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PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERAGCAO POR Pichia membranifaciens
NA PRESENGA DE INIBIDORES ISOLADOS OU EM ASSOCIAGAO- RESUMO

O uso de biomassa vegetal para producao de etanol de segunda geracao (2G) pode
ser resposta a atual crise energética e demanda global de energia sustentavel.
Entretanto, um dos gargalos técnico para viabilizar esta producéo € a hidrolise acida
da matéria-prima, os residuos lignocelulésicos, pela possibilidade de produzir
inibidores para os microrganismos fermentadores. A utilizacdo de leveduras nao
convencionais, que apresentem tolerancia a estes compostos toxicos, pode ser uma
alternativa promissora. Esta pesquisa objetivou determinar as doses maximas dos
inibidores furfural, hidroximetilfirfural (HMF), acido fénico, acido levulinico e acido
férmico, isolados e em associacdo, suportadas pela levedura Pichia membranifaciens
(LJO4), assim como avaliar como estes compostos afetam a producdo de biomassa
e o rendimento de etanol. O estudo foi dividido em dois ensaios, ambos em meio
sintético estéril composto por 45,0 g.L' de xilose e 25,0 g.L! de glicose, com
suplementacao de nutrientes e extrato de levedura. Foram avaliados parametros de
cinética fermentativa (biomassa e velocidade de crescimento), concentracdes de
glicose, xilose, glicerol e etanol através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Para o0 ensaio 1 o delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
em esquema fatorial (5x4x4+1) e (5x4x3+1) com 3 repeticdes, sendo os fatores
inibidores (furfural, hidroximetilfurfural, acido fénico, acido férmico e acido levulinico),
doses (0,0; 3,0; 3,5 e 4,0 g.L?), e tempos (0, 6, 12 e 24 horas). Para o ensaio 2,
utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com 8 tratamentos, 3 repeticoes,
no qual as maiores doses de inibidores em associa¢ao suportadas pelas leveduras
foram testadas. Os resultados obtidos indicam que: A cepa LJ04 da levedura Pichia
membranifaciens tolerou concentracfes dos inibidores furfural, HMF, acidos fénico e
levulinico, de forma isolada, ou em combinagdo nas doses de 3,0 a 3,5g9.L1; O &cido
férmico foi o inibidor que provocou maiores danos a fisiologia da levedura e producéo
de etanol, isolado ou em combinacéo, a partir de 3,0 g.L1; O acido férmico influenciou
negativamente a viabilidade celular, brotamentos e viabilidade de brotos, em todas as
doses estudadas, levando a sobra de acUcares apds 24 horas, que nao foram
metabolizados e baixos rendimentos do processo fermentativo e da producéo de
etanol; A LJO4 apresentou consumo de xilose, com tendéncia de maior transformacéao
do acucar na presenca de acido fénico e &cido levulinico; A producéo e o rendimento
de etanol foram maiores para os tratamentos com adicao de acido fénico.

Palavras-chave: Biocombustiveis; Acidos; Associacéo de inibidores; Leveduras n&o
convencionais.



SECOND-GENERATION ETHANOL PRODUCES BY Pichia membranifaciens
IN THE PRESENCE OF ISOLATED OR COMBINED INHIBITORS - ABSTRACT

A potential solution to the current energy problem and the need for sustainable energy
worldwide is the production of second-generation (2G) ethanol from plant biomass.
Acid hydrolysis is a major barrier for the 2G ethanol process because it generates
fermentation inhibitors that harm microbes. It's critical to look for microbes that can
withstand these substances. The LJ04 strain of the yeast Pichia membranes was
assessed in this study with the goals of determining resistance to high inhibitor
dosages, xylose intake, and adequate fermentation efficiency and biomass output. The
study was split into two assays, each conducted in a sterile synthetic medium
supplemented with 45 g.L-1 of xylose and 25 g.L-1 of glucose and 45 g.L-1 of xylose,
supplemented with yeast extract and nitrogen, phosphorus, potassium, magnesium,
manganese, and zinc. High-performance liquid chromatography (HPLC) was used to
assess the amounts of glucose, xylose, glycerol, ethanol, and fermentation kinetic
parameters (biomass and growth rate). In trial 1, the inhibitory factors (furfural,
hydroxymethylfurfural, carbolic acid, formic acid, and levulinic acid), doses (0.0; 3.0;
3.5and 4.0g.L-1), and times (0, 6, 12, and 24 hours) were all subjected to a completely
randomized factorial scheme (5x4x4+1) and (5x4x3+1) with three replicates. Trial 2
evaluated the greatest doses of inhibitors in combination supported by the yeasts using
a completely randomized design with eight treatments and three replicates. According
to the results, the LJO4 strain of the yeast Pichia membranifaciens was able to
withstand concentrations of furfural, HMF, phenolic, and levulinic acids, either alone or
in combination, at doses ranging from 3.0 to 3.5 g.L-1. The inhibitor that most severely
damaged yeast physiology and ethanol production, either alone or in combination,
starting at 3.0 g.L-1 was formic acid. At all doses examined, formic acid had a
detrimental effect on cell, budding, and shoot viability, resulting in excess sugars that
were not metabolized after 24 hours and low fermentation and ethanol production
yields; LJO4 showed xylose consumption, with a propensity for higher sugar
transformation in the presence of phenolic acid and levulinic acid; Treatments that
added carbolic acid produced and yielded more ethanol.

