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Resumo: Candida akabanensis UFVJM-R131 ¢ uma linhagem de levedura ndo-convencional com
habilidade de converter xilose em bioetanol, o que a torna um potencial biocatalizador para a
producdo de etanol 2G. Considerando que o etanol, quando em altas concentragdes, é toxico para as
leveduras, hé necessidade de avaliar seu efeito. O presente estudo avaliou o efeito da adi¢cao de etanol
(0% a 8%), utilizando meio de cultivo YPMX (28°C, 150 rpm), sobre o crescimento celular e o
consumo de agucares. Concentragdes iniciais de etanol iguais ou maiores que 4% afetaram o

crescimento e o consumo de xilose.
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1 - Introducao

A fermentagdo alcoodlica ¢ um processo-
chave para a industria de etanol combustivel
(WU et al., 2023). O etanol de 2° geracao (2G) ¢
produzido a partir da fermentagao alcoolica dos
acucares provenientes de biomassas
lignocelulodsicas, e considerado uma alternativa
sustentdvel e de baixa emissdo de CO2 em
contraponto aos combustiveis de origem f{ossil
(Subudhi et al., 2022).

Para a produ¢do de etanol 2G ¢ necessario
realizar o  pré-tratamento da  biomassa
lignoceluldsica. Esse pré-tratamento tem por
finalidade desconstruir a hemicelulose, reduzir a
recalcitrancia da celulose e, em alguns casos,
remover a lignina do complexo lignocelulodsico,
permitindo maior eficiéncia na etapa de
sacarificagdo (SINGH A; SINGHANIA, R. R;
SOAM, 2022), que resultard na liberacdo de
unidades monomeéricas representadas,
principalmente, por unidades de xilose e glicose.

Contudo, o aproveitamento integral dos
monossacarideos recuperados da hidrélise dos
polissacarideos lignoceluldsicos depende de
micro-organismos capazes de fermentar pentoses

e hexoses. A levedura Saccharomyces cerevisiae,
comumente utilizada em processos industriais, s6
¢ capaz de fermentar hexoses, como a glicose
(NANDAL; SHARMA; ARORA, 2020). Nesse
sentido, a prospec¢do e o estudo de micro-
organismos capazes de fermentar pentoses €
necessario.

A levedura Candida akabanensis UFVIM-
R131, isolada de bagaco de cana-de-agucar, foi
reconhecida pela capacidade de fermentar
pentoses e hexoses (VALINHAS et al, 2018) e
produzir alcool. Todavia, nada se sabe sobre sua
tolerdncia ao actimulo de etanol no meio
fermentativo.

O etanol pode comprometer a membrana
celular e promover mudangas em sua estrutura
(COT, M. et al., 2007), que vao desde a adigdo
de acido graxo insaturados a maior produgdo de
ergosterol na membrana (SAINI; BENIWAL;
KOKKILIGADDA, 2018). O etanol,
inicialmente interage com os fosfolipidios da
membrana das células de leveduras, pois a regidao
hidrofobica desta molécula se liga com a cauda
lipidica, e o grupo hidroxila se ligue a regido da
cabeca polar da molécula lipidica fazendo com
que a membrana se expanda.
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A levedura, no ambiente intracelular, age na
tentativa de diminuir a concentra¢do do etanol,
para isso, ocorre, primeiramente, sua conversao
em acetaldeido pela enzima alcool desidrogenase
2 (adh2), que, posteriormente, ¢ convertido em
acetato pela enzima aldeido desidrogenase,
entrando no ciclo de Krebs como acetil-CoA e,
entdo, participando da gliconeogénese, se
transformando em glicose (TORTORA, 2007).
Essa transformagdo ¢ uma estratégia da levedura
para lidar com a toxicidade do etanol e consome
muita energia sendo utilizada apenas como
ultimo recurso. O objetivo deste trabalho foi
analisar o efeito de diferentes concentracdes de
etanol no desempenho da linhagem de levedura
Candida akabanensis UFVIM-R131, em
processos fermentativos para produgao de etanol.

2 - Material e Métodos

As etapas experimentais do presente projeto
foram realizadas no Laboratério de Bioprocessos
e Biotransformagao (LabBio), no Laboratério de
Pré-tratamento ¢ Caracterizacdo de Biomassas
Energéticas e no Laboratério de Microbiologia
para Biocombustiveis (LabMBio) da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri (UFVJM), localizado no Campus JK,
Diamantina-MG. A linhagem  Candida
akabanensis UFVJM-R131 pertence ao acervo
microbiano do LabMBio.

