, uma "quantificação" do metabolismo, é 

fundamental para o progresso da engenharia metabólica. Embora as vias 

metabólicas sejam conhecidas há várias décadas, a quantificação e a 

regulação das redes metabólicas ainda não são totalmente compreendidas41.  

Hackett et al. 201655, mostrou o fluxo metabólico do metabolismo central 

de diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae e alguns mecanismos 

reguladores como o acúmulo de citrato inibiram a piruvato quinase, causando 

redução do fluxo glicolítico e produção de etanol. Demonstrando que a 

concentração de metabólitos é o principal determinante do fluxo metabólico no 

metabolismo central da levedura. 

Este trabalho utilizou um protocolo de metabolômica previamente 

desenvolvido e otimizado pelo grupo56–58 para investigar a via metabólica de 

assimilação da xilose por leveduras formado pelas vias da glicólise, pentose 

fosfato (PPP) e ciclo do ácido tricarboxilíco (TCA) (Figura 4).  

A plataforma analítica utilizada neste experimento baseia-se em UHPLC-

MS/MS. Dois métodos cromatográficos complementares acoplados à 

espectrometria de massas tandem IPC-MS/MS e HILIC-MS/MS, foram 

utilizados para quantificar 14 e 5 metabolitos intracelulares, respectivamente 

(Figura 4), convertidos durante a fase exponencial de crescimento de quatro 

espécies de leveduras naturalmente fermentadora de xilose, Scheffersomyces 

stipitis, Candida tenuis, Spathaspora passalidarum e Spathaspora arborariae.  

Duas condições de cultivo foram avaliadas: aeróbico e microaeróbico, a 

fim de investigar a influência de oxigênio no consumo da xilose. A análise 

estatística dos dados biológicos foi realizada através da análise de variância 

(ANOVA) com medidas repetidas, desenvolvida no software R.  

A análise de fluxo metabólico (MFA) foi realizada através do software 

Optflux e utilizada para validação e comparação de alvos moleculares nas 

leveduras fermentadoras de xilose em estudo.  
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Figura 4. Via simplificada do metabolismo da xilose por leveduras formada 

pelas vias da glicólise, pentose fosfato (PPP) e ciclo do ácido tricarboxílico 

(TCA) Metabólitos destacados em vermelho (14) foram quantificados pelo 

método IPC; metabólitos destacados em amarelo (5) foram quantificados pelo 

método HILIC 
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2 Objetivos Gerais 

 

O objetivo principal do presente trabalho foi quantificar os alvos 

moleculares relacionados as etapas limitantes na conversão de xilose em 

etanol, utilizando estratégias de metabolômica, visando o melhoramento 

genético de leveduras, e consequentemente, o aumento de produção de etanol 

de segunda geração.  

 

2.1 Objetivos específicos 
 

Para alcançar o objetivo principal, foram delineados cinco objetivos 

específicos: 

1: Otimizar o protocolo de metabolômica para análise dos metabólitos de 

4 espécies de leveduras fermentadoras de xilose (Scheffersomyces stipitis, 

Candida tenuis, Spathaspora passalidarum e Spathaspora arborariae) 

utilizando UHPLC-MS/MS. 

2: Quantificar os metabólitos intracelulares produzidos por 4 espécies de 

leveduras fermentadoras de xilose utilizando UHPLC-MS/MS.  

3: Desenvolver um modelo para análise estatística dos dados 

metabolômicos obtidos na quantificação dos metabólitos intracelulares de 

quatro espécies de leveduras fermentadoras de xilose.  

4: Realizar o tratamento e interpretação dos dados obtidos na aplicação 

do protocolo de metabolômica através de modelo matemático apropriado a fim 

de comparar as condições de crescimento: aeróbico e microaeróbico e a fases 

de crescimento das leveduras. 

5: Validar os metabólitos intracelulares presentes no metabolismo do 

carbono central de 4 espécies de leveduras fermentadoras de xilose, utilizando 

a análise de fluxo metabólico (MFA) para cada espécie.  

6: Construir e comparar o fluxo metabólico de quatro espécies de 

leveduras visando identificar alvos metabólicos relacionados a conversão de 

xilose a etanol. 

 



40 
 

 

 

 

 

 

EXPERIMENTAL 
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3 Materiais e Métodos  
 

3.1 Reagentes e soluções  
 

Os padrões de metabólitos utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich 

com pureza ≥ 95% : acetil coenzima-A (ACCOA), ácido alfacetoglutárico (AKG), 

ácido málico (L-MAL), D-(+)-glicose, D-(+)-xilose, glicose-6-fosfato (G6P), 

frutose-6-fosfato (F6P), dihidroxi acetona fosfato (DHAP), eritrose-4-fosfato 

(E4P), gliceraldeído-3-fosfato (GAP), glicerol-3-fosfato (GLY3P), ribose-5-

fosfato (R5P), ribulose-5-fosfato (RU5P), xilulose (Xylu), fosfo(enol)piruvato 

(PEP), glicerol, ácido pirúvico (PYR), sedoheptulose-7-fosfato (S7P) e xilitol. Os 

solventes tributilamina, acetonitrila e metanol também foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich com pureza ≥ 99%. O acetato de amônio foi adquirido da 

empresa Vetec (USA) e o hidróxido de amônio da marca Fluka (USA). Todas 

as soluções foram preparadas com água deionizada (18.2 MΩ) obtidas através 

do sistema de purificação Direct 16 Milli-Q (Millipore, Bedford, USA). 

 

3.2 Desenho Experimental  
 

O protocolo de metabolômica descrito neste trabalho buscou avaliar o 

metabolismo de quatro espécies de leveduras fermentadoras de xilose, 

Scheffersomyces stipitis, Spathaspora passalidarum, Spathaspora arborariae e 

Candida Tenuis. As leveduras foram crescidas em triplicata biológica. As 

amostras foram coletadas em três pontos específicos e em triplicata durante a 

fase exponencial de crescimento, entre 20 e 94 horas de fermentação em duas 

condições de crescimento: aeróbica e microaeróbica (Figura 5). Cada espécie 

de levedura gerou 27 amostras para cada uma das diferentes condições de 

crescimento, desta forma, o protocolo de metabolômica desenvolvido e 

otimizado foi aplicado para um total de 216 amostras de leveduras. 
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Figura 5. Desenho experimental para a realização da metabolômica de quatro 

espécies de leveduras fermentadoras de xilose. As replicatas de tempo (T1, T2, 

T3) e as replicatas técnicas (R1, R2, R3) são repetidas para cada replicata 

biológica aeróbica (A, B, C) e microaeróbica (D, E, F). 

 

3.3 Cultivo de leveduras 
 

O cultivo das leveduras foi realizado no Laboratório de Genética e 

Biotecnologia (LGB), na unidade da Embrapa Agroenergia. As leveduras 

fermentadoras de xilose Scheffersomyces (Pichia) stipitis (NRRL Y-7124), 

Spathaspora passalidarum (NRRL Y-27907), Candida tenuis (NRRL Y-1498) e 

Spathaspora arborariae (NRRL Y-48658) foram crescidas em placa YPD 

durante a noite e pré-inoculadas em 50 mL de meio mineral 59. A xilose foi 

utilizada como fonte de carbono com concentração de 40 g.L-1 60. Os ensaios 

de fermentação foram realizados em biorreatores (Multifors 2 Infors) com 

volume de 500 mL sob condições controladas para o crescimento celular, 

conforme descrito a seguir: 28 °C, agitação de 200 rpm, fluxo mínimo de ar em 

0.05 L.min-1, pH 5,5, ajustado com KOH 3 M, e O2 inicial com 100%, sendo 

consumido no decorrer do tempo de cultivo, até ficar em condição 

microaeróbica. Para a condição aeróbica foi mantido 100% de ar com fluxo de 

0,5-0,8 L.min-1.  
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3.4 Determinação dos produtos de fermentação e da biomassa 

 

A determinação dos metabólitos extracelulares foi realizada no 

Laboratório de Genética e Biotecnologia (LGB), na unidade da Embrapa 

Agroenergia. Os compostos xilose, xilitol, etanol, acetato, glicerol, piruvato e 

succinato, foram analisados por HPLC (Acquity UPLC H Class, Waters) 

equipado com uma coluna HPX-87 H (Bio-Rad Laboratories) a 45°C e detector 

de índice de refração previamente descrito por Veras et al. 2017 61. Fase móvel 

composta por ácido sulfúrico 5 mM e o modo de eluição foi isocrático a uma 

taxa de 0.6 ml.min-1 com duração total da corrida de 25 minutos.  

A biomassa foi medida através de OD600 usando um espectrofotômetro 

(SpectraMax M3, Molecular Devices). Para cada ponto coletado, o peso seco 

da célula (CDW) foi obtido utilizando 5 mL de pré-inóculo na fase estacionária. 

As amostras foram retiradas e centrifugadas a 12.000xg por 5 min. Para a 

pesagem as células foram colocadas num tubo de vidro e secas a 60°C por 48 

h. Desta forma, foi possível obter uma correlação entre os valores de OD600 e 

CDW. 

 

3.5 Etapas de quenching e extração dos metabólitos 

 

A Figura 6 apresenta as etapas do preparo de amostra, quenching e 

extração, utilizada na metabolômica de leveduras. O método de quenching foi 

realizado a partir da adição de 2 mL de amostra em 8 mL de uma solução 

metanólica 60% submerso em um banho termostático a -40°C 62. Em seguida 

esta mistura foi centrifugada a -9°C, e o pellet resultante congelado em 

nitrogênio líquido e armazenado a -80°C até futura extração. A etapa de 

extração foi realizada utilizando o método do etanol fervente63. Inicialmente as 

amostras foram retiradas do freezer a -80°C e colocadas no banho termostático 

a - 40°C, por 5 minutos. Uma solução etanólica (75% de etanol, 10mM de 

acetato de amônio, pH 7,4) foi aquecida à aproximadamente 85°C. O etanol 

quente foi adicionado diretamente no pellet na proporção (1:1) (V/V). As 

amostras foram homogeneizadas em um agitador tipo vortex, transferidas para 

um tubo eppendorf e incubadas por 3 minutos a 85°C, em um termoagitador 

para tubo eppendorf com agitação vigorosa constante. As células foram 
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resfriadas a - 40°C no banho termostático e centrifugadas em uma 

microcentrífuga refrigerada, a 5000 rpm e - 9°C por 3 minutos. Os restos 

celulares foram descartados e o sobrenadante foi transferido para um novo 

tubo tipo eppendorf de 2 mL. As amostras foram então levadas à secura em um 

concentrador a vácuo e armazenadas a -80°C.  

 

 

Figura 6. Fluxo de trabalho das etapas do preparo de amostra: A) quenching 

do metabolismo celular das leveduras; B) extração dos metabólitos 

intracelulares. (adaptado de Campos et al, 2019)56 

 

3.6 UHPLC-MS/MS 

 

Todos os experimentos foram realizados utilizando um sistema AcQuitytm 

UPLC (Waters), acoplado a um espectrômetro de massa triplo quadrupolo 

(Xevo TQD, Waters) equipado com uma fonte de ionização por electronspray. 

Os dados foram adquiridos e processados com o software MassLynx 4.1 

(Waters). O MS foi operado em modo de ionização negativa, ESI (-)-MS, 

usando monitoramento de reações múltiplas (MRM). Os parâmetros 

instrumentais utilizados foram: tensão capilar 3500 V, temperatura de 

desolvatação: 450°C, temperatura da fonte: 130 °C, fluxo de gás cone: 20 L/h e 

fluxo de desolvatação: 700 L/h. Os canais de transição de MRM e as voltagens 

das células de colisão foram otimizados para cada metabolito após infusão 

direta por MS. 
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A Cromatografia Líquida de Interação Hidrofílica (HILIC) foi realizada 

usando uma coluna de amida BEH (2.1 x 150 mm x 1,7 μm) (Waters) a 50°C, 

com fase móvel (A: hidróxido de amônio a 0.1%) e (B: acetonitrila com 0.1% de 

hidróxido de amônio). A Cromatografia de par iônico (IPC) foi realizada 

utilizando uma coluna de fase reversa, HSS-T3 (2.1 x 150 mm x 1,8 μm) 

(Waters) a 45°C, com fase móvel (A: 5 mM de tributilamina, 10 mM de ácido 

acético e 5% (v/v) de metanol, pH 4,8) e (B: metanol). Os gradientes utilizados 

para ambos os métodos são mostrados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. 

 

Tabela 1. Gradiente cromatográfico usado na separação dos metabólitos pelo modo 

HILIC, fase móvel A: hidróxido de amônio 0.1% e B: acetonitrila + hidróxido de amônio 

0.1%, a 60°C. 

Tempo 

(min) 

Fluxo 

(mL/min) 

Eluente A  

 (vol. %) 

Eluente B       

(vol. %) 

0.0 0.2 15 85 

6.5 0.2 50 50 

7.5 0.4 50 50 

8.0 0.2 15 85 

12.0 0.2 15 85 

 

 

Tabela 2. Gradiente cromatográfico usado na separação dos metabólitos pelo modo 

IPC, fase móvel A: Tributilamina 5 mM + Ácido Acético 10 mM + 5% MeOH e B: 

MeOH, a 45°C. 

Tempo 
(min) 

Fluxo 
(mL/min) 

Eluente A 
(vol. %) 

Eluente B 
(vol. %) 

0.0 0.4 100 0 

10.0 0.4 89.5 10.5 

18.0 0.4 47.4 52.6 

19.0 0.4 47.4 52.6 

20.0 0.4 100 0 

26.0 0.4 100 0 
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3.7 Quantificação dos metabólitos intracelulares 

 

Soluções padrões individuais (SI) dos metabólitos em estudo foram 

preparadas a uma concentração de 1 mg/mL. Em seguida, foram utilizadas 

diluições das SI a 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10 e 50 μg/mL, para a construção 

da curva de calibração e preparo do controle de qualidade (QC). O limite de 

detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) foram estabelecidos com base na 

relação sinal/ruído de 3:1 e 10:1, respectivamente64. A curva de calibração 

analítica definitiva foi construída com seis níveis de concentração, cada nível é 

composto da mistura das soluções padrão com os valores de concentração 

determinada para cada metabólito. Os valores reais de concentração foram 

obtidos plotando-se a área do pico versus a concentração teórica de cada 

padrão, a curva analítica foi ajustada com o modelo de regressão polinomial de 

segunda ordem.  

As amostras geradas foram reconstituídas em 200 µL de água ultra pura 

e submetidos ao ultrassom por 5 minutos, a temperatura ambiente. As 

amostras foram centrifugadas e o sobrenadante transferido para o vial. A curva 

analítica e as amostras foram injetadas em triplicata, o QC foi incluído a cada 9 

injeções, a fim de avaliar a estabilidade do equipamento. 

 

3.8 Análise estatística utilizando ANOVA  

 

O desenho experimental permitiu medir o efeito do tipo e o tempo de 

fermentação em dois ambientes de crescimento (aeróbico e microaeróbico) 

através das medidas da concentração dos metabólitos. O design descrito 

permite que isso seja feito utilizando a ANOVA com medidas repetidas65, de 

acordo com o seguinte modelo para a concentração: 

 

Sendo  a média geral,   o tipo de ambiente de crescimento, o efeito 

aleatório da levedura  receber o tratamento , o efeito do tempo   de 

exposição ao ambiente de fermentação,  a interação entre o ambiente e o 

tempo de exposição ao crescimento e o erro experimental . 

O software RStudio (http:/www.rstudio.org) foi utilizado para a 

construção deste modelo matemático. 
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3.9 Obtenção do modelo estequiométrico 

 

O modelo estequiométrico foi construído de acordo com metodologia 

previamente estabelecida na literatura.12,15,66 O modelo é composto por 39 

reações dentro da via de assimilação da xilose, que inclui as vias das pentoses 

fosfato (PPP), glicólise, metabolismo do piruvato e TCA. A reação de biomassa 

foi determinada de acordo com protocolo descrito por Walhlbom et al.12 A 

reação inclui os componentes de macromoléculas da célula (proteínas, ácidos 

nucleicos  e polissacarídeos)12. A construção do modelo estequiométrico 

baseou-se nos dados disponíveis na Enciclopédia de Genes e Genomas de 

Kyoto (KEGG). A informação genômica e bioquímica da levedura S. stipitis 

(Entrada T01023) foi usada como referência. Os genes que codificam para as 

enzimas no metabolismo da xilose presentes no respectivo genoma podem ser 

determinados usando a via KEGG. Com base nas informações genômicas, as 

enzimas das reações metabólicas foram identificadas na rede metabólica 

proposta. 