Key words: Biocombustibles; Acids; Association of Inhibitors; Non-Conventional
Leveduras.
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1 INTRODUCAO

Diante da atual crise energética, surge a necessidade de solucdes para
assegurar a demanda e a sustentabilidade global de energia. O uso de
combustiveis fosseis representa em média 82% do consumo da energia primaria
mundial segundo o Statistical Review of World Energy (BP, 2022) A queima
desses combustiveis resulta na emissdo de gases de efeito estufa, como o
diéxido de carbono, contribuindo significativamente para as mudancas climaticas

de origem antropogénica.

No contexto brasileiro, observa-se que, para atender as demandas futuras
de consumo de biocombustiveis, € imprescindivel avancar na moagem de cana-
de-acucar, além da modernizacdo e integracdo das produces de Etanol de
Primeira Geracdo (E1G) e Etanol de Segunda Geracdo (E2G) nas usinas
brasileiras. Proposto com forma de superar as limitacdes do E1G, o E2G utiliza
de biomassa ndo alimenticia, como residuos de madeira, palha de arroz e
bagaco de cana-de-acucar.

Dentre as alternativas promissoras para producdo de biocombustiveis,
destaca-se a reutilizacao dos residuos vegetais lignocelulésicos, produzidos como
sobras de culturas agricolas. Neste caso, tem-se inUmeras vantagens, como a
colaboragéo direta sobre a conservagdo do meio ambiente; abundancia de
matéria-prima em area ja cultivada, praticamente sem custos; reducdo da
necessidade de expassao da area para cultivo e reducéo das emissdes de gases
do efeito estufa.

Se comparado as alternativas de combustiveis fésseis e a outros
biocombustiveis, o etanol 2G é significativamente mais limpo, reduzindo os
efeitos negativos da producdo de bioetanol em cerca de 85 e 90%, além do
potencial da tecnologia para aumentar em cerca de 50% a produtividade atual,
reduzindo a poluicdo do ar e do solo, além do uso estratégico da agua e outros
recursos (ANSANELLI et al., 2017; ARANTES, 2018).

Para a producao de etanol 2G, utiliza-se como matéria-prima a biomassa
lignocelulésica, que é constituida por trés polimeros distintos: a lignina, celulose

e hemicelulose. A celulose € composta por polimero de glicose, que corresponde



de 20 a 60% das biomassas disponiveis. A hidrolise completa resulta em
moléculas de glicose, sendo, atualmente, a fonte de aclcares fermentesciveis
nas usinas de etanol celulosico.

A hemicelulose € molécula formada por hexoses, pentoses e outros
acucares. Apos o processo de hidrélise, ocorre a producgdo, principalmente de
glicose, fritose, arabinose e xilose. A xilose € aclcar que ndo € aproveitado por
diversas leveduras comercialmente usadas hoje em dia nas industrias.

Outro gargalo técnico para implementacao do etanol de segunda geracéo
(E2G), é o desenvolvimento de novas tecnologias, para quebra dos aclUcares
presentes na biomassa lignocelulésica. De modo geral, as etapas de pré-
tratamento dos residuos lignocelulésicos requerem a destoxificacdo do
hidrolisado para remover os compostos toxicos e/ou inibidores que sao formados
durante este processo. Este procedimento é trabalhoso e oneroso, e deve ser
feito antes do processo fermentativo, aumentando os custos de producéo.

Diversos microrganismos, como as leveduras, sdo suscetiveis a presenca
destes inibidores, produzidos sob diversas condicfes. Os efeitos provocados
dependem das doses e do tipo de inibidores, assim como da estrutura quimica e
dos métodos de extracdo. Razédo pela qual tem sido bastante estudados.

O género Pichia é conhecido por possuir espécies que suportam altas
doses de inibidores do processo fermentativo. A Pichia membranifaciens é
levedura encontrada na natureza em alimentos e bebidas de fermentacao natural
e em estado de degradacao, que tem habilidade para metabolizar a xilose em
etanol, assim como a capacidade para metabolizar etanol, quando ha o
esgotamento dos acucares no substrato.

Neste contexto, esta pesquisa objetiva determinar as doses maximas dos
inibidores furfural, hidroximetilfirfural (HMF), &cido fénico, acido levulinico e acido
férmico, isolados e em associacdo, suportadas pela levedura Pichia
membranifaciens (LJO4), assim como avaliar como estes compostos podem

afetar a producéo de biomassa e o rendimento de etanol.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etanol no Brasil e no mundo

O etanol pode ser usado como ferramenta para diminuir os impactos
climaticos dos combustiveis fosseis. Por ser fonte renovavel de energia, essa
tecnologia contribui com a menor emissao de didxido de carbono na atmosfera.