Os procedimentos experimentais foram
conduzidos conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma das etapas do processo fermentativo
adicionado de etanol em diferentes concentracdes (2,4, 6 ¢
8 %) conduzido com a linhagem de Candida akabanensis
UFVIM R131

2.1. Reativacdo e autenticacdo dos micro-
organismos

A linhagem de Candida akabanensis
UFVIM-R131, registrada no Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)
sob Cod. A18446E, se encontrava conservada em
meio de cultura Yeast Extract-Peptone-Malt-
Dextrose-YEPMD (3,0 g L' de extrato de
levedura; 3,0 g L' de extrato de malte; 5,0 g L™!
de peptona de soja e 10,0 g L' de glicose), em
microtubos tipo Eppendorf contendo ainda
glicerol a 10%, mantido a -18°C. A reativagao da
cultura foi realizada em meio s6lido YEPMX
(3,0 g L'! de extrato de levedura; 3,0 g L' de
extrato de malte; 5,0 g L™! de peptona de soja e
10,0 g L' de xilose; 17 g L' de 4gar).

2.1.1 Preparo do indculo

O ino6culo foi preparado por meio da
transferéncia de uma alcada da cultura crescida
em meio agar YEPMX, para 30 mL de meio
YPMD liquido, contido em Erlenmeyer de 50
mL, incubado a 28°C, sob a agitagdo de 150 rpm
até atingir 1,0 D.O. (610nm). Aliquotas de 5 mL
foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 min,
seguida do descarte do sobrenadante. As células
foram recuperadas e ressuspensas em agua e
novamente submetida a centrifugacdo e entdo
usadas para inocular os ensaios fermentativos.

2.2 Processo fermentativo

Os ensaios foram conduzidos em frascos
conicos de 125 mL, contendo 50 mL de meio
sintético YEPMX, adicionados de etanol para
produzir concentragdes de 2, 4, 6 ¢ 8%. Os
ensaios foram conduzidos a 28°C, pH 5,0 a 150
rpm por 40 horas e monitorado quanto ao
crescimento celular e consumo de actcar
através da retirada de aliquotas de 1 mL a cada
4 horas O crescimento celular e a taxa de
consumo de agucares foram considerados
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fatores de resposta, calculados conforme as
equacdes 1, 2, 3 e 4, a seguir:

i-Taxa especifica de crescimento microbiano,
equagao 1:
, X ~
umaxt= ln% Equacdo (1)
pumax = taxa especifica de crescimento microbiano
méximo (h!);
X=massa celular final (g L);

X0=massa celular inicial (g L);
t= duragdo da fase exponencial do crescimento celular

(h).
ii-Tempo de geragdo, equagdo 2;

_In(2)
- pmax

tg Equagao (2)

tg= tempo de geragdo;
umax = taxa especifica de crescimento microbiano
maximo (h!);

iii- Consumo de xilose, equagdo 3:

Xil inicial-Xil final

Consumo = Tempo Equagao (3)
iv- Rendimento, equacao 4:
P ~
Yp /s = Sicst Equacao (4)

— : B
Yp /s~ Rendimento em (gpmduto, &substrato )

P= Concentragdo final de etanol (g L)

Si= Concentragdo inicial de agucar presente no meio (g
L)

Si= Concentraggo final de agticar presente no meio (g L-

D
2.2.2 Quantificag¢do de compostos soluveis

A quantificagdo de aglcares redutores foi
determinada através do método colorimétrico
com acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), descrito
(VALINHAS et al., 2018). O ensaio foi realizado
em microtubo do tipo Eppendorf, a partir da
adicado de 100 pL da amostra e 100 puL do
reagente DNS seguido de incubagd@o em banho-
maria a 70°C por 25 minutos, resfriamento em
banho de 4gua e gelo e leitura em
espectrofotometro com leitor de microplaca
(Asys Tech) a 540 nm.

A concentracdo de etanol foi determinada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia
utilizando sistema Shimadzu Prominence UPLC

20A equipado com coluna Rezex ROA-
Phenomenex® (300 x 7,8 mm) mantida a 60°C.
Os analitos foram eluidos com 0,0025 mol L' de
H>SO4 a fluxo de 0,6 mL min. O etanol foi
analisado usando um detector de indice de
refracdo (Modelo RID-20A, Shimadzu®).