 

3.10 Análise de Fluxo Metabólico (MFA)  

 

O modelo foi carregado para o software OptFlux a partir de um arquivo 

do Excel (material suplementar 04 do anexo C). O grau de liberdade da rede 

metabólica foi calculado usando as propriedades do modelo estequiométrico. O 

número exato de graus de liberdade foi obtido pela diferença entre o número de 

metabólitos da rede e o número de equações linearmente independentes45. 

Para diferenciar reações internas e externas, os metabólitos externos foram 

identificados com “[e]” e metabólitos intracelulares com “[c]”. A reação de 

biomassa foi usada como uma função objetiva12,67. As taxas de fluxo 

extracelulares (xilose, acetato, glicerol, piruvato, succinato e xilitol) obtidas 

durante a fase de crescimento médio exponencial foram adicionadas ao 

modelo. As simulações foram executadas usando o método algébrico com 

ajuste de mínimos quadrados. 
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3.11 Validação da quantificação dos metabólitos intracelulares utilizando 

análise de Fluxo Metabólico (MFA)  

 

As concentrações dos metabólitos intracelulares resultantes da análise 

estatística foram adicionadas ao modelo estequiométrico. Em seguida, foi 

realizada uma simulação com o objetivo de determinar a distribuição do fluxo 

dentro da rede metabólica. Inicialmente, as simulações foram realizadas com a 

adição de uma concentração de metabólito por tempo. Assim, foram obtidas 

onze distribuições de fluxo medidas, uma para cada concentração do 

metabólito medido. Em seguida, os fluxos obtidos a partir dos cálculos 

estequiométricos e aqueles com a adição dos dados do metaboloma foram 

comparados pelo coeficiente de correlação de Pearson (R2). O coeficiente de 

correlação foi utilizado para determinar a relação entre as distribuições de 

fluxos calculadas e medidas. Os metabólitos, cuja correlação foi superior a 

90%, foram utilizados no modelo estequiométrico para uma nova rodada de 

simulações de fluxos. Assim, foi possível estimar a porcentagem de erro entre 

fluxos calculados e medidos para cada metabólito medido. 
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4 Resultados e discussão 
 

4.1 Análise Metabolômica de leveduras fermentadoras de xilose 
 

Os experimentos de metabolômica targeted de leveduras consistiu 

inicialmente na otimização do preparo de amostra e na análise de 19 

metabólitos presentes na via metabólica de assimilação da xilose por leveduras 

formado pelas vias da glicólise, pentose fosfato (PPP) e ciclo do ácido 

tricarboxílico (TCA) (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Estrutura química dos metabólitos presentes na via de assimilação 

da xilose por leveduras. Metabólitos: ácido alfa cetoglutárico (AKG), ácido 

málico (L-MAL), dihidroxi acetona fosfato (DHAP), fosfo(enol)piruvato (PEP), 

eritrose-4-fosfato (E4P), frutose-6-fosfato (F6P), glicerol-3-fosfato (GLY3P), 

glicose-6- fosfato (G6P), gliceraldeído-3-fosfato (GAP), piruvato de sódio (PYR), 

ribose-5- fosfato (R5P), ribulose-5- fosfato (RU5P), sedoheptulose-7- fosfato 

(S7P), xilitol, xilose, glicose, xilulose (Xylu), glicerol e acetil coenzima A (ACCOA). 

 

O método analítico baseado em UHPLC-MS/MS foi desenvolvido por 

Campos et al. e otimizado (Anexos A e B)56,58 para a análise das amostras de 
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leveduras fermentadoras de xilose. A espectrometria de massa de infusão 

direta (DIMS) foi utilizada para otimizar a fonte de ionização e as tensões das 

células de colisão para cada metabólito. Os metabólitos em estudo foram 

detectados com melhor sensibilidade usando ESI(-)-MS. Os valores da energia 

do capilar e da energia de colisão foram otimizados para cada padrão, no 

entanto a energia do capilar foi a mesma para todos os metabólitos (3500 V). O 

íon fragmento mais intenso e/ou seletivo foi selecionado para análises por 

MRM (Tabela 3). Dois métodos cromatográficos complementares foram 

necessários para a análise simultânea dos metabólitos devido à grande 

variedade química dos compostos em diferentes concentrações.  

A cromatografia de interação hidrofílica (HILIC) foi utilizada na 

separação dos monossacarídeos e álcoois, desta forma cinco metabólitos 

foram separados e quantificados por este método, sendo: xilose, xilulose, xilitol, 

glicose e glicerol (Figura 8). A cromatografia de par iônico (IPC) foi utilizada na 

separação do segundo grupo composto por ácidos orgânicos e açúcares 

fosfatados, seu mecanismo de separação consiste em uma fase estacionária 

hidrofóbica e um reagente de par de iônico (IP) como fase móvel. O reagente 

IP interage com a fase estacionária, criando uma carga oposta ao analito, 

aumentando assim a retenção e a seletividade da coluna de fase reversa. 

Desta forma, 14 metabólitos, incluindo os isômeros: G6P e F6P, e R5P e Ru5P 

puderam ser separados e quantificados (Figura 9).  
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Tabela 3. Parâmetros do espectrômetro de massas, voltagem do cone (V), valores de 

m/z Q1 e Q3 e energia de colisão (eV), otimizados para cada metabólito para a 

realização dos experimentos de MRM. 

Metabólitos 
Voltagem do cone 

(V) 
Q1 

(m/z) 
Q3 

(m/z) 
Energia de colisão 

(eV) 

ACOOA 60 808.1 408.0 50 

AKG 18 144.6 56.8 15 

DHAP 25 169.0 97.0 18 

E4P 20 198.8 78.8 20 

F6P 32 258.6 96.8 18 

G6P 32 258.7 96.8 20 

GAP 20 168.8 96.8 18 

Glicose 15 179.1 58.9 18 

GLY3P 30 170.5 78.7 25 

Glicerol 18 91.0 59.1 18 

L-MAL 18 132.6 114.8 10 

PEP 20 166.6 78.8 10 

PYR 20 86.8 42.8 8 

R5P 30 228.8 96.8 20 

RU5P 30 228.8 79.0 20 

S7P 32 288.4 138.9 25 

Xilitol 25 151.0 58.9 20 

Xilose 10 149.0 59.0 14 

Xylu 10 149.0 59.0 14 
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Figura 8. Cromatograma de 5 canais de MRM no modo HILIC-ESI(-)-MS/MS: 

a) glicerol (91> 59), b) xilulose (149> 59) e xilose (149> 59), c) xilitol (151> 59) 

e d) glicose (179> 59). 

 

 

Figura 9. Cromatograma de 11 canais de MRM no modo IPC-ESI(-)-MS/MS: a) 

glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato (m/z 259 > 97); b) ribose-5- fosfato (m/z 

229 > 97) e ribulose-5- fosfato (m/z  229>79); c) sedoheptulose-7-fosfato (m/z 

288 > 139); d) glicerol-3-fosfato (m/z 170>79); e) eritrose-4-fosfato (m/z 

199>79); f) gliceraldeído-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato (m/z 169>97), g) 

ácido pirúvico (m/z 87 > 43), h) ácido málico (m/z 133 >115); i) ácido 

alfacetoglutárico (m/z 145 > 57); j) fosfo(enol)piruvato (m/z 167 > 79) e  k) acetil 

co-A (808 > 408). 
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Este protocolo de metabolômica foi aplicado em amostras de quatro 

espécies de leveduras fermentadoras de xilose, Scheffersomyces stipitis, 

Spathaspora passalidarum, Spathaspora arborariae e Candida tenuis, cujo 

resultados são apresentados a seguir. 

 

4.2 Otimização dos parâmetros analíticos para a quantificação dos 

metabólitos 

 

A quantificação dos metabólitos intracelulares produzidos por quatro 

espécies de leveduras fermentadoras de xilose: Scheffersomyces stipitis, 

Spathaspora passalidarum, Spathaspora arborariae e Candida tenuis, 

cultivadas nas condições aeróbica e microaerobica foi realizada utilizando os 

métodos por UHPLC-MS/MS descritos acima.  

As análises preliminares das leveduras em estudo detectaram altas 

concentrações de xilose e xilitol, sendo assim, foi necessário diluir as amostras 

100 vezes antes de injetá-las pelo método HILIC-MS/MS. Além disso, o ácido 

málico e a sedoheptulose-7-fosfato ultrapassaram o limite superior da curva de 

calibração, sendo assim, foi necessária uma diluição de 5 vezes antes da 

análise por IPC-MS/MS.  

Os limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) e os coeficientes de 

regressão (R2) para cada metabólito foram estabelecidos para a realização da 

análise quantitativa dos 19 metabólitos pertencentes a via de assimilação de 

xilose por leveduras (Tabela 4).  
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Tabela 4. Parâmetros analíticos para a quantificação de 19 metabólitos alvos da via de 

assimilação da xilose: coeficientes de regressão (R2), intervalo de curva de calibração, 

limites de detecção (LOD) e limites de quantificação (LOQ). 

# Metabólitos 
Faixa 

(µg/mL) 
R2 

LOD 
(µg/mL) 

LOQ 
(µg/mL) 

1 ACCOA 7.4-80 0.9975 2.35 7.12 

2 AKG 3.5-50 0.9958 0.92 3.08 

3 L-MAL 0.2-50 0.9984 0.03 0.11 

4 Gly3P 0.5-50 0.9994 0.09 0.29 

5 G6P 1.5-50 0.9990 0.43 1.43 

6 F6P 3.5-50 0.9980 0.96 3.19 

7 DHAP 2.0-50 0.9992 0.59 1.99 

8 GAP 3.5-50 0.9979 0.92 3.06 

9 R5P 2.0-50 0.9992 0.65 1.99 

10 Ru5P 2.5-50 0.9991 0.61 2.04 

11 E4P 1.0-50 0.9996 0.29 0.98 

12 S7P 1.4-30 0.9983 0.38 1.27 

13 PEP 2.5-50 0.9919 0.66 2.21 

14 PYR 0.5-50 0.9998 0.14 0.43 

15 Xylu 0.5-75 0.9971 0.20 0.50 

16 Xilose 0.5-50 0.9990 0.20 0.50 

17 Glicose 0.5-50 0.9991 0.20 0.50 

18 Glicerol 0.5-50 0.9993 0.20 0.50 

19 Xilitol 0.5-75 0.9988 0.20 0.50 

 

Inicialmente as curvas de calibração foram processadas utilizando o 

modelo linear, no entanto, observou-se que a maior parte dos metabólitos 

estudados apresentavam uma tendência quadrática (Figuras 10 e 11)58, sendo 

este o modelo matemático escolhido para o cálculo das concentrações.  

As curvas de calibração variaram de 0.5 a 80 μg/mL, os valores de LOD 

variaram de 0.03 (L-MAL) a 3.19 μg/mL (ACCOA) e LOQ de 0.11 (L-MAL) para 

7.12 μg/mL (ACCOA).  
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Figura 10. Curvas de calibração ajustadas pelo modelo quadrático de quatorze 

padrões de metabólitos analisados pelo método IPC: A) acetil coenzima A 

(ACCOA), B) glicose-6- fosfato (G6P), C) ribose-5- fosfato (R5P), D) 

sedoheptulose-7- fosfato (S7P), E) piruvato de sódio (PYR), F) ácido alfa 

cetoglutárico (AKG), G) frutose-6-fosfato (F6P), H) ribulose-5- fosfato (RU5P), i) 

gliceraldeído-3-fosfato (GAP), J) fosfo(enol)piruvato (PEP), K) ácido málico (L-

MAL), L) dihidroxi acetona fosfato (DHAP), M) eritrose-4-fosfato (E4P), e N) 

glicerol-3-fosfato (GLY3P). 
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Figura 11. Curvas de calibração ajustadas pelo modelo quadrático de cinco 

padrões de metabólitos analisados pelo método HILIC: A) xilulose, B) glicerol, 

C) glicose, D) xilose e E) xilitol.  

 

Utilizando esses parâmetros, os metabólitos detectados durante o 

crescimento exponencial das espécies de leveduras em estudo em meio de 

xilose foram quantificados. 

 

4.3 Quantificação dos metabólitos intracelulares das leveduras 

fermentadoras de xilose por UHPLC-MS/MS 

 

Um total de 54 amostras para cada espécie de levedura foram 

quantificadas conforme planejamento experimental (Figura 5). A xilose foi o 

metabólito detectado com maior concentração (5000 µg/mL), seguido do xilitol 

(3051 µg/mL), embora fosse esperado uma elevada concentração de xilose, já 

que esse açúcar foi utilizado como substrato para o experimento, a ausência de 
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uma etapa de lavagem das células possivelmente contribuiu para os altos 

valores de concentração deste açúcar. O excesso de xilitol pode indicar que o 

oxigênio disponível pode não ter sido suficiente para o equilíbrio redox, e, 

portanto, o acúmulo de  xilitol68.  

A seguir são apresentados os dados de quantificação obtidos para 216 

amostras das quatro espécies de leveduras fermentadoras de xilose em 

estudo, nas duas condições de crescimento. 

 

4.3.1 Quantificação dos metabólitos intracelulares da levedura S. stipitis 

por UHPLC-MS/MS 

 

A levedura naturalmente fermentadora de xilose Scheffersomyces 

stipitis, anteriormente conhecida como Pichia stiptis, é considerada uma 

levedura em potencial para a produção de etanol 2G 69. A S. stipitis é capaz de 

catabolizar a glicose, manose, galactose, ramnose, xilose, arabinose, celobiose 

e alguns compostos relacionados à lignina. Outra vantagem dessa levedura é 

seu processo de crescimento simplificado, sua forte resistência à contaminação 

e desintoxicação de inibidores dos produtos derivados da biomassa 70. 

Neste trabalho, as células da levedura S. stipitis foram coletadas em três 

pontos durante a fase de crescimento exponencial (22h, 26h e 29h) e (20h, 28h 

e 40h) sob condições aeróbicas e microaeróbicas, respectivamente. Um total 

de 13 metabólitos foram quantificados nas amostras de S. stipitis em ambas as 

condições de crescimento (Tabelas 5 e 6). Dentre estes, 12 metabólitos (ácido 

málico (L-MAL), glicerol-3-fosfato (Gly3P), glicose-6-fosfato (G6P), frutose-6-

fosfato (F6P), dihidroxi acetona fosfato (DHAP), ribose-5-fosfato (R5P), 

ribulose-5-fosfato (Ru5P), sedoheptulose-7-fosfato (S7P), fosfo(enol)piruvato 

(PEP), ácido pirúvico (PYR), xilose e xilitol) foram quantificados em ambas as 

condições. Os metabólitos ácido alfa cetoglutárico (AKG) e eritrose-4-fosfato 

(E4P) foram específicos para a condição aeróbica e microaeróbica 

respectivamente. 
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Tabela 5. Concentração dos metabólitos intracelulares das réplicas da levedura S. 

stipitis nos pontos de coleta (22h, 26h e 29h), durante a fase exponencial de 

crescimento, e em triplicata de extração (A, B e C), sob condição aeróbica. 

