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Resumo: A estrutura complexa da biomassa lignocelulésica exige um pré-tratamento para liberar
carboidratos, podendo gerar compostos toxicos que afetam a fermentacdo. Neste sentido, foi
analisado o comportamento das leveduras Galactomyces geotrichum, Candida akabanensis e
Candida orthopsilosis, que fermentam glicose e xilose para producdo de etanol, quanto ao seu
comportamento frente aos inibidores 4cido acético e furfural. O furfural ndo afetou a C. akabanensio,
todavia, afetou o crescimento da linhagem G. geotrichum e o consumo de xilose da C.
orthopsilosis. O &cido acético ndo afetou G. geotrichum e C. akabanensis, mas reduziu o crescimento
e consumo de xilose da linhagem C. orthopsilosis. Os resultados obtidos auxiliam no avango de novas
pesquisas e ampliam a compreensao sobre a influéncia do 4cido acético e do furfural na producao de

etanol por esses micro-organismos.

1 - Introducao

A busca por alternativas que minimizem
os impactos ambientais causados pelos gases de
efeito estufa e a escassez de fontes fosseis de
energia tem impulsionado o estudo de novos
recursos energéticos sustentaveis, como o0
bioetanol de segunda geracao (Holmatov et al.,
2021). Esse biocombustivel ¢ produzido a partir
matéria-prima lignocelulosica proveniente de
culturas energéticas, residuos e rejeitos
agroindustriais (Silva et al., 2020).

A biomassa lignocelulosica ¢ composta por
uma estrutura complexa de polimeros, incluindo
carboidratos, proteinas, sais minerais e

compostos fendlicos. Sendo assim, o acesso dos

micro-organismos aos carboidratos presentes
nessa biomassa ¢ limitado (Nandal; Sharma;
Arora, 2020). O acesso aos carboidratos ¢
facilitado por um pré-tratamento, o qual
possibilita maior acessibilidade aos agucares
fermentaveis (Yoo et al., 2020; Almeida;
Nascimento, 2021). Contudo, alguns métodos de
pré-tratamento podem gerar compostos quimicos
inibidores da fermentag¢do, que interferem no
metabolismo microbiano e causam efeitos
citotoxicos (Sjulander; He et al., 2020).

Os compostos toxicos para as células
microbianas sdo classificados em trés principais
grupos: derivados furanicos, acidos alifaticos e
compostos fendlicos. Os furanos, como furfural
e 5-hidroximetilfurfural, juntamente com o &cido
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acético, podem inibir o crescimento das
leveduras e reduzir tanto o rendimento quanto a
produtividade da fermentagdo etandlica, pois
afetam a integridade da membrana celular e
prejudicam o  metabolismo intracelular,
especialmente ao interferir na atividade
enzimatica da via glicolitica (Van Der Pol ef al.,
2014).

A Saccharomyces cerevisiae ¢ a levedura
mais utilizada na industria de etanol devido ao
seu bom desempenho fermentativo e alta
tolerancia a compostos inibidores. No entanto,
essa espécie nao possui a capacidade de
converter agucares de cinco carbonos em etanol
(Nandal; Sharma; Arora, 2020). Uma alternativa
para o aproveitamento integral desses agucares ¢
a busca por linhagens de micro-organismos
capazes de fermentar tanto hexoses quanto
pentoses (Le et al., 2019; Wang et al., 2019).

Diante desse cenario, o presente estudo
investigou o comportamento das linhagens de
leveduras Galactomyces geotrichum UFVJIM-
R10, Candida akabanensis UFVJM-R131 e
Candida UFVIM-4G  em
fermentacdo de meio sintético. Esse meio foi
suplementado com compostos inibidores, como
acido acético e furfural, simulando o ambiente
fermentativo resultante da hidrolise da biomassa
lignocelulosica, que apresenta uma composicao

orthopsilosis

quimica complexa.

2 - Material e Métodos

As etapas experimentais do presente
estudo foram executadas nos seguintes
laboratérios: Laboratério de Bioprocessos e
Biotransformag¢ao (LabBio), Laboratério de Pré-
tratamento e caracterizacdo de Biomassas
Energéticas e Laboratério de Microbiologia para
Biocombustiveis (LabMBio) da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVIJM), localizado no Campus JK,
Diamantina-MG.