Neste sentido, a Politica Nacional de Biocombustiveis, Renovabio, foi
sancionada pelo governo brasileiro em 2017, definiu o papel estratégico dos
biocombustiveis, especialmente no que se trata a seguranca energética e a
diminuicdo de emissdes de gases causadores do efeito estufa, de maneira a
garantir a expansao sustentavel do mercado de biocombustiveis no pais. Até
2030, a matriz energética deve ser constituida por 45% de energias renovaveis,
com metas de aumento na producéo de etanol 1G para cerca de 50 bilhdes de
litros e 2,5 bilhdes de litros de etanol 2G (CONAB, 2019).

Novas tecnologias, como os biocombustiveis, podem ser ferramentas
importantes para geracdo de energia mais sustentavel. O etanol de 2G, mesmo
com limitacBes, sera imprescindivel para cumprir as metas estabelecidas de
desenvolvimento sustentavel no Brasil. A matriz energética do pais, que em
grande parte é oriunda de fontes renovaveis, contrasta com o resto do mundo,
que apresenta participagdo menor de fontes renovaveis(BEN, 2022). Para
aumentar a producdo de biocombustiveis existem duas rotas possiveis,
aumentar a produtividade no campo com a cana-de-acucar, ou promover o
aperfeicoamento de tecnologias do etanol lignocelulésico, a partir da conversao
da celulose e hemicelulose em etanol (FARINAS, 2021).

O bioetanol é um produto muito importante na economia brasileira, sendo
utilizado em veiculos flex-fuel, que sdo movidos a etanol hidratado, além de
ser empregado também em mistura com a gasolina, na forma anidra,
contribuindo para aumentar a octanagem dos combustiveis, além de diminuir a
emissdo de poluentes. Pode ser ainda ser também utilizado na fabricacdo de
diversos produtos como tintas, vernizes e solventes (CONAB, 2019).

A safra 2023/2024 registrou a producédo de 713,2 milhdes de litros de

etanol, representando crescimento de area de cerca de 0,5 %, com um aumento



de 16,2% do rendimento médio de 73,655 quilos por hectare para 85,580 kg/ha.
(CONAB, 2024).

O etanol é produzido através da converséao da sacarose por leveduras em
produtos através da fermentacdo. Em resumo, o processo consiste em: (1)
converter biomassa em acucares fermentesciveis; (2) fermentacdo acucares
através de leveduras em etanol; (3) separagcdo e purificacdo do etanol. Isso
ocorre em meio com elevada concentracdo de agua que por meio da destilacdo
€ removida obtendo-se uma mistura com cerca de 95% de etanol puro, o qual €
denominado de etanol hidratado. Com a remocédo da agua residual no produto é
obtido entdo o etanol anidro, o que torna possivel a adicdo a gasolina
(ZUURBIER; VOOREN, 2008).

O Etanol 2G é produzido a partir da biomassa lignoceluldsica, composta
por polimeros de hemicelulose e celulose, nas estruturas formadas por agucares
que podem ser fermentados. Estes polimeros sdo estruturais, e apresentam
trama rigida. O primeiro passo é disponibilizar esses acucares através da
hidrolise acida, que é realizada em altas temperaturas, obtendo-se hidrolisado
(ARANTES, 2018).

Esse hidrolisado entdo é diluido e tratado para passar pelo processo de
fermentacdo, contendo, principalmente, glicose e xilose, que € convertido
através de microrganismos em etanol, que depois passa pelos mesmos
processos do E1G. No caso do etanol 2G, a tecnologia tem o potencial aumentar
em cerca de 50% a produtividade atual (ARANTES, 2018). Existe grande
gama de residuos vegetais oriundos da agroindustria passiveis a producao de
etanol oriundo de biomassa lignocelulésica, por exemplo, bagaco, palha, cascas,
caules, pedunculos e folhas (HOSKINS; LYONS, 2009).

2.2 Biomassas lignoceluldsicas

As biomassas lignoceluldsicas, compostas principalmente pelos
polimeros: celulose, hemicelulose e lignina, possuem abundancia de acucares
fermentesciveis, além apresentarem cinzas, pectina, extrativos e gorduras
(BALAT, 2011; KOPPRAM et al., 2014).

A celulose é polimero linear composto por moléculas de D-glicose ligadas



por ligacdes do tipo B-1,4. A hemicelulose é polimero ramificado composto por
diversos tipos de moléculas. Dentre essas pentoses como D-xilose e L-
arabinose; e hexoses como D-glicose, D-manose e D-galactose. A lignina é
polimero mono cristalino com p-coumaryl, confenil e &lcool sinapil como
unidades de construcdo na biomassa (RUDOLF et al., 2008; TOMAS-PEJO et
al., 2014).

Portanto, essa biomassa pode ser utilizada para produzir uma gama de
produtos quimicos, em especial o etanol, que € um dos produtos mais bem
estudados e com processos definidos de producdo em escala industrial,
principalmente, quando se emprega a celulose. (KOPPRAM et al., 2014). Como
nem toda biomassa lignocelulésica é composta pela mesma proporcao desses
polimeros, essa matéria-prima pode obter diferentes rendimentos, que depende
da procedéncia e caracteristicas especificas de cada biomassa, uma vez que as
propor¢des entre celulose, hemicelulose e lignina depende das variedades
empregadas (BALAT, 2011).