 
# 

Metabólitos 

22h 

(µg/mL) 

26h 

(µg/mL) 

29h 

(µg/mL) 

A B C A B C A B C 

1 ACCOA ND ND ND 

2 AKG 

4.49 10.38 1.53 8.05 11.79 10.62 10.61 14.86 8.44 

11.44 9.51 1.19 12.90 11.54 4.40 13.32 17.31 4.14 

12.90 15.32 3.39 11.92 12.12 7.49 12.44 14.78 4.80 

3 L-MAL 

36.93 49.13 77.15 98.80 119.5 12.75 63.73 17.90 13.89 

63.96 46.14 52.02 123.7 111.7 11.82 36.77 20.22 13.78 

138.7 83.04 82.73 106.0 44.8 15.32 55.56 19.86 13.40 

4 Gly3P 

9.95 13.92 9.13 9.86 18.30 0.75 16.09 1.11 0.92 

15.30 14.50 7.56 11.14 16.31 0.66 3.85 1.18 0.87 

17.72 19.84 10.51 11.43 2.18 0.77 4.84 1.10 0.95 

5 G6P 

5.50 5.63 8.67 8.19 6.74 1.17 6.53 2.47 2.39 

4.38 5.36 2.45 8.33 6.07 1.35 5.32 2.96 2.27 

7.82 5.81 5.78 8.58 3.98 1.96 5.42 2.86 2.63 

6 F6P 

7.37 10.17 8.87 8.47 9.40 3.60 10.32 2.94 3.16 

9.25 11.40 5.95 7.79 7.06 2.72 3.56 2.10 3.39 

9.78 12.24 9.91 8.63 2.77 2.34 4.61 3.09 3.84 

7 DHAP 

1.84 2.60 - 3.41 3.59 - 3.07 - - 

5.52 2.82 - 4.74 2.17 - - - - 

3.54 3.59 - 3.40 - - 2.10 - - 

8 GAP ND ND ND 

9 R5P 

5.83 3.00 1.26 6.25 3.48 0.89 1.36 1.00 0.84 

4.29 4.44 1.47 4.54 0.99 0.84 2.89 1.22 0.94 

4.25 4.37 0.89 3.26 0.96 0.90 3.18 1.26 1.06 

10 RU5P 

5.86 10.71 4.73 10.48 13.17 2.51 9.86 4.27 2.05 

17.71 8.68 4.28 15.76 9.33 2.33 5.41 4.02 2.01 

12.90 17.39 6.04 12.78 2.73 2.52 13.00 4.23 2.36 

11 E4P ND ND ND 

12 S7P 

27.22 50.55 27.12 33.56 48.26 13.42 38.14 13.89 5.34 

34.62 46.81 19.99 43.86 42.19 10.40 15.88 16.19 6.47 

49.02 72.93 34.59 41.73 23.62 11.14 26.84 17.18 5.64 

13 PEP 

7.97 7.52 8.59 8.44 11.77 5.36 10.36 5.69 6.00 

9.88 10.85 5.21 10.16 8.69 4.69 5.83 7.74 4.98 

12.50 10.09 9.18 9.91 4.20 3.98 6.42 6.00 5.83 

14 PYR 

2.14 8.14 5.68 8.90 12.07 4.31 8.79 13.94 2.67 

15.41 8.26 4.62 15.19 10.39 5.41 9.57 15.16 3.22 

9.09 15.30 5.84 10.13 5.60 6.77 16.08 8.13 3.87 

15 Xylu ND ND ND 

16 Xilose 

3610 7247 2903 1439 1676 137.3 3518 71.95 28.06 

4583 6559 3023 3002 1986 86.86 95.61 66.25 23.17 

2759 6119 2089 2775 111.3 144.6 130.8 82.97 29.28 

17 Glicose ND ND ND 

18 Glicerol ND ND ND 

19 Xilitol 

584.4 1267 1874 795.2 954.3 298.6 1202 265.8 172.6 

980.5 1134 1213 1149 859.6 200.4 318.6 250.6 164.0 

1561 1594 1561 1063 348.9 220.8 435.3 280.0 157.1 

*ND: não detectado
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Tabela 6. Concentração dos metabólitos intracelulares das réplicas da levedura S. 

stipitis nos pontos de coleta (20h, 28h e 40h), durante a fase exponencial de 

crescimento, e em triplicata de extração (A, B e C), sob condição microaeróbica. 

 
# 

Metabólitos 

20h 

(µg/mL) 

28h 

(µg/mL) 

40h 

(µg/mL) 

A B C A B C A B C 

1 ACCOA ND ND ND 

2 AKG ND ND ND 

3 L-MAL 

20.03 18.50 17.72 30.59 30.00 26.30 7.46 6.63 26.17 

21.85 19.00 13.37 27.00 27.66 23.00 6.38 5.48 21.86 

21.90 21.35 16.33 29.87 33.23 25.18 6.52 6.07 28.15 

4 Gly3P 

4.02 4.27 4.47 4.02 5.58 3.77 0.44 0.36 4.10 

4.32 4.40 3.26 3.76 4.98 3.43 0.41 0.32 3.28 

4.30 4.89 3.94 4.08 6.08 4.01 0.39 0.34 4.33 

5 G6P 

4.70 3.20 3.73 5.93 7.78 6.52 - - 6.01 

4.40 3.64 1.84 4.17 7.04 6.02 - - 5.42 

4.41 5.99 2.59 6.30 8.66 7.03 - - 5.60 

6 F6P 

7.42 5.86 3.58 8.71 8.61 6.56 1.87 1.50 7.96 

7.55 9.06 2.86 9.32 8.19 5.78 1.65 1.30 4.80 

8.11 6.76 3.75 8.76 10.20 7.00 1.73 1.55 7.93 

7 DHAP 

1.84 2.60 - 3.41 3.59 - 3.07 - - 

5.52 2.82 - 4.74 2.17 - - - - 

3.54 3.59 - 3.40 - - 2.10 - - 

8 GAP ND ND ND 

9 R5P 

3.66 4.07 - 3.94 3.27 - 0.73 0.78 - 

3.21 2.63 - 2.71 3.90 - 0.48 0.83 - 

4.61 4.44 - 4.80 6.50 - 0.72 0.89 - 

10 RU5P 

13.97 13.90 2.96 9.50 6.58 3.31 3.50 4.23 2.83 

9.87 5.83 2.57 5.88 9.30 2.78 1.95 4.07 2.64 

20.47 15.68 2.65 16.49 23.03 3.26 3.62 4.92 2.73 

11 E4P 

1.80 1.96 1.64 2.06 1.91 1.69 1.43 1.60 1.87 

1.79 1.76 1.60 1.82 1.91 1.56 1.26 1.64 1.74 

2.03 2.00 1.52 1.80 2.24 1.99 1.55 1.54 1.83 

12 S7P 

15.25 12.13 8.46 20.00 21.66 13.83 2.20 2.52 19.53 

15.08 14.33 7.52 18.63 20.73 11.14 2.13 2.78 9.95 

18.65 2.79 9.26 22.30 28.57 12.61 2.11 2.65 16.72 

13 PEP 

4.13 3.15 3.44 3.81 4.17 3.03 3.22 4.42 2.36 

4.21 3.23 2.70 3.00 3.74 3.01 3.37 4.58 3.25 

3.91 4.06 3.72 3.91 3.86 3.20 3.17 4.15 2.80 

14 PYR 

8.51 7.62 - 7.38 7.16 0.48 5.19 5.44 0.88 

6.51 6.12 - 8.15 7.42 0.40 2.66 5.15 0.66 

9.34 8.72 - 9.70 11.83 0.92 4.64 7.60 0.81 

15 Xylu ND ND ND 

16 Xilose 

4700 6575 5470 3997 4628 2874 - 5.54 2478 

5202 5453 3316 2165 3739 2154 - 3.42 1852 

5697 4688 3816 2746 5064 3491 - 5.78 3813 

17 Glicose ND ND ND 

18 Glicerol ND ND ND 

19 Xilitol 

246.8 278.3 190.6 235.4 328.3 199.8 83.94 98.68 222.7 

243.9 272.2 112.7 131.2 250.5 118.9 78.23 89.37 122.2 

266.6 281.0 133.2 150.4 360.8 218.7 78.89 88.76 305.4 

*ND: não detectado
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Apesar da complexidade das amostras biológicas o efeito de matriz não 

foi significativo para a interpretação dos dados. As Figuras 12 e 13 mostram 

uma sobreposição dos cromatogramas de MRM dos metabólitos identificados 

nas amostras da levedura S. stipitis com as soluções padrão destes 

compostos, nas condições aeróbica e microaeróbica, respectivamente. Além 

disso, é possível observar isômeros diferentes dos padrões, nos canais de 

MRM selecionados para os padrões R5P e Ru5P (Figura 12d) e G6P e F6P 

(Figura 13c). 

 

Figura 12. Cromatogramas de MRM dos metabólitos identificados nas 

amostras da levedura S. stipitis com as soluções padrão destes compostos, 

nas condições aeróbica. A linha sólida corresponde a solução padrão e a linha 

pontilhada os metabólitos quantificados na amostra: a) xilose, b) xilitol, c) 

glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) ribose-5-fosfato (R5P) e 

ribulose-5-fosfato (Ru5P), e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-3-fosfato 

(Gly3P), g) dihidroxiacetona fosfato (DHAP), h) ácido pirúvico (PYR), i) ácido 

málico (L-MAL), j) ácido alfa cetoglutárico (AKG), k) fosfo (enol) piruvato (PEP). 
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Figura 13. Cromatogramas de MRM dos metabólitos identificados nas 

amostras da levedura S. stipitis com as soluções padrão destes compostos, 

nas condições microaeróbica. A linha sólida corresponde a solução padrão e a 

linha pontilhada os metabólitos quantificados na amostra: a) xilose, b) xilitol, c) 

glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) ribose-5-fosfato (R5P) e 

ribulose-5-fosfato (Ru5P), e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-3-fosfato 

(Gly3P), g) di-hidroxi acetona fosfato (DHAP), h) ácido pirúvico (PYR), i) ácido 

málico (L-MAL), j) fosfo(enol)piruvato (PEP).  

 

A levedura S. stipitis tem alta capacidade de produção de etanol a partir 

da xilose possuindo rendimento máximo de 0.48 g.g-1 70, a fermentação 

realizada alcançou um rendimento de 0.45 g.g-1 sob condições microaeróbicas 

(Figura 14). Este resultado condiz com outros estudos realizados para esta 

espécie, os quais indicam que a regulação no nível de oxigênio é o fator 

principal para a produção de etanol 61,70,71.  
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Figura 14. Gráficos dos produtos da fermentação da xilose pela levedura 

Scheffersomyces stipitis (xilose, xilitol e etanol) e da biomassa sob as 

condições de crescimento a) aeróbica e b) microaeróbica.  

 

Em contrapartida a quantidade de biomassa para a condição aeróbica 

(0.16 g.g-1) é praticamente o dobro em relação a condição microaeróbica (0.09 

g.g-1). Estes resultados podem explicar a identificação do metabólito AKG 

apenas na condição aeróbica, o metabólito AKG faz parte do ciclo do ácido 

tricarboxílico (TCA) (Figura 4), de fato, a fermentação sob condições aeróbicas 

leva ao metabolismo respiratório. Já a E4P é um intermediário importante para 

conectar a via das pentoses fosfato (PPP) à via glicolítica (Figura 4) permitindo 

assim que a xilose seja convertida a etanol, característica de uma fermentação 

com pouco oxigênio. 

 

4.3.2 Quantificação dos metabólitos intracelulares da levedura S. 

passalidarum por UHPLC-MS/MS 

 

A levedura Spathaspora passalidarum é atualmente a mais promissora 

levedura fermentadora de xilose em termos de crescimento e fermentação a 

etanol68,72. Esta espécie foi originalmente isolada do intestino médio de um 

besouro pascal que habita em madeiras branca de decomposição.  
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A S. passalidarum possui duas enzimas XR, uma delas utiliza NADH 

como cofator o que permite consumir mais eficientemente xilose e produzir 

etanol sob condições de crescimento aeróbica e microaeróbica, em 

comparação com outras leveduras fermentadoras de xilose como a S. stipitis, 

por exemplo, e outras espécies nativas73. 

A partir das amostras analisadas nos tempos 9, 13 e 21h de 

fermentação aeróbica e 40, 45 e 55h de fermentação microaeróbica foi possível 

quantificar 15 e 14 metabólitos, respectivamente (Tabelas 7 e 8). Sendo que, 

12 destes compostos (ácido málico (L-MAL), glicerol-3-fosfato (Gly3P), glicose-

6-fosfato (G6P), frutose-6-fosfato (F6P), diidroxiacetona-fosfato (DHAP), ribose-

5-fosfato (R5P), ribulose-5-fosfato (Ru5P), eritrose-4-fosfato (E4P), 

sedoheptulose-7-fosfato (S7P), fosfo(enol)piruvato (PEP), ácido pirúvico (PYR), 

xilose e xilitol) foram quantificados em ambas as condições de crescimento em 

amostras de S. passalidarum. O metabólito acetil co-A (ACCOA) foi detectado 

apenas na condição microaeróbica, enquanto que os compostos, ácido alfa 

cetoglutárico (AKG) e glicerol foram quantificados apenas nas amostras obtidas 

com livre demanda de oxigênio. Tendo em vista que o glicerol também é um 

produto de fermentação, não é possível garantir que o glicerol detectado é 

proveniente do citosol, ou seja, do interior da célula.  
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Tabela 7. Concentração dos metabólitos intracelulares das réplicas da levedura S. 

passalidarum nos pontos de coleta (9h, 13h e 21h), durante a fase exponencial de 

crescimento, e em triplicata de extração (A, B e C), sob condição aeróbica. 

 
# 

Metabólitos 

9h 
(µg/mL) 

13h 
(µg/mL) 

21h 
(µg/mL) 

A B C A B C A B C 

1 ACCOA ND ND ND 

2 AKG 

- - - 4.03 4.10 - 12.53 10.10 8.45 

- - - 1.82 5.65 - 7.74 14.05 6.83 

- - - 1.66 7.22 3.48 10.42 17.62 9.39 

3 L-MAL 

36.17 45.51 56.14 95.04 85.64 78.86 82.17 77.57 69.29 

35.13 52.24 63.75 85.15 85.86 78.62 69.96 76.34 69.35 

37.83 43.39 69.79 82.37 91.57 98.11 72.46 81.73 73.54 

4 Gly3P 

6.55 7.14 7.59 6.14 3.45 8.14 8.45 8.04 3.91 

5.88 8.17 8.95 4.99 5.07 8.18 6.58 8.19 3.91 

6.61 6.42 10.87 4.90 5.80 10.88 7.22 9.00 4.43 

5 G6P 

9.16 11.52 8.45 4.93 3.92 12.59 10.50 14.16 6.43 

8.60 15.39 8.63 4.31 5.98 13.11 11.61 10.40 5.99 

10.42 12.87 10.13 5.42 8.47 16.51 11.27 7.41 7.08 

6 F6P 

13.39 14.42 18.21 8.75 6.15 17.37 11.70 7.47 7.88 

12.60 17.99 20.52 8.91 9.99 17.88 10.33 9.02 7.09 

13.21 13.64 29.86 9.57 12.28 27.54 10.82 8.19 8.22 

7 DHAP 

2.48 3.54 2.65 1.81 1.40 2.57 1.41 1.52 0.93 

2.28 4.24 2.20 1.33 2.82 2.63 1.26 1.08 0.89 

3.91 5.56 3.77 1.91 3.81 4.51 1.21 1.09 0.95 

8 GAP ND ND ND 

9 R5P 

2.59 3.25 2.85 2.38 1.92 2.71 1.61 1.46 1.33 

2.34 3.85 2.84 1.91 3.34 2.66 1.41 1.39 1.28 

3.53 4.96 3.02 2.57 3.75 4.10 1.43 1.38 1.33 

10 RU5P 

3.47 3.92 5.57 5.05 3.08 5.10 3.00 2.36 2.18 

3.15 5.52 5.73 3.23 9.09 5.29 2.31 2.17 2.43 

4.22 5.74 5.24 5.42 11.92 7.95 1.40 2.38 2.10 

11 E4P 

2.53 2.49 2.18 1.265 1.52 2.62 1.35 1.33 1.56 

1.73 1.11 2.40 1.56 1.42 2.50 1.44 1.38 1.30 

1.88 1.80 2.65 1.99 1.66 2.84 1.46 1.52 1.63 

12 S7P 

29.71 35.96 215.1 74.80 5.52 172.2 8.93 5.91 27.11 

29.76 61.64 271.8 51.79 46.84 190.8 7.06 7.65 26.81 

36.20 29.79 264.9 58.27 62.13 354.8 7.99 6.49 28.16 

13 PEP 

17.85 23.23 14.64 21.95 23.71 18.26 18.39 14.38 32.43 

16.90 19.79 13.87 21.42 22.57 17.84 16.05 15.94 32.53 

15.46 20.72 23.37 22.27 24.12 21.20 16.45 15.87 34.25 

14 PYR 

5.79 5.65 5.058 8.35 5.44 7.26 4.89 3.98 3.94 

5.07 7.50 6.03 5.78 6.86 8.42 3.29 3.42 3.45 

6.97 7.67 7.96 6.35 7.25 13.44 3.58 3.83 4.03 

15 Xylu ND ND ND 

16 Xilose 

3654 3115 2593 278.4 147.3 913.5 28.37 21.67 21.90 

3084 4221 3391 222.7 137.8 961.4 21.22 23.60 21.57 

3722 3896 3468 219.0 156.6 1461 23.38 22.54 22.60 

17 Glicose ND ND ND 

18 Glicerol 

88.50 151.3 116.7 206.6 138.0 144.78 157.2 136.7 76.00 

90.29 207.6 157.2 159.7 134.6 152.2 108.7 115.5 80.30 

99.67 170.5 166.5 145.7 149.9 230.9 127.3 133.8 89.92 

19 Xilitol 

518.1 637.8 494.6 505.22 291.2 612.8 232.5 170.5 103.2 

478.8 909.7 616.3 409.4 273.4 588.9 166.0 168.0 110.0 

546.2 643.0 803.5 374.1 316.3 901.8 186.8 180.0 120.4 

*ND: não detectado



66 
 

Tabela 8. Concentração dos metabólitos intracelulares das réplicas da levedura S. 

passalidarum nos pontos de coleta (40h, 45h e 55h), durante a fase exponencial de 

crescimento, e em triplicata de extração, sob condição microaeróbica. 