O estudo foi realizado seguindo 4 etapas:
1) Reativacdo e autenticacdo dos
organismos; 2) Preparo do indculo; 3)
Fermentacdo em meio sintético elaborado com
diferentes concentragdes de inibidores; 4)
Analise dos resultados considerando o

micro-

crescimento celular ¢ consumo de agucares.
Reativacio dos Micro-organismos

As leveduras Candida orthopsilosis
UFVIM 4G, Galactomyces geotrichum UFVIM-
R10 e Candida akabanensis UFVIM-R131,
isoladas do arroz doce, inhame, bagago de cana-
de-acticar respectivamente (Barbosa, 2017),
estdo registradas no Sistema Nacional de Gestao
do Patriménio Genético ¢ do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen), sob numero de
cadastro A18446E.

As linhagens estavam conservadas em
microtubo de Eppendorf, contendo meio liquido
YPMD (Yeast extract-Malt-Peptone-Dextrose) e
acrescido de 10% de glicerol (v/v). A reativacao
foi realizada através da técnica de estria simples
em meio agar YPMD, o qual foi posteriormente
incubado por 48h, a 28°C.

Preparo dos indculos

Os inoculos foram preparados por meio da
transferéncia de uma al¢ada (loop de 10 uL) das
culturas reativadas (culturas Unicas) para frascos
tipo Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de
meio liquido YPMD, os quais foram submetidos
a agitagdo de 150 rpm. Os crescimentos foram
monitorados pelo grau de turbidez (densidade
optica) e, quando estes atingiram 1,0 D.O.
Observados os crescimentos a 1,0 D.O,
proporc¢des de 10% dos meios de cultura foram
recolhidas e centrifugadas a 10000 rpm por 10
minutos. Os sobrenadantes foram descartados e
os pellets restantes foram lavados com agua
destilada estéril trés vezes e, posteriormente,
ressuspensos nos meios fermentativos.

Fermentaciao em meio YPMX
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Os efeitos dos inibidores, furfural e acido
acético sobre as linhagens Galactomyces
geotrichum UFVIM-R10 e Candida akabanensis
UFVIM-R131 foram avaliados utilizando meio
fermentativo liquido de YPMX (3,0 g L! de
extrato de levedura; 3,0 g L™ de extrato de malte;
5,0 g L' de peptona de soja, 10 g L™! de xilose),
0s  quais diferentes
concentracdes do acido acético (1,0; 2,0e 3,0 g
L) e furfural (0,10; 0,15 € 0,20 g L"). Um meio
fermentativo sem a presenca de inibidores foi
preparado para ser utilizado como controle. Os
experimentos foram realizados em triplicatas,
por fermentagdo em sistema de batelada simples,

foram adicionadas

com frascos tipo Erlenmeyer de 50 mL contendo
30 mL de meio fermentativo, os quais foram
submetidos a agitagdo de 150 rpm em estufa tipo
orbital-shaker a 28°C.
Fermenta¢ao no meio Oliveira 2010

Os efeitos dos inibidores, furfural e acido
acético sobre a linhagem Candida orthopsilosis
UFVIM 4G foram avaliados utilizando meio
fermentativo descrito por Oliveira (2010), o qual
foram adicionadas diferentes concentra¢des do
acido acético (1,0; 2,0 e 3,0 g L) e furfural
(0,10; 0,15 ¢ 0,20 g L'"). Um meio fermentativo
sem a presenga de inibidores foi preparado para
ser utilizado como controle. O experimento foi
realizado em triplicatas, e conduzido nas mesmas
condi¢des descritas no item anterior.

Monitoramento dos bioprocessos

Os processos fermentativos  foram
monitorados por diferentes tempos. A cada 12
horas foram retiradas aliquotas de 0,5 mL de
amostras, as quais foram adicionadas 0,5 mL de
agua destilada estéril. Em seguida, as misturas
foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos.
Os pellets oriundos da centrifugacdo foram
ressuspensos em 2,0 mL de 4gua destilada estéril
para quantificacdo da biomassa por leitura de
densidade Optica a 610 nm e contagem em
camara de Neubauer para determinacdo da
viabilidade celular. Os sobrenadantes foram

reservados para a  quantificacdo  das

concentracoes de agucar, furfural e acido acético.

3 - Resultados e Discussao

Crescimento celular e consumo de
acucar

Nas Figuras 1 a 12, encontram-se os
graficos com o perfil de crescimento celular e o
consumo da xilose pelas linhagens de levedura
Galactomyces geotrichum UFVIM-R10,
Candida akabanensis UFVIM-R131 e Candida
orthopsilosis  UFVIM-4G em meios de
fermentagdo com e sem suplementagdo de acido

acético ¢ furfural em diferentes concentragoes.