O bagaco de cana-de-acucar é um recurso abundante sendo excelente
matéria-prima para producdo de etanol, a partir do tratamento de suas fraces
lignocelulésicas (ALVIM e HOPPE, 2016). Além da glicose presente na celulose,
0 bagaco de cana-de-acUcar € rico em xilanas, produzindo quantidades
relativamente altas de xilose através da hidrolise acida.O microrganismo que
realiza a conversao desses acucares em etanol deve ser capaz de metabolizar
xilose, que é acucar de cinco carbonos, de forma eficiente (RUDOLF et al., 2008).
A literatura relata diversos microrganismos que séo capazes de metabolizar a

pentose.

2.3 Hidrolisado e Inibidores fermentativos

O grande problema da implementacao do etanol de segunda geragéo no
contexto atual, € a necessidade de desenvolvimento de novas técnicas
industriais, principalmente para quebra dos acucares presentes na biomassa
lignocelulésica (CANDIDO et al.,, 2019). Neste contexo, técnicas de pré-
tratamento vém sendo desenvolvidas, as quais podem ser realizadas através de

métodos quimicos, fisicos, bioldgicos e/ou fisico-quimicos. O processo quimico



de hidrolise acida, € uma das técnicas conhecidas, que emprega acidos para
realizar a disponibilizagédo dos agucares (CHANDEL et al., 2007)

Dentre os mais utilizados, o acido sulfurico (H2SOs4), cloridrico (HCI),
fosforico (HsPOa4) e nitrico (HNO3) tém sido alvo de estudos gragas a quantidade
de acUcares que podem gerar, uma vez que existem variacfes no modo de acao
de cada tipo de acido. Entretanto, este modelo de pré-tratamento pode levar a
formacdo de compostos residuais toxicos que causam danos ao metabolismo
dos microrganismos, afetando a metabolizacdo dos acucares fermentesciveis,
além da viabilidade econdmica de cada produto (CAMBI et al., 2017).

Cada é&cido produz quantidades diferentes de acuUcares fermentesciveis
ao mesmo tempo gerando diferentes compostos residuais téxicos, os quais
podem causar danos ao metabolismo do agente fermentador. Esses compostos
residuais sao divididos em trés grupos principais: acidos fracos, compostos
fenolicos e derivados de furano (COLOMBI; ZANONI; TAVARES, 2018).

O acido aceético, assim como outros acidos fracos, reduz o crescimento
microbiano. De modo semelhante, compostos fendlicos, influenciam diretamente
na func@o bioldgica de barreira seletiva e matriz enzimatica, deteriorando
integridade da membrana celular da levedura (JONSSON; ALRIKSSON;
NILVEBRANT (2013); COLOMBI; ZANONI; TAVARES (2018).

Estas reacdes de hidrolise também podem ser gerados compostos
derivados de furanos, como o furfural e o hidroximetilfurfural, os quais em altas
concentracbes, podem provocar danos a moléculas de DNA, interromper a
sintese de proteinas e RNA, além de inibir o crescimento biolégico. Outros
compostos que devem ser considerados sao o acido férmico e acido levulinico,
gue sao Iinibidores conhecidos por terem efeitos significativos sobre o
crescimento celular, afetando severamente a fisiologia de microrganismos
(JONSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013; WANG et al., 2016; ASTUTI et
al. 2018).

Estudos relatados na literatura indicam a possibilidade de cepas de
diferntes espécies de leveduras de metabolizarem alguns acidos e compostos

fendlicos, atuando como agentes destoxifixcantes.



2.4 Leveduras

Sendo organismos encontrados em todo planeta, podendo ser
unicelulares ou pluricelulares. Os fungos sdo formas de vidas versateis, podendo
ser encontrados desde em residuos e matérias em decomposicdo, até em outros
organismos, como plantas e animais (FUKUMOTO et al., 2017). De acordo com
a literatura, apenas no Brasil sdo descritas cerca de 5.719 espécies de fungos,
distribuidas em 1.246 géneros, 102 ordens e 13 divisdes (MAIA et al., 2015).

Uma parcela muito pequena dos fungos pode estar associada a doengas
de plantas, como por exemplo Fusarium sp., Sclerotium sp., Verticillium sp,
Rhizoctonia sp., Phytophthora sp., Pythium sp, dentre outros, ou dos homens,
como Candida , Aspergillus, Cryptococcus e Pneumocystis. Entretanto, sao
considerados essenciais para manutencao do ciclo da vida, além de muitos deles
serem usados em ambientes industriais, desde producdo alimentos até na
industria de produtos quimicos e farmacos, com alto potencial biotecnoldgico
(FUKUMOTO et al., 2017).