 
# 

Metabólitos 

40h 
(µg/mL) 

45h 
(µg/mL) 

55h 
(µg/mL) 

A B C A B C A B C 

1 ACCOA 

9.48 9.65 8.32 10.69 9.52 8.71 14.48 18.91 12.32 

9.08 8.98 7.60 9.88 9.82 8.29 14.31 17.03 12.34 

9.42 10.12 7.30 9.85 10.92 9.16 15.23 16.96 13.41 

2 AKG ND ND ND 

3 L-MAL 

49.23 50.06 40.62 62.52 53.64 49.33 61.30 50.68 53.59 

47.12 47.02 30.79 54.63 56.36 45.84 57.94 48.33 51.02 

45.52 50.76 29.22 53.00 57.82 53.26 60.00 46.60 54.22 

4 Gly3P 

5.82 5.80 4.31 7.42 5.07 5.75 2.34 0.96 2.09 

5.44 5.37 2.94 5.91 5.89 4.97 2.05 0.60 1.87 

5.18 5.97 2.74 5.46 6.23 6.74 2.23 0.20 2.21 

5 G6P 

12.58 17.23 9.60 16.00 15.78 16.54 6.36 8.92 5.56 

12.70 16.08 6.15 15.75 18.13 15.79 5.88 8.34 6.16 

11.37 16.86 6.85 13.44 20.52 21.58 7.39 13.70 7.51 

6 F6P 

18.21 21.51 11.80 21.40 20.26 10.80 7.28 8.98 9.81 

17.64 20.39 6.68 19.64 19.35 8.93 7.42 7.94 8.68 

19.75 23.21 6.59 20.37 25.56 12.77 8.52 14.81 10.75 

7 DHAP 

1.87 3.51 1.05 4.02 3.11 0.95 1.45 1.04 0.55 

2.22 3.20 0.70 2.73 3.33 0.87 1.57 0.71 0.56 

2.65 3.37 0.81 3.18 3.55 1.02 2.34 1.49 0.56 

8 GAP ND ND ND 

9 R5P 

4.11 8.29 1.22 8.16 6.32 1.31 2.12 2.09 1.16 

6.35 6.97 1.12 5.26 8.04 1.42 2.16 1.41 1.12 

4.66 5.85 1.22 5.54 6.82 1.56 2.52 2.36 1.12 

10 RU5P 

8.78 14.15 7.91 14.33 10.37 5.08 5.29 3.76 2.60 

10.05 11.06 5.68 10.22 13.88 4.74 4.89 2.70 2.47 

8.08 10.20 5.09 9.53 13.25 5.87 6.13 3.76 2.56 

11 E4P 

2.72 2.66 2.28 2.91 2.61 2.73 2.15 1.78 2.29 

2.64 2.66 2.13 2.55 2.75 2.41 2.06 1.79 2.26 

2.55 2.58 2.33 2.50 2.66 2.62 1.75 1.79 2.20 

12 S7P 

93.88 124.1 86.64 205.4 35.80 59.42 19.38 30.93 11.94 

93.85 96.33 121.84 131.2 32.11 48.66 17.25 15.20 9.82 

81.63 146.5 186.6 108.7 25.60 101.5 19.63 14.64 14.12 

13 PEP 

9.39 11.69 12.56 15.51 12.21 13.62 20.38 18.68 19.67 

9.29 8.02 6.61 12.82 11.78 9.42 19.62 16.66 17.84 

11.04 15.47 6.17 13.94 16.63 15.58 20.30 19.11 20.80 

14 PYR 

2.16 3.74 0.42 6.98 4.33 0.54 6.93 4.61 2.17 

3.33 2.06 0.29 4.84 4.37 0.42 6.12 4.26 2.14 

2.90 3.58 0.22 5.20 4.82 0.50 7.91 4.51 3.36 

15 Xylu ND ND ND 

16 Xilose 

3266 2299 3341 2514 1082 1639 51.50 27.77 54.56 

2621 1751 2620 1683 1253 1260 41.37 14.08 43.82 

2266 2338 2441 1770 1490 1627 48.46 17.99 59.43 

17 Glicose ND ND ND 

18 Glicerol ND ND ND 

19 Xilitol 

428.6 248.3 287.6 591.6 181.7 402.4 129.6 57.48 220.0 

364.0 201.0 167.1 346,5 228.0 296.2 106.4 44.42 169.0 

322.9 272.3 153.1 307.5 273.4 428.7 114.9 46.28 215.6 

*ND: não detectado
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A confirmação da identidade dos metabólitos alvo produzidos pela 

levedura S. passalidarum pode ser observada através da sobreposição dos 

cromatogramas de MRM das amostras com seus respectivos padrões em 

ambas as condições de crescimento (Figuras 15 e 16). É possível ainda 

vizualizar um isômero não identificado, no canal de MRM selecionado para os 

padrões G6P e F6P (Figura 16c). 

 

 

Figura 15. Cromatogramas de MRM dos metabólitos identificados nas 

amostras da levedura S. passalidarum com as soluções padrão destes 

compostos, nas condições aeróbica. A linha sólida corresponde a solução 

padrão e a linha pontilhada os metabólitos quantificados na amostra: a) glicerol, 

b) xilose, c) xilitol, d) glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), e) 

ribose-5-fosfato (R5P) e ribulose-5-fosfato (Ru5P), f) sedoheptulose-7-fosfato 

(S7P), g) glicerol-3-fosfato (Gly3P), h) dihidroxiacetona fosfato (DHAP), i) ácido 

pirúvico (PYR), j) ácido málico (L-MAL), k) ácido alfa cetoglutárico (AKG) e l) 

fosfo(enol)piruvato (PEP). 
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Figura 16. Cromatogramas de MRM dos metabólitos identificados nas 

amostras da levedura S. passalidarum com as soluções padrão destes 

compostos, nas condições aeróbica. A linha sólida corresponde a solução 

padrão e a linha pontilhada os metabólitos quantificados na amostra: a) xilose, 

b) xilitol, c) glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) ribose-5-fosfato 

(R5P) e ribulose-5-fosfato (Ru5P), e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-

3-fosfato (Gly3P), g) dihidroxiacetona fosfato (DHAP), h) ácido pirúvico (PYR), 

i) ácido málico (L-MAL), j) fosfo(enol)piruvato (PEP) e k) acetil co-enzima A 

(ACCOA). 

 

A levedura S. passalidarum apresentou alto rendimento de etanol (0.48 

g.g-1), sob condições microaeróbicas, alto consumo de xilose e baixa produção 

de xilitol (Figura 17).  
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Figura 17. Gráficos dos produtos da fermentação da xilose pela levedura 

Spathaspora passalidarum (xilose, xilitol e etanol) e da biomassa sob as 

condições de crescimento a) aeróbica e b) microaeróbica.  

 

Acredita-se que o habitat natural desta espécie, o intestino médio de 

besouros pascal, seja um ambiente com baixa demanda de oxigênio, desta 

forma é esperado uma melhor evolução no consumo de açucares pela S. 

passalidarum sob condições de oxigênio limitado79. 
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4.3.3 Quantificação dos metabólitos intracelulares da levedura S. 

arborariae por UHPLC-MS/MS 

 

A linhagem Spathaspora contém várias espécies de leveduras 

fermentadoras de xilose isoladas de madeira em decomposição ou de insetos 

que perfuram a madeira74. A levedura S. arborariae é uma das espécies mais 

recentes descobertas desta linhagem capaz de fermentar eficientemente xilose 

a etanol68. Um total de 13 metabólitos (xilitol, xilose, ácido pirúvico (PYR), 

sedoheptulose-7-fosfato (S7P), glicose-6-fosfato (G6P), frutose-6-fosfato (F6P), 

glicerol-3-fosfato (Gly3P), ácido málico (L-MAL), fosfo (enol) piruvato (PEP), 

acetil Co-enzima A (ACCOA), ribose-5-fosfato (R5P), ribulose-5-fosfato (Ru5P) 

e dihidroxi acetona (DHAP)) foram quantificados nas amostras de S. arborariae 

em ambas as condições de crescimento (Tabelas 9 e 10). 
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Tabela 9. Concentração dos metabólitos intracelulares das réplicas da levedura S. 

arborariae nos pontos de coleta (17h, 22h e 26h), durante a fase exponencial de 

crescimento, e em triplicata de extração (A, B e C) sob condição aeróbica. 

 
# 

Metabólitos 

17h 

(µg/mL) 

22h 

(µg/mL) 

26h 

(µg/mL) 

A B C A B C A B C 

1 ACCOA 

14.20 18.40 20.81 15.97 22.61 22.51 36.20 29.77 24.19 

14.83 15.60 16.03 16.59 19.07 17.54 28.25 28.22 21.95 

15.20 17.16 19.33 18.58 19.45 19.61 28.73 27.75 25.37 

2 AKG ND ND ND 

3 L-MAL 

57.10 79.00 67.07 59.52 98.55 75.23 48.80 27.25 77.43 

57.54 - 49.12 56.00 74.96 56.50 37.08 29.34 64.15 

51.00 66.70 76.37 79.33 74.20 57.44 34.53 - - 

4 Gly3P 

6.02 7.23 5.01 7.15 17.60 7.14 7.94 1.76 8.75 

5.83 5.39 4.09 7.48 15.32 5.38 6.05 1.70 7.30 

5.81 5.55 5.16 8.11 15.52 5.63 5.76 1.65 10.62 

5 G6P 

2.49 3.75 2.17 5.21 18.42 2.65 13.82 4.63 13.78 

2.68 2.92 2.02 4.94 13.09 2.07 9.68 4.46 15.82 

3.70 4.65 2.06 6.13 14.80 2.80 8.97 4.88 17.45 

6 F6P 

4.40 5.71 3.91 6.94 14.17 3.91 10.70 5.00 22.69 

4.45 4.47 3.09 7.13 10.74 3.67 7.75 4.77 14.55 

4.25 5.07 3.76 9.23 11.85 3.68 6.54 4.71 23.27 

7 DHAP 

1.43 1.82 0.88 1.82 2.55 0.91 1.58 1.35 6.49 

1.36 1.61 1.04 1.83 2.70 0.89 1.53 1.28 4.71 

1.54 1.71 0.90 2.05 3.35 0.87 1.46 1.17 5.21 

8 GAP ND ND ND 

9 R5P 

2.86 3.13 1.71 2.87 3.74 1.78 2.74 2.34 5.58 

2.53 2.56 1.67 3.00 3.52 1.76 2.48 2.24 4.90 

2.75 3.06 1.66 3.30 3.78 1.77 2.00 2.04 9.56 

10 RU5P 

15.45 24.08 25.71 21.50 19.33 40.80 13.48 3.51 22.28 

15.00 19.38 30.00 21.87 18.20 28.06 11.31 3.11 21.21 

15.19 19.81 34.23 22.37 18.91 35.31 10.71 3.38 28.76 

11 E4P ND ND ND 

12 S7P 

33.03 39.10 8.76 32.46 61.18 19.64 38.82 13.11 90.72 

25.90 - 4.46 32.71 39.32 7.24 26.66 14.32 60.38 

30.15 34.61 14.21 46.82 43.21 11.92 19.75 - - 

13 PEP 

5.88 17.02 11.38 16.41 24.53 16.41 42.31 35.39 21.31 

12.82 14.44 - 18.92 23.66 12.82 33.20 34.04 16.27 

11.03 12.85 9.65 20.16 20.29 12.21 33.00 31.78 19.60 

14 PYR 

0.6348 3.00 2.09 1.01 5.25 2.54 2.83 2.38 5.16 

0.6265 2.15 2.07 0.87 4.26 2.11 1.71 2.20 4.03 

0.6319 3.16 2.28 1.92 4.52 2.33 1.53 1.97 4.63 

15 Xylu ND ND ND 

16 Xilose 

5974 4456 436.0 3412 719.4 506.08 268.9 345.7 2129 

5171 3357 414.0 3244 550.6 306.11 207.6 329.6 1585 

4700 3735 416.4 4068 600.9 394.61 196.5 295.6 2474 

17 Glicose ND ND ND 

18 Glicerol ND ND ND 

19 Xilitol 

832.4 1188 584.2 1104 2461 991.0 1436 3205 1216 

688.9 894.0 605.4 1087 1872 436.8 812.9 3170 905.2 

725.3 936.3 625.5 1229 1918 588.6 765.4 3136 1500 

*ND: não detectado
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Tabela 10. Concentração dos metabólitos intracelulares das réplicas da levedura S. 

arborariae nos pontos de coleta (27h, 32h e 41h), durante a fase exponencial de 

crescimento, e em triplicata de extração (A, B e C), sob condição microaeróbica. 