Galactomyces geotrichum UFVJM-R10

A partir da Figura 2 ¢ possivel observar
que, a adicdo de acido acético no meio
fermentativo YPMX afetou o perfil de
crescimento da linhagem de levedura G.
geotrichum UFVIJM R10. As variagdes de
crescimento quanto ao grau de turbidez apds 48
horas de processo foram de 6,597 no meio
fermentativo controle (sem acido acético), 6,360
no meio contendo 1 g L! de 4cido acético, 5,825
no meio contendo 2 g L! de 4cido acético e de
5,103 na fermentagdo conduzida em meio
contendo 3 g L' de 4cido acético. Logo ¢é
possivel perceber que
concentracoes do inibidor no meio fermentativo,
menores foram as variagdes de crescimento

quanto maior as

celular.
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Figura 1: Perfil de crescimento celular da
linhagem Galactomyces geotrichum UFVJIM-
R10 em meio (YPMX) suplementado com
diferentes concentragdes de acido acético.

Quanto ao consumo de xilose (Figura 2),
foi possivel observar que as variagdes nas
concentracdes desta pentose apos 48 horas,
foram diferentes, sendo uma variacdo de 8,784 g
L! para o meio controle; 9,714 g L™! para o meio
contendo 1g L! de 4cido acético, enquanto para
os meios contendo 2 e 3 g L' de 4cido acético, as
variacoes no consumo de xilose foram de 10,353
gL1e9,602 g L' respectivamente. Avaliando as
diferentes variagdes, ndo foi possivel observar
interferéncia das diferentes concentragoes de
acido acético no consumo de xilose pela
linhagem G. geotrichum UFVJM-R10.
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Figura 2: Perfil de consumo de xilose da
linhagem Galactomyces geotrichum UFVJIM-

R10 em meio (YPMX) suplementado de
diferentes concentragdes de acido acético.

Ao comparar o crescimento celular da
levedura G. geotrichum UFVJM-R10 em meios
com e sem a presenca de furfural, observou-se
menores variacoes de crescimento nos meios
contendo furfural, quando comparado ao meio
controle (Figura 3). Esse fato também foi
observado por Matos (2017) em seu estudo com
esta linhagem em fermentacdo com meio
hidrolisado de semente de girassol, o qual
continha 0,05 g L' de furfural. A variagdo de
crescimento no meio controle apds 48 horas de
bioprocesso foi de 6,597 D.O, enquanto para os
meios contendo 0,10; 0,15 ¢ 0,20 g L! de furfural
5,609; 4871 e 5,729 D.O,
respectivamente. Todavia, ao observar que
embora o composto furano tenha afetado o
crescimento celular, as variagdes crescimento
ndo foram ndo foram diretamente proporcionais
as concentragdes deste inibidor.

foram de
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Figura 3: Perfil de crescimento celular da
linhagem Galactomyces geotrichum (UFVIM-
R10) em meio (YPMX) suplementado com
diferentes concentragdes de furfural.

Quanto aos perfis de consumo de xilose em
meio com e sem a presenga de furfural, as
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variacdes apds 48 horas foram de 8,752 g L' em
meio controle, enquanto nos meios com adi¢ao
de 0,10; 0,15 e 0,20 g L' de furfural, as variagdes
foram de 8,047 g L'!; 8,655 gL' e 9,173 g L
respectivamente. Foi possivel observar que,
embora houvesse maior concentragao desse
inibidor, a maior variacdo no consumo de xilose,
indica que a levedura G. geotrichum nao foi
afetada quando em processo conduzido com
meio fermentativo com concentracao de até 0,20
gL
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Figura 4: Perfil de consumo de xilose da
linhagem Galactomyces geotrichum UFVJM-
R10 em meio (YPMX) suplementado de
diferentes concentragdes de furfural.

Candida akabanensis UFVJM-R131
O perfil de crescimento celular da linhagem C.
akabanensis UFVIM-R131 observado na Figura
6,  mostrou
aparentemente

que 0
nao foi

micro-organismo

afetado  pelas
concentracgdes de acido acético presentes no meio
fermentativo. Apds 48 horas de fermentagao, foi
observado uma varia¢ao de crescimento de 3,683
D.O no meio controle,
fermentacgdes contendo 1, 2 e 3 g L' de 4cido
acético, as variacoes foram de 3,724; 3,641 ¢
3,800 D.O, respectivamente. Em estudo anterior

realizado por Rocha et al. (2023), conduzindo

enquanto para as

processos fermentativos
linhagem de levedura, em meios adicionados de
concentragdes de acido acético, variando de 0 a
10 g L', foi observado que a mesma nio teve o

seu crescimento afetado.
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Figura 5: Perfil de crescimento celular da
linhagem Candida akabanensis UFVIM-R131
em meio (YPMX) suplementado de diferentes
concentracoes de acido acético.