3 - Resultados e Discussao

Na Figura 2 se encontram os resultados do
crescimento celular da levedura C. akabanensis
no meio controle (0% de etanol) e nos meios
contendo as demais concentracdes de etanol
(2%, 4%, 6% e 8%). Os dados obtidos,
permitiram observar que o crescimento celular,
no meio contendo concentragao 2% de etanol,
ndo diferiu do controle (0%). Todavia, em
meios contendo 4% de etanol notou-se que a
levedura teve uma demora de 16h para entrar na
fase estacionaria, sendo este tempo maior que o
obtido no meio controle, 12h. O crescimento
celular em meios contendo 6% e 8% de etanol
ndo entraram na fase estaciondrio até o final do
processo fermentativo de 40 h, ou seja,
seguiram  crescendo  lentamente.  Cabe
mencionar que, apos 4 ¢ 8 horas de processo,
foi observado uma desaceleracio do
crescimento no meio contendo 6 e 4% de
etanol, respectivamente. No meio contendo 6%
de etanol, apos as 8 horas, se notou, que, a cada
4 horas, o crescimento celular se alternava entre
estagnar e crescer até completar o tempo total
de fermentacdo. Este fato também foi
observado, no bioprocesso conduzido com 4%,
todavia, nos periodos de 8 a 16 horas. Esta
condi¢do pode estar atrelada a uma estratégia de
sobrevivéncia, pois, muitos organismos a
desenvolvem a fim de superar o estresse
causado pelo etanol (SAHANA et al., 2024).

A taxa de crescimento microbiano e o tempo
de geracdo (Tabela 1), foram afetadas nos
processos conduzidos na concentragdo de 8% de
etanol. Se observou que a quantidade de etanol
contida no meio de fermentacdo, quando, igual
ou abaixo de 6%, ndo afeta a taxa de crescimento
microbiana.
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Figura 2. Crescimento celular em meio YPMX elaborados
com diferentes concentragdes de etanol (0%, 2%, 4%, 6%
e 8%), conduzidas com a levedura Candida akabanensis
UFVIM R131

Ao comparar os valores de taxa de
crescimento (um h™') e tempo de geragdo (tg h™!)
foram 13,7 vezes menor e 10,79 vezes maior,
respectivamente, no meio de fermentagdo com
8% de etanol comparado ao controle.

Tabela 1. Taxa de crescimento e tempo de geragdo da
Candida akabanensis UFVIM R131 em meio YPMX
contendo diferentes concentrag¢des de etanol

Concentragdo  Taxa de Tempo de geracio
de etanol crescimento tg(h™)

(0/0) UMax (h—l)

0" 0,41+0,022 1,69+0,07°

2 0,34+0,01* 2,01+0,03°

4 0,28+0,01* 2,44+0,06°

6 0,30+0,14* 3,39+1,92°

8 0,03+0,01° 18,24+19,75%

*Controle. Letras iguais na coluna correspondente indicam que nio ha
diferenga estatistica ao nivel de 95% de significancia pelo teste de Tukey.

A seguir se encontram o0s aspectos
celulares da linhagem C. akabanensis com 12
horas de cultivo no meio YPMX sendo: 1)
Controle; ii) meio com 4% de etanol e iii) meio
com 8% de etanol (Figura 3). Foi observado
células da levedura viaveis, com brotamento e
formacdo de pseudo-hifa, caracteristicas
comuns da referida linhagem (VALINHAS et
al., 2018). A medida que a concentragio de

etanol foi aumentando o numero de células
viaveis foi reduzindo. Este fato pode estar
relacionado com a acdo do etanol que altera a
fluidez e a permeabilidade da membrana
plasmatica e modifica o pH do citosol ¢ a
ingestdo de nutrientes. Consequentemente, o
estresse causado pelo etanol diminui
rapidamente o processo de divisdo celular, e
ainda, afeta a sua viabilidade (PINTO et al.,
2024).

C

Figura 3. Aspecto microscopico da linhagem de Candida
akabanensis UFVIM R131, isolada de bagago de cana-
de agucar, aumento de 100x com 48 horas de cultivo em
meio YEPMX. A) aspecto das leveduras provenientes do
processo fermentativo sem adigdo de etanol (controle),
B) aspecto das leveduras com provenientes do processo
fermentativo contendo 6% de etanol e, C) aspecto das
leveduras provenientes do processo fermentativo
contendo 8% de etanol.

3.1- Consumo de xilose

Considerando o comportamento do
consumo de agucares redutores (AR) no meio
fermentativo sem adicao de etanol, controle, foi
possivel observar, que, este alcool, afetou o
consumo de acucares em todas as
concentracoes estudadas (Figura 4). Na
auséncia do etanol, no inicio do processo, a
levedura estudada, demostrou capacidade de
consumir xilose desde as primeiras horas de
fermentacdo, chegando alcangar 0,41 g de
acucar em 40 horas, ou seja, consumiu quase
todo o acucar disponivel no meio.