 
# 

Metabólitos 

27h 

(µg/mL) 

32h 

(µg/mL) 

41h 

(µg/mL) 

A B C A B C A B C 

1 ACCOA 

6.95 10.72 8.01 6.61 10.75 8.30 5.24 9.96 9.33 

5.73 10.21 7.79 6.28 10.58 8.17 5.21 9.89 8.86 

6.04 10.79 8.05 6.95 10.87 8.65 5.34 10.11 9.21 

2 AKG ND ND ND 

3 L-MAL 

8.22 8.98 8.06 15.56 19.80 14.32 4.95 7.51 13.38 

6.73 7.54 7.76 11.39 12.70 12.95 5.59 7.85 11.74 

11.38 11.07 12.70 19.15 20.93 14.92 7.04 11.20 15.67 

4 Gly3P 

2.17 1.93 1.74 2.78 3.01 2.17 1.18 1.55 3.95 

1.74 1.63 1.61 2.07 2.12 1.92 1.40 1.70 3.43 

2.38 2.09 2.23 2.98 3.02 2.46 1.51 2.18 4.00 

5 G6P 

1.23 11.82 2.26 1.08 5.46 4.28 3.38 6.87 12.55 

1.54 9.09 2.91 2.57 5.50 4.17 2.88 8.55 12.00 

2.01 11.45 5.21 4.25 8.57 5.30 4.85 11.46 13.08 

6 F6P 

4.79 8.65 4.82 4.10 6.87 4.60 3.66 5.31 9.45 

5.49 7.59 4.42 3.87 5.38 4.42 3.57 6.92 9.27 

7.35 9.46 5.31 5.86 7.71 6.90 4.79 8.29 11.11 

7 DHAP 1.69 1.32 0.39 0.53 1.51 0.61 1.03 1.77 1.62 

8 GAP ND ND ND 

9 R5P 

1.70 2.81 1.87 1.03 2.11 1.85 1.07 1.80 3.81 

1.60 2.32 1.42 0.75 2.17 1.85 0.93 1.91 3.88 

1.53 3.09 1.86 1.94 3.64 1.99 1.09 2.49 3.32 

10 RU5P 

4.04 5.59 3.65 5.81 11.00 7.96 3.61 4.38 11.11 

3.48 4.68 3.55 4.91 8.00 7.09 3.80 4.90 10.14 

4.44 5.95 4.35 7.73 11.98 8.89 4.53 6.19 11.81 

11 E4P ND ND ND 

12 S7P 

12.32 22.80 10.82 13.71 22.61 14.74 7.35 9.43 23.93 

12.13 18.62 10.44 12.90 15.96 13.07 7.06 11.25 20.74 

19.21 24.47 17.06 21.25 23.07 18.90 9.59 15.19 26.52 

13 PEP 

3.24 4.12 3.19 4.84 6.55 3.65 2.09 4.80 6.27 

4.16 3.60 2.71 3.57 4.54 3.51 1.40 6.80 5.41 

2.52 5.44 3.00 4.36 5.94 5.42 2.84 6.58 7.56 

14 PYR 

2.13 1.50 0.54 1.81 2.10 0.51 1.35 1.17 1.36 

1.73 1.33 0.32 1.28 1.80 0.57 1.79 1.40 1.01 

1.42 1.60 0.42 1.86 2.28 0.58 1.16 1.39 1.05 

15 Xylu ND ND ND 

16 Xilose 

- 6153 3944 - 5929 4791 - 2609 3166 

- 5332 3508 - 5453 4709 - 3589 2375 

- 7743 4465 - 4628 5186 - 3546 3019 

17 Glicose ND ND ND 

18 Glicerol ND ND ND 

19 Xilitol 

- 436.3 353.9 - 524.4 377.7 - 618.2 871.5 

- 354.0 325.4 - 352.2 361.5 - 757.9 705.2 

- 451.3 491.3 - 454.4 465.3 - 975.2 902.2 

*ND: não detectado
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As Figuras 18 e 19 mostram um baixo efeito de matriz através da 

sobreposição significativa dos cromatogramas de MRM dos metabólitos 

identificados nas amostras da levedura S. arborariae com as soluções padrão 

destes compostos, nas condições aeróbica e microaeróbica, respectivamente. 

Além disso, outro isômero, diferente dos padrões, foi detectado no canal de 

MRM dos metabólitos R5P e Ru5P (Figura 18d).  

 

Figura 18. Cromatogramas de MRM dos metabólitos identificados nas 

amostras da levedura S. arborariae com as soluções padrão destes compostos, 

nas condições aeróbica. A linha sólida corresponde a solução padrão e a linha 

pontilhada os metabólitos quantificados na amostra: a) xilitol, b) xilose, c) 

glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) ribose-5-fosfato (R5P) e 

ribulose-5-fosfato (Ru5P), e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-3-fosfato 

(Gly3P), g) dihidroxiacetona fosfato (DHAP), h) ácido pirúvico (PYR), i) ácido 

málico (L-MAL), j) fosfo(enol)piruvato (PEP), k) acetil Co-enzima A (ACCOA). 
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Figura 19. Cromatogramas de MRM dos metabólitos identificados nas 

amostras da levedura S. arborariae com as soluções padrão destes compostos, 

nas condições microaeróbica. A linha sólida corresponde a solução padrão e a 

linha pontilhada os metabólitos quantificados na amostra: a) xilitol, b) xilose, c) 

glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6- fosfato (F6P), d) ribulose-5-fosfato (Ru5P), 

e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-3-fosfato (Gly3P), g) ácido pirúvico 

(PYR), h) ácido málico (L-MAL), i) fosfo(enol)piruvato (PEP), j) acetil Co-enzima 

A (ACCOA). 

 

A levedura S. arborariae obteve baixos rendimentos na produção de 

etanol, 0.25 g.g-1 (aeróbico) e 0.31 g.g-1 (microaeróbico), quando comparado 

com as outras duas espécies avaliadas (S. stipitis e S. passalidarum) (Figura 

20). 
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Figura 20. Gráficos dos produtos da fermentação da xilose pela levedura 

Spathaspora arborariae (xilose, xilitol e etanol) e da biomassa sob as condições 

de crescimento a) aeróbica e b) microaeróbica. 

 

4.3.4 Quantificação dos metabólitos intracelulares da levedura C. tenuis 

por UHPLC-MS/MS 

 

A levedura Candida tenuis têm sido estudada na literatura devido sua 

capacidade de converter xilose a etanol4,5,14. Um total de 10 metabólitos foram 

quantificados nas amostras de C. tenuis na condição aeróbica e 9 metabólitos 

na condição microaeróbica (Tabelas 11 e 12). 

Dentre estes, 8 metabólitos (acetil Co-A (ACCOA), ácido málico (L-MAL), 

glicerol-3-fosfato (Gly3P), glicose-6-fosfato (G6P), frutose-6-fosfato (F6P), 

sedoheptulose-7-fosfato (S7P), xilose e xilitol) foram quantificados em ambas 

as condições. Os compostos dihidroxi acetona fosfato (DHAP) e 

fosfo(enol)piruvato (PEP) foram quantificados apenas nas amostras obtidas 

com livre demanda de oxigênio, já os metabólitos R5P e PYR não puderam ser 

quantificados pois estavam abaixo do limite de quantificação. Para a condição 

microaeróbica a ribulose-5-fosfato (Ru5P) foi o composto diferencial. 
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Tabela 11. Concentração dos metabólitos intracelulares das réplicas da levedura C. 

tenuis nos pontos de coleta (44h, 76h e 83h), durante a fase exponencial de 

crescimento, e em triplicata de extração (A, B e C), sob condição aeróbica. 

 
# 

Metabólitos 

44h 

(µg/mL) 

76h 

(µg/mL) 

83h 

(µg/mL) 

A B C A B C A B C 

1 ACCOA 

15.67 15.06 16.61 14.56 14.22 14.39 15.98 16.63 14.90 

14.85 14.51 16.28 15.26 14.38 13.96 16.67 17.67 15.44 

14.80 15.19 15.86 15.36 14.24 13.93 15.63 17.40 14.92 

2 AKG ND ND ND 

3 L-MAL 

22.69 24.68 38.27 13.63 13.90 17.85 44.62 41.79 13.56 

20.09 21.03 36.21 27.15 13.17 14.82 45.55 15.41 32.09 

18.38 12.38 23.74 18.47 26.36 10.91 40.55 44.00 16.07 

4 Gly3P 

17.75 16.38 29.91 9.85 9.81 13.02 42.94 37.00 7.67 

14.99 13.69 25.09 19.70 9.24 7.97 44.48 21.31 24.40 

11.76 8.05 24.23 11.90 17.64 6.40 35.75 39.29 24.45 

5 G6P 

4.68 4.37 4.71 2.48 1.75 1.51 4.64 4.44 1.31 

3.45 3.73 5.07 3.27 1.85 1.89 5.16 2.69 1.69 

4.38 3.27 5.19 3.46 1.80 1.44 5.41 5.79 1.71 

6 F6P 

5.82 5.17 5.95 3.84 3.30 3.06 4.94 5.07 3.03 

4.85 4.64 5.69 4.22 3.17 3.28 5.54 3.99 2.93 

5.26 4.69 5.55 4.22 3.11 2.95 5.68 6.62 3.02 

7 DHAP 

2.00 2.15 2.07 1.90 1.95 - 2.00 1.99 2.22 

2.04 1.99 1.95 1.95 1.87 1.93 2.18 2.10 - 

2.00 5.84 2.15 1.91 1.93 - 1.92 2.70 1.88 

8 GAP ND ND ND 

9 R5P <LOQ <LOQ <LOQ 

10 RU5P ND ND ND 

11 E4P ND ND ND 

12 S7P 

14.19 15.57 18.84 6.20 4.38 3.75 14.78 16.19 3.17 

9.85 12.44 17.94 8.81 4.16 4.69 16.87 15.60 4.37 

12.52 14.17 18.67 8.21 4.68 3.22 16.13 21.31 4.45 

13 PEP 

4.94 4.48 3.02 2.52 2.64 2.41 4.49 3.12 2.29 

2.87 3.60 4.40 4.54 2.42 2.21 5.63 5.94 2.79 

3.46 3.76 3.45 2.92 1.94 1.99 5.75 6.09 2.82 

14 PYR <LOQ <LOQ <LOQ 

15 Xylu ND ND ND 

16 Xilose 

3581 3952 4086 2189 2508 1921 2012 2153 2118 

3165 4110 3158 2071 1732 2864 2101 2113 2007 

4050 3861 3696 1921 2185 1764 1639 2972 1984 

17 Glicose ND ND ND 

18 Glicerol ND ND ND 

19 Xilitol 

3494 3351 3778 2501 2149 2154 6146 5491 2989 

2716 3269 3173 3382 1675 2318 6081 4984 4385 

2882 2417 3528 2591 2489 1633 5467 5071 4212 

*ND: não detectado
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Tabela 12. Concentração dos metabólitos intracelulares das réplicas da levedura C. 

tenuis nos pontos de coleta (49h, 67h e 94h), durante a fase exponencial de 

crescimento, e em triplicata de extração (A, B e c), sob condição microaeróbica. 

 
# 

Metabólitos 

49h 

(µg/mL) 

67h 

(µg/mL) 

94h 

(µg/mL) 

A B C A B C A B C 

1 ACCOA 

6.85 6.88 6.84 7.10 6.90 6.64 7.49 7.36 7.44 

6.74 6.94 6.45 7.05 7.21 6.75 7.03 7.22 6.97 

6.68 6.55 6.71 7.20 7.36 6.80 7.04 7.36 7.26 

2 AKG ND ND ND 

3 L-MAL 

1.74 2.15 3.50 3.14 1.86 3.70 3.14 3.55 3.67 

1.17 1.99 1.14 3.14 2.91 2.92 2.00 2.62 2.30 

1.31 0.94 3.44 2.07 1.64 2.89 2.30 3.21 2.18 

4 Gly3P 

0.71 0.65 1.64 1.29 0.58 1.51 1.44 1.61 2.05 

0.55 0.66 0.55 1.40 0.76 1.27 0.88 1.02 1.12 

0.61 0.51 1.26 0.79 0.58 1.15 1.04 1.29 1.00 

5 G6P 

1.92 2.56 1.24 2.03 2.21 0.99 1.60 1.75 1.37 

1.36 2.36 0.79 1.99 2.94 0.97 1.04 1.37 0.96 

1.52 1.32 1.46 1.61 2.00 1.10 1.24 1.90 0.99 

6 F6P 

3.05 3.61 2.47 3.34 3.50 2.25 2.71 2.75 2.67 

2.59 3.66 2.06 3.20 4.20 2.16 2.34 2.66 2.21 

2.88 2.65 2.76 2.86 3.43 2.19 2.53 3.08 2.22 

7 DHAP ND ND ND 

8 GAP ND ND ND 

9 R5P ND ND ND 

10 RU5P 

3.30 2.33 2.79 2.75 2.39 2.48 2.46 2.47 3.78 

3.40 2.84 2.26 3.09 1.86 4.91 2.55 2.58 2.62 

2.35 1.75 3.29 2.93 2.57 4.42 2.29 2.20 2.53 

11 E4P ND ND ND 

12 S7P 

4.25 5.18 3.31 5.01 3.99 2.34 3.04 2.95 2.62 

3.05 4.62 1.50 4.31 5.14 2.04 1.94 2.16 1.46 

3.50 2.34 4.09 3.21 3.49 2.23 1.80 3.03 1.398 

13 PEP ND ND ND 

14 PYR ND ND ND 

15 Xylu ND ND ND 

16 Xilose 

5416 4353 5369 4142 3431 3409 4084 3859 3584 

4468 5803 3124 5198 6432 3751 3633 3633 2869 

5246 3371 5220 5447 3779 4387 4424 4143 2507 

17 Glicose ND ND ND 

18 Glicerol ND ND ND 

19 Xilitol 

370.3 630.9 508.7 798.4 684.0 522.9 1671 1650 1134 

250.5 741.1 252.8 1027 1457 729.9 1378 1339 810.8 

293.2 310.7 440.7 916.0 712.3 808.1 1684 1526 773.5 

  *ND: não detectado
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O glicerol-3-fosfato (Gly3P) está entre os metabólitos mais concentrados 

nas amostras analisadas sob condição aeróbica (Tabela 11). Esta é uma 

característica comum desta espécie já relatado na literatura14. O acúmulo de 

Gly3P sob condições aeróbicas pode estar relacionado com a alta atividade da 

enzima XR por esta levedura76.   

As Figuras 21 e 22 apresentam os cromatogramas de MRM dos 

metabólitos identificados nas amostras da levedura C. tenuis com as soluções 

padrão destes compostos, nas condições aeróbica e microaeróbica, 

respectivamente. Como os níveis de concentrações de alguns dos metabólitos 

ficaram muito próximos dos limites de quantificação a qualidade dos picos 

cromatográficos para estes compostos foi afetada. 

 

Figura 21. Cromatogramas de MRM dos metabólitos identificados nas 

amostras da levedura C. tenuis com as soluções padrão destes compostos, na 

condição aeróbica. A linha sólida corresponde a solução padrão e a linha 

pontilhada os metabólitos quantificados na amostra: a) xilose, b) xilitol, c) 

glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) sedoheptulose-7-fosfato 

(S7P), e) glicerol-3-fosfato (Gly3P), f) dihidroxi acetona fosfato (DHAP), g) 

ácido málico (L-MAL) e h) fosfo(enol)piruvato (PEP) e acetil co-enzima A 

(ACCOA). 
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Figura 22. Cromatogramas de MRM dos metabólitos identificados nas 

amostras da levedura C. tenuis com as soluções padrão destes compostos, 

nas condições microaeróbica. A linha sólida corresponde a solução padrão e a 

linha pontilhada os metabólitos quantificados na amostra: a) xilose, b) xilitol, c) 

glicose-6-fosfato (G6P) e frutose-6-fosfato (F6P), d) ribose-5-fosfato (R5P) e 

ribulose-5-fosfato (Ru5P), e) sedoheptulose-7-fosfato (S7P), f) glicerol-3-fosfato 

(Gly3P), g) ácido málico (L-MAL) e h) acetil co-enzima A (ACCOA). 

 

Uma quantidade significativa de metabólitos não foi detectado nas 

amostras de C. tenuis, quando comparado com as outras espécies de 

leveduras em estudo. Embora tenha sido proposto anteriormente que a 

levedura C. tenuis é capaz de fermentar xilose, esta levedura apresentou as 

menores taxas de consumo de xilose entre as leveduras avaliadas e não foi 

capaz de produzir etanol em nenhuma das condições de crescimento testadas. 

Em contrapartida, houve um acúmulo de xilitol durante a fermentação com 

oxigênio limitado (15.4 g.L-1) (Figura 23). Provavelmente algumas mudanças 

nos parâmetros da fermentação em relação a trabalhos anteriores podem ter 

influenciado o metabolismo da C. tenuis. A baixa taxa de fluxo de ar durante a 

fermentação microaeróbica e o uso de meio mineral definido em vez de extrato 
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de levedura por exemplo, podem estar relacionados com a não detecção de 

etanol neste experimento61. Por esta razão a análise estatística e metabólica 

dessa espécie de levedura não foi realizada.  

 

 

Figura 23. Gráficos dos produtos da fermentação da xilose pela levedura 

Candida tenuis (xilose, xilitol e etanol) e da biomassa sob as condições de 

crescimento a) aeróbica e b) microaeróbica. 

 

Sendo assim, os dados da quantificação das outras três leveduras 

avaliadas foram submetidos a análise estatística para a continuação do estudo 

metabolômico dessas espécies. 

 

4.4 Análise estatística dos dados obtidos na quantificação de amostras 

de leveduras fermentadoras de xilose utilizando ANOVA   

 

Um modelo matemático e biologicamente representativo foi construído 

para a análise e interpretação dos dados obtidos, devido ao grande número de 

dados gerados pelas analises metabolômicas, conforme apresentado no 

desenho experimental (Figura 5).  