As leveduras sao fungos unicelulares, podendo ser classificadas no filo
ascomicetos e basidiomicetos. Podem apresentar multiplicacdo sexuada,
através de brotacdo ou fissdo binaria, sem formacéo corpos de frutificacédo, ou
assexuada (KURTZMAN et al., 2011). Por serem organismos eucariontes, sao
importantes por terem aparato fisiolégico que possibilita sua utlizacdo em
biotecnologia, assim como microrganismos industriais, apresentando
capacidade de producdo em maior escala, de proteinas mais complexas que os
organismos procariontes (KURTZMAN et al., 2011).

Os efeitos de inibidores derivados da hidrolise da biomassa
lignocelulésica em leveduras depende da estrutura quimica dos compostos
estudados e doses utilizadas, em (RUMBOLD et al. 2009; YANG et al. 2018) e
de forma menos extensiva em outras espécies, como Zygosaccharomyces,
Spathaspora passalidarum, Candida spp (COTTIER et al. 2015; MORENO et al.
2019) e outros (YAMAKAWA et al. 2020).



2.5 Fermentacéo de pentoses

Atualmente, o uso de microrganismos na geracao de novas fontes de
energia tem sido importante, principalmente na area da transicao verde. Algumas
espécies tém sido estudadas para producdo de etanol a partir de biomassa
lignocelulésica (JOHNSON E ECHAVARRI-ERASUN, 2011).

A hemicelulose é o segundo polimero mais abundante em massa em
diferentes biomassas. Constituidas por diferentes moléculas, como as
pentoses D-xilose e L-arabinose (KOPPRAM et al., 2014). A D-xilose é o
segundo acucar mais abundante nos materiais lignoceluldsicos, durante o pré-
tratamento, enquanto a glicose o acUcar disponibilizado em maiores
concentracdes no processo de hidrélise (DUSSAN et al., 2016).

A levedura mais comumente empregada para processos fermentativos, a
Saccharomyces cerevisae, apesar de consumir de forma eficiente os aclUcares
de seis carbonos presentes nas diferentes matérias-primas, ndo € capaz de
realizar a metabolizacdo dos agucares de cinco carbonos presente na biomassa
lignocelulésica. N&o apresenta habilidades para realizar a fermentagéo de todos
acucares presentes no hidrolisado, em especial as pentoses, produzidas a partir
da quebra da hemicelulose (KOPPRAM et al., 2014). Assim, para que haja o
aproveitamento da fracdo hemicelul6sica, microrganismos com capacidade de
metabolizar acucares de cinco carbonos, principalmente a xilose, devem ser
identificados e estudados para do excelentes opcdes possibilitando a producao
do E2G.

Neste contexto, ha grande interesse e demanda por novas leveduras com
habilidade de aproveitar as pentoses, viabilizando a producdo do etanol
celulésico, proporcionando maiores rendimentos de biocombustivel, na area
cultivada. Verifica-se também aumento de descricdo de espécies fermentadoras
de pentoses (VARIZE et al., 2018). Ha que se considerar ainda que pequena
parcela das leveduras capazes de metabolizar xilose, cerca de 1%, também
sdo capazes de produzir etanol (HAHN-HAGERDAL et al., 2007).

Um fator determinante para obtencéo da producéo de etanol eficiente € a
escolha da linhagem de levedura que realizarda o processo fermentativo. Os

géneros de leveduras que fermentam xilose diretamente séo: Pichia, Candida,



Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Brettanomyces, Clavispora e
Pachysolen (McMILLAN, 1993). Também ha registros de cepas de
Saccharomyces cerevisiae capazes de metabolizar o acucar de cinco carbonos,

gerando acumulo de xilitol.

2.6 Via metabodlica de Xilose em fungos

A producdo de E2G que seja viavel economicamente, depende da
eficiente metabolizacdo de pentoses em alcool etilico. A xilose € o segundo
acucar mais abundante encontrado em biomassas lignocelulésicas (MACRELLI
et al. 2014). A via metabdlica de D-xilose em fungos segundo Hahn-Hagerdal et

al. (2007) e Matsushika et al. (2009) pode ser resumida através da Figura 01.

Figura 01 — Resumo da via metabdlica para producédo de etanol, por fungos, a
partir de D-xilose.

(1 D-Xilose
Xilose NADH NADPH
redutase NAD* NADP*
[2 Xilitol
Xilose NADH
desidrogenase NAD*
D-Xilulose J

Xilose > s
quinase ADP
4 D-Xilulose-5-P |

l

(5 Via das pentoses-fosfato |

l

(6 Etanol |

Fonte: Adaptado de Matsushika et al., (2009).
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Os passos descritos na Figura 01, indicam que para a producéo do etanol a
partir de xilose, € necessaria a reducéo da D-xilose em xilitol através da enzima xilose
redutase. A seguir, ocorre a oxidacao de xilitol em D-xilulose pela acdo da enzima
xilitol desidrogenase, seguida da Fosforilacdo de D-xilulose pela acdo da enzima
xilulose quinase formando D-xilulose-5-P que entdo € metabolizada pela via das
pentoses fosfatos, obtendo-se ao final a producao de etanol.