No processo foi observado que na
presenca de 2% e 4% de etanol, o consumo de
xilose iniciou apds 8 h de fermentacdo e na
presenga de 6%, o consumo da xilose foi de
1,65 g dos 9,77 g de xilose inicial, o que
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representa um consumo de apenas 16,89%
(Tabela 2). Na presenca de 8% de etanol foi
observado um baixo consumo de agucar no
meio fermentativo para processos com C.
akabanensis nio aclimatada (0,35+0,07 g L™).

Xilose (gL)

0
0 N ) 12 16

A =~ Controle

20 A4 28 32 36 40
Tempo (h)

2% ~o—4% —*—6% 8%

Figura 4. Consumo de agucares redutores em processos
fermentativos conduzidos com Candida akabanensis
UFVIM R131 em meio YPMX elaborados com diferentes
concentragdes de etanol (0%, 2%, 4%, 6% e 8%).

No processo de fermentacdo foi possivel
observar que o consumo médio de xilose foi
afetado pela presenca de etanol a partir de 4%,
pois, diminuiu gradativamente a medida que a
concentracdo aumentava. Nao foi observado
diferenga significativa entre os valores de
consumo de xilose na presenca de 6 e 8% de
etanol. (Tabela 2). Este fato pode estar atrelado
aos efeitos negativos que o etanol causa nas
células, dentre estes estdo: 1. aqueles que afetam
as organelas celulares a medida que sua
concentracdo aumenta, interrompendo, assim,
as atividades celulares, ii. afetam a absor¢ao de
acucares e aminodacidos e, iii. provocam uma
redugdo na atividade enzimatica
(AUESUKAREE, 2017).

Tabela 2. Concentragdo de xilose inicial e final em g L-!
realizado em HPLC, em processos fermentativos
conduzidos com Candida akabanensis UFVIM R131, em
meio YPMX, contendo diferentes concentragdes de etanol
(0%, 2%, 4%, 6% e 8%).

Concentracio de

Xilose inicial Xilose final

etanol (%) gLt gL!
0 9,380,122 0,41+0,02°
2 9,61 +£0,10* 1,09 £0,08°
4 9,74+0,168 3,54+0,09°
6 9,77+0,06 8,12+0,07°
8 9,86+0,07 2 9,50+0,06°

Letras iguais na linha da sua respectiva levedura (aclimatada
ou ndo aclimatada) correspondente indicam que ndo ha
diferenga estatistica ao nivel de 95% de significancia pelo
teste de Tukey.

3.2. Quantificagdo do teor de etanol e parametros
fermentativos

Na Tabela 3 estdo apresentados os dados de
producao e consumo de etanol, dos processos de
fermentagdes elaborados com meios contendo
diferentes concentracdes de etanol e conduzidos
com as leveduras C. akabanensis. Os dados
obtidos indicam que as leveduras produziram
etanol no meio controle (0%), porém, nos meios
com mais de 2% de etanol ndo foi observado
incremento na concentragao de etanol.

Tabela 3. Concentragdo da produgdo e consumo de etanol
em g L! realizado em HPLC, em processos fermentativos
conduzidos com Candida akabanensis UFVJM R131, em
meio YPMX, contendo diferentes concentragdes de etanol

Concentracio de Etanol inicial Etanol final
etanol (%) g L'+DP g L''+DP

0* 0?2 1,71£0,02°

2 13,09+0,31% 13,33+0,48?

4 28,66+£1,55%  26,05+0,52*

6 44,06+0,45*  39,21+1,86°

8 57,67+1,62*  54,51+0,44*

Letras iguais na linha da sua respectiva levedura (aclimatada ou
ndo aclimatada) correspondente indicam que ndo ha diferenga
estatistica ao nivel de 95% de significancia pelo teste de Tukey.
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4 - Conclusoes

O presente estudo evidenciou, que a
linhagem de Candida akabanensis UFVIM
R131, foi de alguma forma afetada pela presenca
de etanol em concentragdes superiores a 2%,
influenciando negativamente no crescimento
celular.

A levedura teve a capacidade de produzir

etanol apenas no meio controle.

C. kabanensis UFVIJM R131 foi capaz de
crescer na presenca de até 6% de etanol, sendo
este delongado nas concentragdes acima de 4%.

O consumo da xilose foi afetado a medida
que a concentragdo de etanol aumentava no meio
de fermentacao, sendo este totalmente inibido em
concentragdes de 8% de etanol.

Visando superar  as limitagdes
encontradas neste trabalho, sugere-se que, em
estudos subsequentes, seja avaliada a adaptacao
celular voltada para a tolerAncia ao etanol,
viabilizando, dessa forma, a utilizacdo dessa
levedura em processos industriais.
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