Desta forma, era necessário avaliar diferenças significativas da extração 

em relação as réplicas biológicas, avaliar a influência do tempo de crescimento 
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da levedura e determinar se a abundância relativa de cada metabólito 

identificado foi significativamente diferente entre as condições de crescimento.  

A análise de variância (ANOVA) com medidas repetidas e abordagem 

slipt-plot foi o modelo matemático escolhido para o tratamento dos dados 

gerados através do software RStudio, cujo código de programação foi 

desenvolvido pelo colaborador Igor Ferreira Nascimento, aluno de doutorado 

na área de estatística da Universidade de Brasília.  

A partir do processo experimental desenvolvido (Figura 5) foi necessário 

realizar as análises estatísticas por medidas repetidas. Inicialmente, as 

leveduras foram submetidas a dois tipos de tratamentos (aeróbico e 

microaeróbico) - fator A, e em 3 diferentes tempos de fermentação durante a 

fase de crescimento exponencial das leveduras - fator B. Ao final do processo 

em triplicata para cada tratamento, foram obtidas 9 unidades.  

As replicatas biológicas são as whole-plots, e as variações nessas 

unidades são responsáveis por analisar o efeito do fator A. Cada whole-plot é 

dividida em três partes denominada split-plot, em que o tempo de coleta é 

atribuída a cada uma. Neste caso, cada uma das 9 unidades teve a 

concentração medida em cada unidade de tempo. Tais unidades são as 

medidas repetidas, utilizadas para medir o erro do efeito do fator B e a 

interação entre o efeito A e B (Figura 24). 

.
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Figura 24. Esquema explicativo da análise estatística por ANOVA com 

medidas repetidas e design split-plot. 

 

Tendo em vista que cada unidade de tempo foi medida três vezes, essas 

três medidas foram utilizadas para reduzir o erro operacional (extração). Assim 

para análise estatística foram utilizadas as médias das réplicas de medidas em 

cada split-plot de tempo.  

O modelo ANOVA estabeleceu um valor único representativo das 

concentrações de metabólitos intracelulares, sendo o desvio padrão relativo 

(RSD) o quociente do desvio padrão pela média das concentrações das 

réplicas biológicas e técnicas. 

 

4.4.1 Análise e interpretação dos dados da quantificação da levedura S. 

stipitis 

 

As Tabelas 13 e 14 apresentam as médias das concentrações dos 

metabólitos quantificados nas réplicas biológicas da levedura S. stipitis para 

cada unidade de tempo sob condição aeróbica (22, 26 e 29h) e microaeróbica 

(20, 28 e 40h).  
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Como o desvio padrão relativo (RSD) descreve a distribuição dos dados 

em termos de média, o mesmo foi calculado em porcentagem. Assim quanto 

menor o valor do desvio padrão relativo, mais homogêneos são os dados, ou 

seja, menor a dispersão em torno da média. De uma forma geral, valores de 

RSD em experimentos biológicos podem variar de acordo com o tipo de matriz 

a ser analisada, sendo este valor dependente da quantidade de variáveis que 

compõe o processo77,78.  

Os maiores valores de desvio padrão relativo (RSD) foram encontrados 

para os experimentos realizados sob condição aeróbica (Tabela 13), 

especificamente para os metabólitos L-MAL (121.58%), AKG (64.7%), Gly3P 

(81.0%) e S7P (51.77%).  

 

Tabela 13. Concentração dos metabólitos quantificados em amostras de S. stipitis 

após tratamento estatístico sob condição aeróbica, nos três tempos de coleta com os 

respectivos desvios padrão relativo (RSD) para n=3. 

 
# 

Metabólitos 
22h 26h 29h 

(µg/mL) RSD (%) (µg/mL) RSD (%) (µg/mL) RSD (%) 

1 AKG 7.68 64.68 10.07 22.35 11.15 44.27 

2 L-MAL 69.98 14.62 71.61 71.53 28.35 73.01 

3 Gly3P 13.16 27.75 8.35 81.00 3.44 121.58 

4 G6P 5.72 2.93 5.33 64.98 3.66 50.16 

5 F6P 9.44 17.14 6.06 45.16 4.11 44.43 

6 DHAP 3.33 13.40 2.89 47.30 <LOQ - 

7 R5P 2.97 48.49 2.95 70.17 1.51 57.49 

8 Ru5P 9.82 42.23 7.96 66.45 5.25 71.64 

9 S7P 40.32 37.31 29.84 51.77 16.18 65.37 

10 PEP 9.09 14.06 7.64 33.94 6.49 15.10 

11 PYR 8.28 31.98 8.93 33.95 8.85 54.72 

12 Xilose 4322.00 47.85 1262.35 90.42 449.68 153.92 

13 Xilitol 1307.99 19.46 654.53 58.93 360.76 71.34 

 

Para a condição microaeróbica os valores de desvio padrão relativo do 

segundo ponto de coleta durante a fase de crescimento exponencial ficaram 

abaixo de 25% para todos os metabólitos quantificados exceto para o xilitol, 

que apresentou um RSD de 35.8% (Tabela 14).  
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Tabela 14. Concentração dos metabólitos quantificados em amostras de S. stipitis 

após tratamento estatístico sob condição microaeróbica, nos três tempos de coleta 

com os respectivos desvios padrão relativo (RSD) para n=3. 

 
# 

Metabólitos 
20h 28h 40h 

(µg/mL) RSD (%) (µg/mL) RSD (%) (µg/mL) RSD (%) 

1 L-MAL 18.10 22.82 28.09 10.25 11.64 77.66 

2 Gly3P 3.94 19.04 4.41 22.45 1.29 122.48 

3 G6P 3.53 42.21 6.61 17.85 5.35 5.61 

4 F6P 6.11 38.63 8.50 9.53 3.37 90.80 

5 DHAP 2.86 87.41 3.50 8.57 0.09 166.67 

6 R5P 3.77 2.12 4.19 10.25 0.74 17.57 

7 Ru5P 9.77 64.18 11.81 12.41 3.39 26.25 

8 E4P 1.61 29.81 1.89 14.06 1.40 13.57 

9 S7P 11.50 36.78 19.94 7.41 6.73 58.10 

10 PEP 3.62 11.60 3.53 19.61 3.48 23.28 

11 PYR 5.20 86.73 8.61 11.90 3.61 76.45 

12 Xilose 4991.1 14.21 3389.29 24.82 910.15 171.74 

13 Xilitol 225.05  31.09 221.58 35.85 129.80 58.21 

 

A Tabela 15 apresenta o nível de significância do modelo ANOVA para 

os fatores avaliados, condição de crescimento (A) e tempo de coleta (B), e a 

interação entre eles (AB), sendo considerado significativo p-valores até 5%.  

O fator B é significativo ao nível de 5% em relação a variável resposta 

para praticamente todos os metabólitos com exceção para a ribose-5-fosfato e 

a xilose que apresentaram significância ao nível de 1%. Indicando assim que a 

concentração destes metabólitos pode ser explicada pelo fator tempo de coleta. 

O fator A apresentou significância negativa para os metabólitos 

fosfo(enol)piruvato (5%) e xilitol (1%) indicando que a variável concentração 

diminui em experimentos com pouco ou nenhum oxigênio para esta levedura. 

Além disso, existe um efeito de interação ao nível de 5% para estes 

metabólitos entre as variáveis condição de crescimento e tempo de coleta.  
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Tabela 15. Nível de significância do modelo ANOVA para a levedura S. stipitis 

indicando o efeito do p-valor para condição de crescimento (Fator A), tempo de coleta 

(Fator B) e interação entre os fatores A e B (IAB). 

 
# 

Metabólitos 
p-valores 

A B IAB 

1 L-MAL    

2 Gly3P  *  

3 G6P    

4 F6P  *  

5 DHAP  *  

6 R5P  **  

7 Ru5P  *  

8 E4P    

9 S7P  *  

10 PEP - * * 

11 PYR    

12 Xilose  **  

13 Xilitol -- * * 

Código de significância 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

 

Os gráficos com os valores finais da concentração dos metabólitos 

intracelulares das amostras resultantes da fermentação da levedura S. stipitis, 

durante a fase exponencial de crescimento nas condições de fermentação: 

aeróbica e microaeróbica obtidos através da ANOVA com medidas repetidas, 

relacionam as 3 réplicas biológicas e os 3 diferentes tempos de coleta (Figura 

25). Desta forma é possível observar a diferença significativa entre as 

condições de crescimento e o efeito de interação entre as variáveis, condição 

de crescimento e tempo de coleta. 
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Figura 25. Gráficos dos 3 pontos da fase exponencial de crescimento da 

levedura S. stipitis indicando a concentração final obtida no tratamento 

estatístico da quantificação das amostras nas condições microaeróbica (cinza 

escuro) e aeróbica (cinza claro). 

 

A partir, desta análise pode-se concluir que não é possível sintetizar os 

diferentes estágios de crescimento desta levedura. Sendo necessário escolher 

um único tempo de coleta para a análise metabolômica. Desta forma, o 

segundo ponto da fase exponencial foi selecionado, por ser o ponto central de 

crescimento da levedura onde, os compostos apresentam maior linearidade e 

menores valores de dispersão dos dados (RSD < 25%), para a maior parte dos 

metabólitos intracelulares medidos.  

A via simplificada do metabolismo da xilose por leveduras é apresentada 

na Figura 26. As concentrações resultantes da quantificação dos metabólitos 

das amostras da levedura S. stipitis no segundo ponto da fase exponencial de 

crescimento foram plotados em função das condições de crescimento 

avaliadas. 
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O metabolismo da xilose pela S. stipitis ocorre pela via oxidoredutiva em 

duas etapas comum à leveduras fermentadoras de xilose, a xilose redutase 

(XR) e a xilitol desidrogenase (XDH)71. No entanto, esta espécie é um dos 

poucos tipos de levedura que possuem cofatores XR específicos para NADPH 

e NADH, o que fornece a capacidade de excretar menos xilitol durante a 

fermentação da xilose, principalmente sob condição microaeróbica (Figura 26). 

Embora o fluxo glicolítico não tenha sido diretamente afetado pelos níveis de 

oxigênio, o metabólito L-MAL aumentou cerca de 2.5 vezes quando as células 

foram submetidas a condição aeróbica, indicando que sob está condição o 

fluxo é direcionado para o ciclo do ácido tricarboxílico (TCA).



88 
 

 

Figura 26. Esquema simplificado do metabolismo central do carbono de xilose 

a etanol por levedura e concentrações de 13 metabólitos da levedura S. stipitis 

em condições aeróbicas (AO) e oxigênio limitado (OL). Vias metabólicas 

destacadas: assimilação de xilose oxidoredutiva (azul), via da pentose fosfato 

(verde), glicólise (vermelha) e ciclo do ácido tricarboxílico (roxo). As caixas 

pontilhadas indicam qual destes metabólitos são detectados pelo método HILIC 

e as caixas sólidas indicam as detectadas pelo método IPC. 

 

Conforme já indicado na análise por ANOVA existem indícios estatísticos 

de que o nível de oxigênio influencia na concentração dos metabólitos. Desta 
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forma, foi necessário selecionar uma única condição de crescimento para a 

análise metabolômica.  

Os dados obtidos para a condição de crescimento microaeróbica no 

segundo ponto de coleta apresentaram menores valores de desvio padrão 

relativo quando comparados com a condição aeróbica (Tabelas 13 e 14). Além 

disso, os dados apresentados anteriormente (seção 4.3.1) mostraram que a 

regulação no nível de oxigênio é um fator fundamental para bons rendimentos 

na produção de etanol para a levedura S. stipitis. Tendo esta espécie 

apresentado maior rendimento de etanol (0.45 g.g-1) sob condições 

microaeróbicas (Figura 14). Assim, esta foi a condição selecionada para a 

continuação do estudo da metabolômica desta levedura. 

 

4.4.2 Análise e interpretação dos dados da quantificação da levedura S. 

passalidarum 

 

As concentrações obtidas na quantificação das amostras das leveduras 

S. passalidarum estão apresentadas como uma média das réplicas biológicas 

com os respectivos valores de RSD, nas duas condições de crescimento e 

seus respectivos tempos de coleta (Tabelas 15 e 16). O metabólito S7P 

apresentou os maiores valores de RSD sob condição aeróbica nos três tempos 

de fermentação analisados (9, 13 e 21 h). Os metabólitos G6P, F6P, xilitol 

(13h) e PEP (21h) obtiveram coeficientes de variação acima de 40%, os outros 

metabólitos alcançaram RSD em torno de 30% ou menos (Tabela 16).
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Tabela 16. Concentração dos metabólitos quantificados em amostras de S. 

passalidarum após tratamento estatístico sob condição aeróbica, nos três tempos de 

coleta com os respectivos desvios padrão relativo (RSD) para n=3. 

 
# 

Metabólitos 
09h 13h 21h 

(µg/mL) RSD (%) (µg/mL) RSD (%) (µg/mL) RSD (%) 

1 AKG - - 3.65 34.08 10.56 23.74 

2 L-MAL 48.89 27.65 86.89 1.70 74.71 5.24 

3 Gly3P 7.58 18.79 6.40 36.40 6.64 34.08 

4 G6P 10.57 22.06 8.36 59.56 9.43 27.02 

5 F6P 17.10 30.00 13.27 49.99 8.97 19.32 

6 DHAP 3.40 26.64 2.59 31.32 1.15 17.59 

7 R5P 3.25 20.66 2.86 17.57 1.40 5.72 

8 Ru5P 4.73 21.01 6.24 27.77 2.26 1.53 

9 E4P 2.09 14.70 1.93 32.35 1.44 3.61 

10 S7P 108.32 113.86 118.54 88.24 14.02 82.57 

11 PEP 18.43 13.34 21.47 10.24 21.81 44.84 

12 PYR 6.42 7.75 7.73 22.16 3.83 2.25 

13 Xilose 3460.70 8.60 499.80 106.50 22.99 5.22 

14 Glicerol 138.71 30.58 162.49 11.65 113.95 24.25 

15 Xilitol 627.57 17.25 474.78 43.70 159.75 27.21 

 

O experimento sob condições microaeróbicas apresentou baixa 

dispersão dos dados, principalmente no segundo ponto de coleta (45h de 

fermentação), onde a maior parte dos mebólitos intracelulares obtiveram RSD 

abaixo de 10%. Com exceção para os metabólitos G6P (13.10%) e PYR 

(16.24%) (Tabela 17). 
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Tabela 17. Concentração dos metabólitos quantificados em amostras de S. 

passalidarum após tratamento estatístico sob condição microaeróbica, nos três tempos 

de coleta com os respectivos desvios padrão relativo (RSD) para n=3. 

 
# 

Metabólitos 
40h 45h 55h 

(µg/mL) RSD (%) (µg/mL) RSD (%) (µg/mL) RSD (%) 

1 ACCOA 9.45 1.90 10.12 0.37 16.15 12.94 

2 L-MAL 48.29 2.90 56.33 0.97 54.15 14.63 

3 Gly3P 5.6 2.86 6.00 6.29 1.40 82.14 

4 G6P 14.39 23.00 16.60 13.10 8.43 31.67 

5 F6P 20.12 11.13 21.10 4.21 9.16 21.83 

6 DHAP 2.80 27.86 3.33 0.40 1.44 34.72 

7 R5P 6.04 23.34 6.69 7.79 2.11 10.43 

8 Ru5P 10.39 19.25 11.93 6.75 4.43 32.51 

9 E4P 2.64 0.11 2.66 0.59 1.89 7.41 

10 S7P 106.05 21.69 140.06 8.46 24.96 35.18 

11 PEP 10.82 11.92 13.82 2.82 19.13 7.21 

12 PYR 2.96 7.77 5.09 16.24 5.72 31.12 

13 Xilose 2424.01 17.17 1632.66 30.92 33.53 57.29 

14 Xilitol 306.18 30.33 321.48 41.24 83.18 57.44 

 

A Tabela 18 apresenta os níveis de significância do modelo ANOVA para 

os p-valores obtidos na análise na levedura S. passalidarum. O fator A 

(microaeróbico) apresentou níveis de significância negativos para os 

metabólitos L-MAL (1%), PEP (5%) e Gly3P (5%) (Tabela 18), indicando que os 

valores da concentração diminuem sob efeito desta variável. O contrário ocorre 

para os compostos R5P e Ru5P em que a condição de crescimento sem 

oxigênio tem um efeito positivo na concentração ao nível de significância de 

1%.  