Os resultados permitiram observar ainda que, a
presenca do 4cido acético, em todas as
concentracoes testadas, nao afetou o consumo de
xilose, conforme a Figura 6. A variagdo do
consumo de xilose no meio controle, apds 48
horas foi de 12,489 g L', enquanto nos meios
adicionados de 1, 2 e 3 g L! de 4cido acético, as
variacoes foram de 13,708; 12,102 ¢ 13,572 g L~
I respectivamente. Ndukwe et al. (2020)
apontaram que existe uma possibilidade de o
acido acético reduzir o fluxo de carbono na via
das pentoses fosfato, no entanto, esse fendmeno
ndo pdde ser observado, conforme os resultados
encontrados neste estudo.
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Figura 6: Perfil de consumo de xilose da
linhagem Candida akabanensis UFVJM- R131
em meio (YPMX) suplementado de diferentes
concentracoes de acido acético.

Na Figura 7, encontram-se os perfis de
crescimento celular da linhagem de C.
UFVIM R-131, em meios
fermentativos contendo diferentes concentragoes

akabanensis

de furfural. Foi possivel observar que, os perfis
de crescimento foram semelhantes em todas as
condi¢des testadas, sendo que a variagdo de
crescimento nas primeiras 48 horas de
fermentacdo foi de 3,903 D.O, no processo
conduzido no meio controle, enquanto que nos
meios adicionados de 0,10; 0,15 e 0,20 g L' de
furfural, os crescimentos atingiram 3,698; 3,642
e 3,817 D.O, respectivamente.

Em estudo realizado por Pereira et al. (2023),
onde foram testadas concentragdes de 0 a 0,5 g L
! de furfural, em processo conduzido com esta
mesma linhagem de levedura, foi observado que,
as concentragdes de furfural presentes no meio de
fermentacdo estenderam a fase de laténcia do
crescimento microbiano.

Tempo (h)

Figura 7: Perfil de crescimento celular da
linhagem Candida akabanensis UFVIM-R131
em meio (YPMX) suplementado de diferentes
concentracoes de furfural.

Quanto ao consumo de xilose (Figura 8), foi
observado que a presenca do furfural em
diferentes concentracoes
negativamente a assimilacdo da pentose, sendo
que, apos 48 horas de bioprocesso, as variagoes

nio afetou

de consumo da xilose pela C. akabanensis
UFVIM-R131 foi de 12,830 g L' no meio
controle, enquanto nos meios adicionados de
0,01; 0,15 e 0,20 g L' de furfural, as variacdes
foram de 15,036; 13,909 e 14,045 g L,
respectivamente. De acordo com Bellido et al.
(2011), o furfural pode impactar o consumo de
substratos, no entanto, esse fendmeno nido foi
observado, para esta linhagem de levedura (C.
akabanensis URFVJM-R131), nas condigdes
aqui estudadas.
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Figura 8: Consumo de xilose da linhagem
Candida akabanensis UFVIM- R131 em meio
(YPMX) suplementado de
concentracoes de furfural.

diferentes

Candida orthopsilosis UFVIM-4G

Os perfis de crescimento da linhagem de
levedura Candida orthopsilosis UFVJM-R131,
sdo mostrados na Figura 9. As diferentes
concentracoes de acido acético testadas afetaram
negativamente o crescimento da levedura, sendo
observado que, as concentragdes de 2 e 3 g L'!
prolongaram a fase de laténcia do crescimento
celular. As variagdes no crescimento da levedura,
apds 48 horas de fermentagdo, foram de 4,472
D.O, em meio controle ¢ 4,301 D.O no meio
contendo 1 g L' do inibidor. Nos ensaios
conduzidos com meio adicionado de 2 ¢ 3 g L'!
de 4cido acético, as variagdes de crescimento foi
de 2,284 e 0,053 D.O, respectivamente. O
crescimento mais significativo para o meio
contendo 2 g L' de 4cido acético ocorreu
somente a partir de 24 horas, para o meio
contendo 3 g L! de 4cido acético, o crescimento
se iniciou a partir de 60 horas de fermentacao.
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=@= Acido Acético 1
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g/L

N W b OO N

Crescimento celular (D.0 610 nm)
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Figura 9: Perfil de crescimento celular da
linhagem Candida orthopsilosis UFVIM-4G em
meio OLIVEIRA (2010) suplementado de
diferentes concentragdes de acido acético.