Poucos microrganismos possuem essa rota metabdlica de converséo de

Xilose em etanol, a levedura Pichia membranifaciens LJO4 além de ser capaz da
metabolizacdo da pentose, também produz etanol com rendimentos

relativamente altos, como descrito por Ribeiro (2019).

2.7 Pichia membranifaciens

Leveduras do género Pichia sdo comumente encontradas em ambientes
naturais e como contaminantes em diversos alimentos, bebidas e produtos com
alto teor de acucar. Certas espécies sao capazes de consumir 0s acidos
organicos presentes em conservas, resultando em problemas de deterioracéo
desses alimentos (GAVA et al., 2008). Desde que E. C. Hansen descreveu o
género Pichia em 1904, a definicAo deste taxon passou por mudancas
significativas para incluir um ndimero crescente de novas espécies que foram
atribuidas a ele. Antes, era considerado um dos maiores géneros, com 91
espécies relacionadas. (KURTZMAN, 1998).

A P. membranifaciens € a espécie-tipo do género Pichia usada para definir
o clado. Caracteristicas peculiares dessa levedura, como pequenas diferencas
no fendtipo, formacgéo de ascésporos que podem variar em forma e assimilacédo
de poucas fontes de carbono utilizadas para identificacdo de leveduras, levaram
a descricbes errbneas de novas espécies de microrganismos (KURTZMAN,
2011). Em 2009, Kurtzman e colaboradores realizaram analise multigénica para
compreender as relacdes entre as espécies de Pichia e seus anamorfos, e entdo
0 género foi reduzido para apenas 20 espécies, excluindo aquelas relacionadas
ao taxon Candida.

Pichia membranifaciens é levedura amplamente distribuida na natureza,

considerada microrganismo de degradacdo de alimentos e bebidas, sendo



encontrada em materiais vegetais, frutas estragadas e bebidas fermentadas
(KURTZMAN, 2011). Descrita como possivel agente de controle biolégico de
doencas de pos-colheita de diversas frutas (WANG et al., 2013; ZHOU et al.,
2014; GRAMISCIA et al., 2018) e identificada como parte da microbiota de
processos de fermentacéo espontanea para producéo de licores destilados na
China (WU et al., 2013; YOU et al., 2016), producdo de vinhos (SURANSKA
et al.,, 2012; STEFANINI et al., 2016) e fermentacdo de azeitonas pretas
(PEREIRA et al., 2015; GROUNTA et al., 2016) e verdes (BENITEZ-CABELLO
et al., 2015). Entretanto sua capacidade de fermentacdo alcodlica € pouco
explorada e descrita na literatura.

11
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento
O experimento foi realizado no Laboratorio de Tecnologia do Acucar e
do Alcool e Microbiologia das Fermentacdes, do Departamento de
Biotecnologia Agropecuéria e Ambiental, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal, S&o Paulo.

3.2 Delineamento experimental

3.2.1Ensaio 1 - Inibidores isolados

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial (5x4x4+1) e (5x4x3+1) com 3 repeticdes, sendo os fatores
os Inibidores (furfural, hidroximetilfurfural, acido fénico, acido férmico e acido
levulinico), as doses (0, 3, 3,5e 4,0 g.L 1), e os tempos (0, 6, 12 e 24 horas), sendo
gue para etanol e glicerol os tempos foram (6, 12 e 24 horas). As dosagens foram
estabelecidas de acordo com estudos anteriores (CHANDEL et al., 2007;
RUYTERS et al., 2015; DIAZ-NAVA, 2017)

3.2.2 Ensaio 2 — Inibidores em associacao

Foran utilizados delineamento experimental inteiramente casualizado
com 08 tratamentos, com 3 repeti¢cdes, no qual as maiores doses de inibidores
em associacdo suportadas pelas leveduras foram testadas. Neste
planejamento, os inibidores estavam presentes nos meios de fermentacao e a
associacao entre os mesmos foi avaliada. A tabela a seguir traz as condicbes

operacionais estudadas (Tabela 01).



Tabela 01 - Doses de inibidores testadas nos Tratamentos estudados

Tratamentos| Furfural [ Hidroximetilfurfural éﬁiiig Ie\'/&uclii?\(i)co f(")&r(;:]il(c:)o
1 (+1) (-1) (+1) (-1) (+1)
2 (-1 (+1) (-1 (-1 (+1)
3 (-1 (-1) (+1) (+1) (-1
4 (-1 (+1) (+1) (-1) (-1
5 (+1) (-1) (-1 (-1) (-1
6 (+1) (+1) (-1) (+1) (-1
7 (+1) (+1) (+1) (+1) (+1)
8 (-1 (-1) (-1) (+1) (+1)

(+1) = maior dose suportada pelas leveduras de 1,0 g.L %

(-1) = segunda maior dose suportada pelas leveduras 0,6 g.L™%.
Fonte: autoria proépria.
3.3 Microrganismo e crescimento celular

A levedura utilizada foi Pichia membranifaciens LJO4, a qual pertence ao
banco de microrganismos do Laboratoério de Microbiologia das Fermentacgdes.
Para garantir o crescimento celular de cultura pura (livre de microrganismos
contaminantes), a levedura foi inicialmente inoculada pelo método de
semeadura por estrias em placas de Petri contendo o meio YPXD (Yeast
Extract-Peptone-Xylose-Dextrose) sélido, o qual é formado por 20 g.L? de
peptona, 10 g.L* de extrato de levedura, 10 g.L* de glicose, 10 g.L* de xilose
e 15 g.L* de &gar microbiolégico (GOVINDASWAMY e VANE, 2007).