O fator B mostrou ter efeito significativo sob a variável resposta, com 

nível de significância abaixo de 5%, para a maior parte dos metabólitos 

analisados (Tabela 18). A concentração dos metabolitos Gly3P e G6P não 

puderam ser explicados por este fator. 
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Tabela 18. Nível de significância do modelo ANOVA para a levedura S. passalidarum 

indicando o efeito do p-valor para condição de crescimento (Fator A), tempo de coleta 

(Fator B) e interação entre os fatores A e B (IAB). 

 
# 

Metabólitos 
p-valores 

A B IAB 

1 L-MAL -- **  

2 Gly3P -   

3 G6P    

4 F6P  *  

5 DHAP  **  

6 R5P ++ *** * 

7 Ru5P ++ **  

8 E4P  **  

9 S7P  *  

10 PEP - *  

11 PYR  * * 

12 Xilose  *** * 

13 Xilitol  ** -- 

Código de significância 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

 

A Figura 27 apresenta os gráficos com os valores finais da concentração 

dos metabólitos intracelulares das amostras resultantes da fermentação da 

levedura S. passalidarum. É possível observar as diferenças entre as variáves 

tempo de coleta principalmente para os compostos S7P, F6P, G6P que vão 

diminuindo ao longo do tempo.  
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Figura 27. Gráficos dos 3 pontos da fase exponencial de crescimento da 

levedura S. passalidarum indicando a concentração final obtida no tratamento 

estatístico da quantificação das amostras nas condições microaeróbica (cinza 

escuro) e aeróbica (cinza claro). 

 

A análise estatística das amostras da levedura S. passalidarum também 

apresentaram diferenças estatísticas significativas em relação ao tempo de 

crescimento da levedura e a condição de crescimento. Desta forma, o segundo 

ponto de coleta e a condição microaeróbica foram selecionados para a análise 

metabolomica. O desvio padrão relativo dos metabólitos coletados nestas 

condições ficou abaixo de 16%. Além disso, a levedura S. passalidarum obteve 

alto rendimento de etanol (0.48 g.g-1), sob condições microaeróbicas (Figura 

17).  

A enzima XR nesta levedura tem uma preferência por NADH e a enzima 

XDH é dependente de NAD+. Portanto, o NAD+ exigido pela XDH pode ser 

satisfeito pela reoxidação do NADH pela XR da S. passalidarum (Figura 28), 

sem necessidade de oxigênio extra80. 

A levedura S. passalidarum apresentou maiores valores de 

concentração no segundo ponto de coleta para os metabólitos S7P, G6P e F6P 
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sob condição microaeróbica, indicando que o fluxo do metabolismo da xilose 

nesta levedura é direcionado para as vias PPP e glicólise (Figura 28). 

 

 

Figura 28. Esquema simplificado do metabolismo central do carbono de xilose 

a etanol por levedura e concentrações de 14 metabólitos da levedura S. 

passalidarum em condições aeróbicas (AO) e oxigênio limitado (OL). Vias 

metabólicas destacadas: assimilação de xilose oxidoredutiva (azul), via da 

pentose fosfato (verde), glicólise (vermelha) e ciclo do ácido tricarboxílico 

(roxo). As caixas pontilhadas indicam qual destes metabólitos são detectados 

pelo método HILIC e as caixas sólidas indicam as detectadas pelo método IPC. 
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4.4.3 Análise e interpretação dos dados da quantificação da levedura S. 

arborariae 

 

Os dados de quantificação tratados por ANOVA da levedura S. 

arborariae apresentaram coeficiente de correlação próximos ou acima de 50% 

principalmente para o terceiro ponto da fase exponencial de crescimento, com 

exceção para ACCOA e PEP (Tabelas 19 e 20). Este ponto é muito próximo a 

fase estacionária, onde a variação na quantidade da fonte de carbono 

disponível é maior. Possivelmente ocasionando maiores diferenças nas 

concentrações intracelulares das réplicas biológicas.   

 

Tabela 19. Concentração dos metabólitos quantificados em amostras de S. arborariae 

após tratamento estatístico sob condição aeróbica, nos três tempos de coleta com os 

respectivos desvios padrão relativo (RSD) para n=3. 

 
# 

Metabólitos 
17h 22h 26h 

(µg/mL) RSD (%) (µg/mL) RSD (%) (µg/mL) RSD (%) 

1 ACCOA 16.84 11.90 19.10 9.44 27.83 13.18 

2 L-MAL 63.59 14.39 69.69 16.20 45.96 48.30 

3 Gly3P 5.57 12.69 9.93 54.84 5.72 64.14 

4 G6P 2.94 28.58 7.79 87.01 10.39 53.19 

5 F6P 4.35 17.15 7.93 53.58 11.11 72.41 

6 DHAP 1.37 28.19 1.89 52.48 2.75 85.57 

7 R5P 2.44 27.28 2.84 34.35 3.77 67.04 

8 Ru5P 22.10 33.67 25.16 33.53 13.09 79.71 

9 S7P 25.63 56.57 32.45 56.70 38.79 83.85 

10 PEP 11.73 22.56 18.38 24.54 29.66 31.21 

11 PYR 1.85 59.55 2.76 63.23 2.94 49.12 

12 Xilose 3184.5 78.42 1533.7 115.50 870.4 118.82 

13 Xilitol 786.8 25.84 1299.0 55.37 1794.4 66.67 

 

A Tabela 20 apresenta os dados do experimento sob condições 

microaeróbica. Para o segundo ponto de coleta (32h) obteve-se 3 metabólitos 

medidos com RSD > 30% (G6P, R5P e PYR). Em contrapartida, o primeiro 

(27h) e o terceiro ponto (41h) obtiveram 4 e 8 metabólitos medidos, 

respectivamente, com RSD > 30%.  
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Tabela 20. Concentração dos metabólitos quantificados em amostras de S. arborariae 

após tratamento estatístico sob condição microaeróbica, nos três tempos de coleta 

com os respectivos desvios padrão relativo (RSD) para n=3. 

 
# 

Metabólitos 
27h 32h 41h 

(µg/mL) RSD (%) (µg/mL) RSD (%) (µg/mL) 
RSD 
(%) 

1 ACCOA 8.26 26.39 8.58 24.13 8.13 154.00 

2 L-MAL 9.16 3.93 15.74 12.20 9.43 41.36 

3 Gly3P 1.95 6.67 2.50 11.20 2.32 55.60 

4 G6P 5.28 92.05 4.59 42.27 8.40 52.86 

5 F6P 6.43 29.86 5.55 18.56 6.93 42.86 

6 DHAP 1.13 59.29 < LOQ - 1.48 26.35 

7 R5P 2.02 30.69 1.93 36.27 2.26 58.85 

8 Ru5P 4.41 19.50 8.15 25.77 8.15 25.77 

9 S7P 16.43 29.64 17.39 15.70 14.56 56.18 

10 PEP 3.55 21.13 4.73 17.34 4.86 49.18 

11 PYR 1.22 56.56 1.42 54.93 1.30 11.54 

12 Xilose 5000.86 29.07 5116.46 6.10 3051.26 9.15 

13 Xilitol 402.06 4.17 422.62 7.06 3051.26 9.15 

LOQ = limite de quantificação 

 

Os metabólitos ACCOA, Gly3P, Ru5P, S7P e PEP apresentaram um 

efeito negativo com nível de significância abaixo de 5%, em relação ao fator A 

(microaeróbico) (Tabela 21).  

Diferentemente das outras duas espécies de leveduras analisadas 

anteriormente o efeito do fator tempo de coleta (Fator B) não foi significativo 

para a maior parte dos metabólitos. No entanto, o segundo ponto de coleta foi 

selecionado para a análise metabolômica, pois apresentou uma maior 

quantidade de metabólitos com RSD < 30% quando comparado aos outros dois 

pontos de coleta (Tabela 20).  
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Tabela 21. Nível de significância do modelo ANOVA para a levedura S. arborariae 

indicando o efeito do p-valor para condição de crescimento (Fator A), tempo de coleta 

(Fator B) e interação entre os fatores A e B (IAB). 

 
# 

Metabólitos 
p-valores 

A B IAB 

1 ACCOA --- ** ** 

2 L-MAL    

3 Gly3P ---   

4 G6P    

5 F6P    

6 DHAP    

7 R5P    

8 Ru5P - * * 

9 S7P ---   

10 PEP -- ** ** 

11 PYR    

12 Xilose    

13 Xilitol    

Código de significância 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

 

A Figura 29 apresenta os gráficos com os valores finais da concentração 

obtidas por ANOVA das amostras resultantes da fermentação da levedura S. 

arborariae, relacionando as 3 réplicas biológicas e os 3 diferentes tempos de 

coleta, nas duas condições de crescimento: aeróbica e microaeróbica. Os 

metabólitos S7P, Ru5P, PEP, L-MAL e ACCOA apresentaram as maiores 

concentrações principalmente sob condição aeróbica 

Em geral, todos os metabólitos quantificados em condições 

microaeróbicas foram detectados em concentração mais baixa quando 

comparados com a condição aeróbica (Figura 29). A levedura S. arborariae 

produziu duas vezes mais biomassa sob condições aeróbicas (0.31 g.g-1) do 

que sob oxigênio limitado (0.15 g.g-1) (Figura 20). Esta diferença nas 

concentrações para as condições de crescimento analisadas pode estar 

relacionada com o rendimento da biomassa.  
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Figura 29. Gráficos dos 3 pontos da fase exponencial de crescimento da 

levedura S. arborariae indicando a concentração final obtida no tratamento 

estatístico da quantificação das amostras nas condições microaeróbica (cinza 

escuro) e aeróbica (cinza claro). 

 

Os metabólitos L-MAL e ACCOA apresentaram valores de concentração 

4.5 e 2.4 vezes maiores para a condição aeróbica, respectivamente (Tabelas 

19 e 20), confirmando uma maior atividade no ciclo TCA sob esta condição 

(Figura 30).  

Três metabólitos da via PPP (ribose-5-fosfato (R5P), ribulose-5-fosfato 

(RU5P) e sedoptulose-7-fosfato (S7P)), foram quantificados nas amostras de S. 

arborariae, sendo o S7P o metabólito mais abundante em ambas as condições 

de crescimento (Figura 30). O excesso de S7P em S. arborariae pode ser 

atribuído a atividade insuficiente de enzimas PPP, como ocorre na levedura S. 

cerevisiae nativa81. A superexpressão de genes de PPP não oxidativos em S. 

cerevisiae mostrou melhorar a conversão de xilose a etanol82. Além disso, a 

presença da glicose-6-fosfato (G6P) e a frutose-6-fosfato (F6P) pode indicar a 

necessidade de regeneração do cofator NADPH na via PPP não oxidativo81. 
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Figura 30. Esquema simplificado do metabolismo central do carbono de xilose 

a etanol por levedura e concentrações de 13 metabólitos da levedura S. 

arborariae em condições aeróbicas (AO) e oxigênio limitado (OL). Vias 

metabólicas destacadas: assimilação de xilose oxidoredutiva (azul), via da 

pentose fosfato (verde), glicólise (vermelha) e ciclo do ácido tricarboxílico 

(roxo). As caixas pontilhadas indicam qual destes metabolitos são detectados 

pelo método HILIC e as caixas sólidas indicam as detectadas pelo método IPC. 

 

A análise por ANOVA reduziu todas as réplicas de cada uma das três 

espécies de leveduras avaliadas para um valor único de concentração 
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representativo do estado celular. Desta forma, para a análise metabolômica 

decidiu-se utilizar apenas o segundo ponto de coleta durante a fase 

exponencial de crescimento da levedura sob condição microaeróbica.  

Os dados obtidos na análise estatística foram validados através da 

análise de fluxo metabólico (MFA) e utilizados para a construção da distribuição 

do fluxo intracelular das espécies em estudo.  

 

4.5 Análise de fluxo metabólico (MFA) para leveduras fermentadoras de 

xilose 

 

A análise de fluxo metabólico (MFA) foi realizada através do software 

OptFlux, uma plataforma de código aberto que permite a visualização in silico 

da distribuição de fluxos de carbono em uma rede metabólica67.  

A partir dos dados obtidos construiu-se um modelo metabólico baseado 

em 39 equações estequiométricas e no balanço de massa (material 

suplementar 04 e 05 anexo C). Nove dessas reações correspondem ao 

consumo de xilose, biomassa e formação de produtos extracelulares (etanol, 

CO2, xilitol, acetato, glicerol, ácido succínico e piruvato). Para solucionar esse 

sistema de equações utilizou-se um modelo de otimização que utiliza a 

ferramenta matemática de programação linear. Para isso foi necessário 

direcionar a otimização definindo uma função objetivo e impondo restrições ao 

sistema como: inclusão de parâmetros experimentais, imposição de taxas 

positivas para os produtos do metabolismo, de fluxos maior ou igual a zero 

para as reações irreversíveis e de pseudo-estado estacionário para os 

metabólitos intracelulares70. 

Em seguida as concentrações dos metabólitos intracelulares do ponto 

central da curva de crescimento exponencial na condição microaeróbica foram 

adicionados ao modelo estequiométrico a fim de serem validados.  

Desta forma os metabólitos quantificados pelo método de UHPLC-

MS/MS, xilose e xilitol, não foram incluídos no modelo. Os metabólitos 

validados foram utilizados para a construção do fluxo metabólicos das 

leveduras fermentadoras de xilose. No entanto, é necessário validar 

inicialmente os dados obtidos na análise estatística, e então as distribuições do 

fluxo intracelular são simuladas adicionando-se a concentração dos metabólitos 
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intracelulares com seus respectivos tempos de fermentação, assim a 

distribuição de fluxo experimental foi comparada com os valores teóricos. 

Como solução para esse modelo de otimização obteve-se a distribuição 

dos fluxos metabólicos para as três leveduras fermentadoras de xilose 

analisadas, S. stipitis, S. passalidarum e S. arborariae. Esses fluxos 

metabólicos calculados foram transferidos para o mapa de fluxos construído 

para serem melhor visualizados e utilizados para a MFA.  

 

4.5.1 Validação dos metabólitos intracelulares das leveduras 

fermentadoras de xilose S. stipitis, S. passalidarum e S. arborariae 

utilizando MFA 

 

As amostras analisadas de S. stipitis e S. arborariae apresentaram 13 

metabólitos quantificados sob condição microaeróbica. Destes, 10 metabólitos 

intracelulares foram utilizados para simulação da distribuição do fluxo. Já para 

a S. passalidarum, foram utilizados 11 metabólitos quantificados (ACCOA, 

DHAP, E4P, F6P, G6P, L-MAL, PEP, PYR, R5P, RU5P, S7P), resultando em 

onze simulações de distribuição de fluxo. O teste de correlação de Pearson 

(R2) foi usado para avaliar a consistência de cada fluxo medido com o 

calculado (Figuras 31-33). Os valores de R2 maiores que 0.90 e 0.95 foram 

considerados satisfatórios para determinar a correlação entre os fluxos 

medidos e calculados. Para a levedura S. stipitis, observou-se que oito de dez 

metabolitos (80%) apresentaram R2 > 0.90 entre os fluxos medidos e 

calculados, sendo que os metabólitos E4P, F6P, G6P, MAL e RU5P 

apresentaram R2 > 0.95 (Figura 31).  
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Figura 31. Correlação (R2) entre fluxos calculados e medidos da levedura S. 

stipitis cujo metabólitos medidos são: DHAP (di-hidroxi-acetona-fosfato), (E4P) 

eritrose-4-fosfato), F6P (frutose-6-fosfato), G6P (glicose-6-fosfato), L-MAL 

(ácido málico), PEP (fosfo(enol)piruvato), PYR (piruvato), R5P (ribose-5-

fosfato), RU5P (ribulose-5-fosfato), S7P (sedoheptulose-7-fosfato). O eixo X 

apresenta o fluxo calculado e o eixo Y o fluxo medido em mmol/gCDW.h-1. 