Quanto aos perfis de consumo de xilose
(Figura 10), na fermentacdo com meio controle
(sem a presenca de inibidor), a variacdo no
consumo do carboidrato, apos 48 horas, foi de
23,677 g L', para o meio contendo 1g L' de
4cido acético a variacdo foi de 11,157 g L', No
processo conduzido com meio adicionado de 2 g
L' de acético, o consumo de xilose, foi
observado com maior clareza, a partir de 60 horas
de fermentagdo. Todavia, no processo conduzido
com meio adicionado de 3 g L' de 4cido acético,
nao foi observado o consumo de xilose.

33
28
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Figura 10: Perfil de consumo de xilose da
linhagem Candida orthopsilosis UFVIM-4G em
meio OLIVEIRA (2010) suplementado de
diferentes concentragoes de acido acético.

Na Figura 11, sdo observados os perfis de
crescimento celular da C. orthopsilosis UFVIM-
4G em meio fermentativo com adi¢ao de furfural.
A variacdo do crescimento celular no meio
controle, ap6s 48 horas, foi de 4, 472 D.O,
enquanto que para os meios contendo
concentracdes de 0,10; 0,15 ¢ 0,20 g L' de
furfural, as variagdes de crescimentos foram de
4,177, 4,286 e 4,300 D.O, respectivamente.
Logo, ndo possivel identificar aparente
interferéncia do furfural no crescimento da

linhagem de levedura estudada.
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Figura 11: Perfil de crescimento celular da
linhagem Candida orthopsilosis UFVIM-4G em
meio OLIVEIRA (2010) suplementado de
diferentes concentragdes de furfural.

Do mesmo modo, quanto aos perfis de
consumo de xilose, foi possivel observar,
conforme mostrado na Figura 12, que, o furfural
ndo apresentou aparente efeito sobre o consumo
de xilose, pois, embora, no inicio da fermentagao
com meio controle mostre uma maior variagao no

consumo do aclcar, a concentragdo inicial
observada apresenta um valor de desvio que
excede as concentracdes observadas nas outras
condigdoes de fermentagdo. Nas fermentagoes
conduzidas em meios adicionados com 0,10;
0,15 3 0,20 g L! de furfural, as variagdes no
consumo de xilose, apos 48 horas der
fermentacgdo, foram de 12,547; 12,539 ¢ 12,028 g
L1, respectivamente.

33 =@=Controle

28 =@=[urfural 0,10 g/L
- 23 =@ Furfural 0,15 g/L
™ g =@ Furfural 0,20 g/L
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Figura 12: Consumo de xilose da linhagem
Candida orthopsilosis UFVIM-4G em meio
OLIVEIRA (2010) suplementado de diferentes
concentracoes de furfural.

4 - Conclusoes

As condi¢des de fermentagdo testadas
neste estudo permitiram concluir que o furfural
afetou o crescimento celular da linhagem
Galactomyces UFVIM-R10,
enquanto, para Candida orthopsilosis UFVIM-
4G, observou-se um impacto no consumo de
xilose. Ja para a linhagem Candida akabanensis
UFVIJM-R131, o furfural nio interferiu nem no

geotrichum

crescimento celular nem no consumo de xilose.
Em relagdo ao acido acético, ndo foram
identificados efeitos negativos sobre os perfis de
crescimento ou consumo de carboidratos nas
linhagens Galactomyces geotrichum UFVJM-
R10 e Candida akabanensis UFVIM-R131. No
entanto, para Candida orthopsilosis UFVIM-4G,
ambos os parametros testados (crescimento e
consumo de xilose) foram afetados pelas
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concentracdes desse composto nos meios HOLMATOV, B. et al. Os residuos da colheita
fermentativos. podem fornecer combustivel para o transporte
Este estudo trouxe informacdes futuro? Potenciais limitados de residuo global de
. bioetanol e grandes pegadas terrestres, hidricas e

relevantes sobre o comportamento das linhagens . o .
) de carbono associadas. Avaliagdes de energia

Galactomyces geotrichum UFVJM-R10,

Candida orthopsilosis UFVIM-4G e Candida
akabanensis UFVIM-R131 na presenca de
compostos inibidores. Os resultados obtidos
auxiliam no avanco de novas pesquisas €
ampliam a compreensao sobre a influéncia do
acido acético e do furfural na produgdo de etanol
pOr esses micro-organismos.
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