Em trabalhos anteriores de Ribeiro (2019), o teste do crescimento foi
realizado para determinar o mosto ideal para o crescimento segundo
Govindaswamy e Vane (2007). O meio utilizado entdo foi YPXD (Yeast
ExtractPeptone-Xylose-Dextrose) contendo 20 g.L! de peptona, 10 g.L! de
extrato de levedura, 10 g.L* de glicose e 10 g.L? de xilose.

Para atingir a concentragdo celular de 10%8 células.mL?, placas
consideradas puras foram inoculadas em erlenmeyers esterilizados contendo

200 mL de meio, entdo os frascos foram incubados a 32°C por 72 horas sob
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agitacao orbital (125 rpm). Ao fim do periodo de crescimento, o meio de cultura
foi transferido para os recipientes da centrifuga esterilizados, para serem
centrifugados a fim de separar a parte liquida, que foi descartada, e a parte
sélida, que contém as leveduras as quais foram suspendidas em solucdo
salina de NaCl a0,85% e armazenadas a 4°C. O processo foi repetido, até

atingir a massa necessaria.

3.4 Preparo do mosto sintético
Para realizacdo dos ensaios os inibidores foram diluidos em solucao 45
g.L* de xilose e 25 g.L! de glicose em agua destilada de modo a preparar o
mosto sintético que foi utilizado no processo fermentativo. A suplementacdo
com nutrientes, foi realizada com a adicdo de sulfato de aménio, fosfato de
sédio, sulfato de potassio, sulfato de magnésio, sulfato de manganés, sulfato
de zinco. Os reagentes foram adicionados para obtencdo de 0,3g.L! de
Nitrogénio, 0,3g.L* de Fésforo, 0,3g.L* de Potassio, 0,05g.L* de Magnésio,
0,01g.L* de Manganés, 0,01g.L* de Zinco, teores essenciais para realizacéao
da fermentacdo (PAVANI et al., 2013) e extrato de levedura (SILVA, 2019).
Usando a solugéao de H2SO4 1N, o pH do meio foi adequado para 3,5,
sendo este o valor ideal para a fermentacédo da levedura P. membranifaciens
LJO4 (RIBEIRO et al, 2019).

3.5 Processo fermentativo
As fermentacdes foram realizadas em frascos erlenmeyer de 500mL,
sendo estes mantidos em mesa agitadora com controle de temperatura a 37°C
e rotacdo de 150 rpm. Durante o desenvolvimento do processo fermentativo
foram avaliados também os seguintes parametros: viabilidade celular,
brotamento e viabilidade dos brotos (LEE; ROBINSON; WANG, 1981).
Aliguotas foram coletadas de cada repeticao nos tempos de 0, 6, 12 e 24
horas para a realizacdo das analises microbiolégicas e posterior andlise em
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HERNANDEZ-PEREZ; DE ARRUDA;
FELIPE, 2016).

O processo fermentativo foi dividido em dois ensaios, sendo o Ensaio 1
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para definir os efeitos dos inibidores isolados no desempenho de P.
membranifaciens LJ04 e o Ensaio 2 contendo os inibidores em associacdo em

diferentes concentracdes, conforme descrito nos itens 3.2.1 e 3.2.2.

3.6 Andlises microbiolégicas

Durante o experimento foram recolhidas aliquotas para andlises
microbiolégicas, verificando-se a viabilidade celular, o indice de brotamento e a
viabilidade de brotos nos intervalos de tempo de 0 horas (inicio da fermentacao)

e 24 horas (término da fermentacéo). Esta etapa foi realizada com o auxilio de

camara de Neubauer (LEE; ROBINSON; WANG, 1981). Em seguida, foram
realizados os calculos para determinar a porcentagem de cada parametro
estudado segundo a figura abaixo:

Células vivas x 100

et o) —
Viabilidade celular (%) Células vivas + Células mortas

Brotos vivos x 100

indice de brotamento (%) =
(%) Células vivas + Células mortas

Brotos vivos x 100

Viabilidade dos brotos (%) = - -
Brotos vivos + Células mortas

As analises da cinética fermentativa foram conduzidas de acordo com a
metodologia empregada por Schmidell et al. (2001).