 

Os metabólitos produzidos pela levedura S. arborariae, obtiveram 

valores de correlação R2 > 0.90 para sete dos dez compostos quantificados (ou 

seja, 70%) e destes 50% (ACCOA, F6P, G6P, MAL e RU5P), apresentaram R2 

> 0.95 entre fluxos medidos e calculados (Figura 32).  
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Figura 32. Correlação (R2) entre fluxos calculados e medidos da levedura S. 

arborariae cujo metabólitos medidos são: ACCOA (acetil co-enzima A), DHAP 

(di-hidroxi-acetona-fosfato), (E4P) eritrose-4-fosfato), F6P (frutose-6-fosfato), 

G6P (glicose-6-fosfato), L-MAL (ácido málico), PEP (fosfo(enol)piruvato), PYR 

(piruvato), R5P (ribose-5-fosfato), RU5P (ribulose-5-fosfato), S7P 

(sedoheptulose-7-fosfato). O eixo X apresenta o fluxo calculado e o eixo Y o 

fluxo medido em mmol/gCDW.h-1. 

 

A levedura S. passalidarum obteve a maior quantidade de metabólitos 

com correlação acima de 0.95 comparado com as outras duas leveduras 

analisadas. Dentre os 11 metabólitos quantificados, nove apresentaram R2 > 

0.90 e 54% dos metabólitos (ACCOA, E4P, F6P, G6P, MAL e RU5P) 

apresentaram R2 > 0.95 (Figura 33). 
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Figura 33. Correlação (R2) entre fluxos calculados e medidos da levedura S. 

passalidarum cujo metabólitos medidos são: ACCOA (acetil co-enzima A), 

DHAP (di-hidroxi-acetona-fosfato), (E4P) eritrose-4-fosfato), F6P (frutose-6-

fosfato), G6P (glicose-6-fosfato), L-MAL (ácido málico), PEP 

(fosfo(enol)piruvato), PYR (piruvato), R5P (ribose-5-fosfato), RU5P (ribulose-5-

fosfato), S7P (sedoheptulose-7-fosfato). O eixo X apresenta o fluxo calculado e 

o eixo Y o fluxo medido em mmol/gCDW.h-1. 

 

Os metabólitos PEP e PYR obtiveram correlação inferior a 0.90 nos 

fluxos medidos e calculados em todas as leveduras testadas (Figuras 31-33). O 

piruvato participa de um ponto de ramificação em uma via metabólica entre 

uma fermentação respiratória e alcoólica, o que pode explicar a baixa 

correlação para este metabólito.  

Os metabólitos analisados nas espécies de leveduras fermentadoras de 

xilose em estudo, com R2 > 0.90 foram utilizados na distribuição do fluxo de 

carbono do metabolismo da xilose por espécies de leveduras. 
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4.5.2 Fluxo metabólico das leveduras fermentadoras de xilose S. stipitis, 

S. passalidarum e S. arborariae 

 

A distribuição dos metabólitos intracelulares no fluxo metabólico 

apresentou uma correlação acima de 90% entre os dados medidos e 

calculados para as três espécies de leveduras S. stipitis (Figura 34), S. 

arborariae (Figura 35) e S. passalidarum (Figura 36).  

Os fluxos calculados mostraram que a assimilação da xilose em S. 

stipitis, S. arborariae e S. passalidarum é realizada pela enzima XR usando os 

cofatores NADPH e NADH (R01 e R02)61,80. Como também visto em estudos 

anteriores8,14,84, duas reações representam esta primeira etapa no modelo do 

metabolismo da xilose.  

A reação de redução da xilose dependente de NADH mostrou maiores 

taxas de fluxo para S. stipitis e S. passalidarum (R02 Figura 34 e 35). Desta 

forma, a levedura S. arborariae produziu mais xilitol (Figura 20) do que as 

outras espécies analisadas (Figura 14 e 17).   

A levedura S. passalidarum possui duas enzimas XR e uma delas utiliza 

preferencialmente NADH como cofator68. Embora seja observado 

experimentalmente que a enzima XR das espécies S. stipitis e S. arborariae 

usa preferencialmente o co-fator NADPH, a taxa de fluxo calculada foi maior 

com reações que usam NADH. A diferença entre as atividades enzimáticas e a 

taxa de fluxo calculada pode ser explicada pelo fato destas determinações 

ocorrerem em um ambiente controlado, não necessariamente in vivo. Um 

resultado similar foi observado por Wahlbom et al. 2001, que avaliaram os 

fluxos intracelulares utilizando espécies de Saccharomyces cerevisiae 

modificadas12. 

O mecanismo do metabolismo da xilose na levedura S. arborariae é 

através da regeneração do cofator NADPH na via oxidativa das pentoses 

fosfato (R10 Figura 35). Sua taxa de fluxo para o consumo da xilose é mais 

lenta e a taxa de crescimento é menor quando comparada com as outras 

leveduras em estudo (Figura 35). O baixo crescimento celular, diminui a 

necessidade da utilização de NADPH causando uma baixa regulação dos 

fluxos através da via das pentoses fosfato (PPP)15,85. A primeira etapa de 

conversão da xilose no fluxo metabólico da levedura S. arborariae (Figura 35) 
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utiliza NADPH como cofator (R01). A taxa da primeira reação (R01) bem como 

a taxa de fluxo para a via oxidativa PPP (R10), responsável pela regeneração 

do NADPH, são 3 vezes maiores do que as observadas para a levedura S. 

passalidarum (Figura 36). Além disso, a conversão de glicose-6-fosfato em 

ribulose-5-fosfato para a S. passalidarum (R10 Figura 36) foi 3 vezes mais 

lenta que para as leveduras S. stipitis (R10 Figura 34) e S. arborariae (R10 

Figura 35). 
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Figura 34. Fluxo metabólico da levedura S. stipitis. Comparação da distribuição 

de carbono entre a taxa de fluxo calculada (linha superior) e medida (linha 

inferior). Os metabólitos intracelulares destacados em vermelho tiveram a 

concentração adicionada no modelo e foram validados através da simulação da 

taxa de fluxo medida. Os metabólitos externos tiveram as taxas de fluxo usadas 

como restrições. 
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,  

Figura 35. Fluxo metabólico da levedura S. arborariae. Comparação da 

distribuição de carbono entre a taxa de fluxo calculada (linha superior) e 

medida (linha inferior). Os metabólitos intracelulares destacados em vermelho 

tiveram a concentração adicionada no modelo e foram validados através da 

simulação da taxa de fluxo medida. Os metabólitos externos tiveram as taxas 

de fluxo usadas como restrições. 
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Figura 36. Fluxo metabólico da levedura S. passalidarum. Comparação da 

distribuição de carbono entre a taxa de fluxo calculada (linha superior) e 

medida (linha inferior). Os metabólitos intracelulares destacados em vermelho 

tiveram a concentração adicionada no modelo e foram validados através da 

simulação da taxa de fluxo medida. Os metabólitos externos tiveram as taxas 

de fluxo usadas como restrições. 
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As leveduras aqui avaliadas apresentaram reações de piruvato ao 

acetaldeído e consequentemente à produção de etanol (Figuras 34-36). O 

piruvato representa um dos pontos de regulação mais importantes no 

metabolismo do carbono. O carbono pode seguir reações catabólicas 

(produção de acetaldeído) ou vias anabólicas (produção de oxaloacetato). Em 

S. passalidarum (Figura 36) não foi observada taxa de fluxo para formação de 

glicerol (R32), esta é outra característica importante na distribuição do fluxo de 

carbono que se distingue de outras leveduras e pode estar associada a melhor 

balanço NADH/NAD+. 

Segundo o conhecimento do grupo, é a primeira vez que é proposto um 

modelo de fluxo metabólico para as espécies S. arborariae e S. passalidarum. 

Além disso, o fluxo metabólico combinado com a concentração de metabólitos 

intracelulares foi utilizado para melhorar a precisão da análise metabolômica. 

Tendo em vista que os dados de concentração dos metabólitos aumentam a 

precisão do estado do metabolismo celular e podem estar ligados à rede de 

reações metabólicas47.  

 

4.6 Comparação do metaboloma das leveduras fermentadoras de xilose 

S. stipitis, S. passalidarum e S. arborariae  

 

A Figura 37 apresenta um comparativo das concentrações dos onze 

metabólitos intracelulares, quantificados por UHPLC-MS/MS para as três 

leveduras fermentadoras de xilose, S. stipitis, S. arborariae e S. passalidarum.   
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Figura 37. Concentração dos metabólitos intracelulares (µg/mL) no ponto 

central da fase de crescimento exponencial. 

 

Inicialmente é possível observar que a eritrose-4-fosfato (E4P) não pôde 

ser detectada para a levedura S. arborariae (Figura 37), provavelmente porque 
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a taxa de fluxo nessa levedura para a formação de E4P foi pelo menos 2 vezes 

mais lenta (R09 = 0.23) quando comparada a S. stipitis e a S. passalidarum 

(R09= 0.65 e 0.42). O metabólito sedoheptulose-7-fosfato (S7P) apresentou 

uma concentração quatro vezes maior para a S. passalidarum que nas outras 

leveduras. E4P e S7P são precursores de aminoácidos importantes que 

conectam as vias da pentose fosfato (PPP) a via glicolítica, permitindo que a 

xilose seja convertida a etanol. 

A concentração da ribulose-5-fosfato (RU5P) é duas vezes maior que a 

ribose-5-fosfato (R5P) em S. stipitis e S. passalidarum. A taxa de fluxo destas 

leveduras para a formação destes metabólitos é cerca de duas a três vezes 

maior para estas espécies, S. stipitis (0.63 e 0.70) (Figura 34) e S. 

passalidarum (0.41 e 0.44) (Figura 36), do que para S. arborariae (0.19 e 0.27) 

(Figura 35), respectivamente.  

A concentração de piruvato (PYR) foi cinco vezes maior em S. stipitis 

quando comparada com S. arborariae e S. passalidarum. O piruvato participa 

de um ponto de ramificação em uma via metabólica entre uma fermentação 

respiratória e alcoólica. A alta concentração de piruvato em S. stipitis pode 

indicar o fluxo direcionado para o acetaldeído que leva a fermentação alcoólica.   

As concentrações dos compostos dihidroxi acetona-fosfato (DHAP), 

glicose-6-fosfato (G6P), frutose-6-fosfato (F6P), fosfo(enol)piruvato (PEP) e 

ácido málico (L-MAL) foram maiores para a levedura S. passalidarum (Figura 

37). Concentrações similares de R5P, RU5P e E4P foram encontrados nas 

amostras das leveduras S. passalidarum e S. stipitis. Também apresentam 

uma concentração intracelular similar com S. arborariae para ACCOA e PYR. 

Em contrapartida, S. passalidarum apresentou maiores concentrações para 

S7P, G6P e F6P em comparação com a S. arborariae (Figura 37). Este fato 

pode indicar que a levedura S. arborariae tem mair necessidade de direcionar o 

fluxo para a via PPP oxidativo para regeneração de NADPH do que a S. 

passalidarum. 

A levedura S. arborariae apresentou maior concentração de xilitol dentre 

as leveduras analisadas. O excesso de xilitol pode indicar que o oxigênio 

disponível não foi suficiente para o equilíbrio redox. Portanto, o acúmulo de 

xilitol pode ser explicado por um desequilíbrio em cofatores exigidos pelas 

enzimas XR e XDH para suas respectivas atividades. Essas observações 
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podem ser explicadas pelo fato da enzima XR na S. arborariae utilizar 

principalmente NADPH como cofator na redução da xilose, enquanto a XDH é 

estritamente dependente de NAD+ 81. 

Apesar dos desempenhos fermentativos similares de S. stipitis e S. 

passalidarum sob condição limitada de oxigênio, S. passallidarum consumiu 

mais xilose e produziu mais etanol que S. stipitis em condição microaeróbica. 

(Figuras 14 e 20). Esses resultados estão de acordo com os observados na 

literatura, em que a espécie S. passalidarum mostrou ser mais eficiente na 

conversão da xilose a etanol sob condição microaeróbica do que a S. stipitis80. 

A análise metabolômica realizada nestas espécies, foi capaz de separar 

eficientemente os isômeros, glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato, e ribose-5-

fosfato e ribulose-5-fosfato. Sendo que em estudos anteriores não houve 

sucesso na quantificação dos mesmos metabólitos intracelulares86,76. 

 

5 Conclusão  

 

 A análise metabolômica embora seja desafiadora pode contribuir 

grandemente para o entendimento do metabolismo da conversão de xilose por 

leveduras. O protocolo de metabolômica utilizado neste trabalho mostrou-se 

eficiente para a análise de 216 amostras de quatro espécies de leveduras: 

Scheffersomyces stipitis, Candida tenuis, Spathaspora passalidarum e 

Spathaspora arborariae. Dois métodos cromatográficos complementares de 

UHPLC-MS/MS, utilizando IPC e HILIC, foram capazes de quantificar, de forma 

rápida, sensível e seletiva, 19 metabólitos alvos presentes no metabolismo do 

carbono central formado pelas vias da glicólise, pentose fosfato (PPP) e ciclo 

do ácido tricarboxílico (TCA). Sendo, 13 metabólitos quantificados nas 

amostras das leveduras S.stipitis e S. arborariae, 15 metabólitos na levedura S. 

passalidarum e 10 metabólitos na levedura C. tenuis, sob condição de 

crescimento aeróbica. Para a condição microaeróbica foi possível quantificar 

14, 13, 13 e 9 metabólitos para as espécies S. passalidarum S. stipitis, S. 

arborariae, e C. tenuis, respectivamente. No entanto, a levedura C. tenuis não 

foi capaz de produzir etanol em nenhuma das condições de crescimento 

avaliadas, provavelmente devido a não adaptação das condições 
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experimentais realizadas para as outras três espécies de leveduras, cultivadas 

em meio mineral definido ao invés de extrato de levedura, por exemplo.  

As análises estatísticas por ANOVA indicaram uma influência 

significativa nas concentrações dos metabólitos analisados em relação aos 

níveis de oxigênio testados, aeróbico e microaeróbico, e tempo de coleta, 

durante a fermentação das espécies de leveduras estudadas. Além de apontar 

um efeito de interação entre as variáveis condição de crescimento e tempo de 

coleta. A partir destes dados, foi possível inferir que a concentração dos 

metabólitos obtida no segundo ponto de coleta ou ponto central de crescimento 

exponencial da levedura sob condição microaeróbica era a mais indicada para 

a análise metabolômica. Os dados finais obtidos através do tratamento 

estatístico foram validados e utilizados para a construção do fluxo metabólico 

das espécies Scheffersomyces stipitis, Spathaspora passalidarum e 

Spathaspora arborariae.  

Um modelo inédito de reações estequiométricas do metabolismo da 

xilose até etanol foi utilizado para estimar a distribuição do fluxo metabólico em 

espécies Spathaspora. Com base na análise de fluxo, S. stipitis e S. 

passalidarum mostraram ser as leveduras mais promissoras com as melhores 

taxas de consumo de xilose e consequentemente maior produção de etanol. A 

distribuição de carbono foi dividida de forma semelhante entre as vias PPP e 

glicólise. A levedura S. passalidarum apresentou maior taxa de fluxo para a 

enzima XR que é dependente de NADH demandando assim, menor 

regeneração de NADPH. Sendo sua taxa de fluxo para a produção de glicerol 

inativa, uma vantagem metabólica que permite melhor equilíbrio NADH/NAD+, 

maiores taxas de etanol e baixo acúmulo de xilitol.   

O trabalho contendo o protocolo de metabolômica desenvolvido (anexo 

A)56 está publicado em revista científica internacional, além disso um capítulo 

de livro internacional contendo todo o protocolo de metabolômica desenvolvido 

para as quatro espécies de leveduras foi publicado pela editora Springer 

(anexo B)58. O artigo contendo a análise de fluxo metabólico (MFA) foi 

submetido para revista científica internacional e está em análise (anexo C). 

Por fim, o protocolo aqui apresentado poderá ser aplicado a outras 

espécies de leveduras e os dados gerados foram fundamentais para o 

entendimento do metabolismo da xilose por leveduras. 
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