Inicialmente, determinou-se a velocidade especifica maxima de
crescimento (Um), a qual € constante e maxima na fase exponencial. Este
parametro foi calculado a partir da plotagem da curva de In(x) versus tempo de
cultivo (em horas) na fase exponencial, resultando em reta com coeficiente
angular igual a velocidade especifica maxima de crescimento. A velocidade
especifica de crescimento (ux) da fase exponencial foi determinada pelo método
geométrico da equacao 1:

(1) px =1
Onde:
I.  px Velocidade especifica de crescimento (h™);

II.  X: Biomassa ou massa celular (g.L™);
lll. t: Tempo (h);
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Os fatores de rendimento determinados foram as conversoes de substrato
em biomassa (Yxs) e substrato em produto (Yrss):
(2) Yxis = xx0; (3) Yprs = v

Onde:
I.  Yxs: Rendimento de biomassa baseado no consumo de substrato

(gbiomassa/ gsubstrato);

II.  Yes: Rendimento de etanol com base no consumo de substrato

(Detano/ sustrato)
[ll.  X: Biomassa final (g.L™?);
IV.  Xo: Biomassa inicial (g.L});
V.  P: Concentracdo final de etanol (g.L™);
VI.  Po: Concentracédo inicial de etanol (g.L™);
VIl.  S: Concentracéo final do substrato (g.L™%);

VIII. So: concentragado inicial do substrato (g.L™).

3.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Aliguotas dos mostos retiradas durante o processo fermentativo foram entdo
submetidas a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC), gracas a
colaboracédo com IPBEN (Instituto de Pesquisa em Bioenergia) da UNESP Campus
Rio Claro, foram determinadas as concentracdes de glicose, xilose, glicerol, acido
acético e etanol (HERNANDEZ-PEREZ; DE ARRUDA; FELIPE, 2016).

3.8 Andlise estatistica
Os resultados obtidos foram entdo submetidos a andlise de variancia pelo
Teste F, comparacao de médias pelo teste de Tukey (P<0,05), e quando necessario
foi a técnica de analise de regressao polinomial foi aplicada. As analises estatisticas
foram realizadas com auxilio do Programa AgroESTAT - Sistema para Analises
Estatisticas de Ensaios Agrondmicos (BARBOSA e MALDONADO JUNIOR, 2015).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Rendimento de biomassa Isolados

Os resultados obtidos para Rendimento de Biomassa, estao apresentados

na Tabela 02. Da sua analise verificou-se que o tratamento com o furano HMF

apresentou valores menores que o controle, especialmente a dose de 3,5 g.L™,

que resultou em um ter¢o da velocidade maxima especifica de crescimento. Os

tratamentos com a menor taxa maxima de crescimento foram HMF e &cido

férmico, com valores préximos a um terco do controle.
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Tabela 02 - Resultados obtidos para Pichia membranifaciens LJ04 em ensaios
fermentativos com doses de Furfural, Hidroximetilfurfural (HMF), Acido Fénico,
Acido Levulinico e Acido Formico avaliando os parametros: Velocidade Especifica
Maxima de Crescimento (um), Velocidade Especifica de Crescimento (px);
Biomassa final subtraido da biomassa inicial (X — Xo); Velocidade de Consumo de
Glicose (Qq) e Velocidade de Consumo de Xilose (Qx)

Inibidores Doses Mm Mx X =Xo Qg Qx
(g.Lh (h)* (hy* (g.L)* (9.L~h™HA | (g.L".h")°

Controle 0,0 0,003 £0,001 |0,040 +0,018| 0,116 +0,038 0,810 0,241
3,0 0,005 +0,001 |0,054 +0,012| 0,157 +0,024 0,896 0,492
Furfural 3,5 0,002 +0,001 |0,023 +0,010| 0,067 +0,023 0,812 0,308
4,0 0,002 +0,001 |0,029 +0,007| 0,085 +0,014 0,804 0,266
3,0 0,002 +0,002 (0,029 +0,015| 0,083 +0,031 0,886 0,461
HMF 35 0,001 +0,001 |0,020 +0,002| 0,059 +0,004 1,101 0,537
4,0 0,002 +0,001 |0,026 +0,009| 0,081 +0,022 0,896 0,436
3,0 0,003 +0,001 |0,038 +0,014| 0,110 +0,029 0,847 0,568
Acido Fénico 3,5 0,003 +0,002 (0,035 +0,014| 0,101 +0,030 0,711 0,084
4.0 0,002 +0,002 |0,026 +0,018| 0,077 +0,035 0,716 0,227
3,0 0,002 +0,001 |0,022 +0,008| 0,064 +0,017 0,730 0,173
AcidoLevulinico|] 3,5 0,002 +0,001 |0,024 +0,011| 0,071 +0,025 0,638 0,107
4.0 0,003 +0,001 |0,033 +0,003| 0,096 +0,007 0,821 0,410
i 3,0 0,001 +0,001 |0,017 +0,007| 0,049 +0,015 0,246 0,160
Acido Férmico 35 0,001 +0,001 |0,020 +0,003| 0,057 +0,007 0,182 0,165
4,0 0,002 +0,001 |0,026 +0,006| 0,075 +0,014 0,218 0,221

* Intervalo de tempo usado para determinacdo de py € px:0-12h
**Diferenca entre os valores de biomassa em 24h (X) e Oh (X,) de incubagao
A (Glicose inicial - Glicose final)/24h

B (Xilose inicial - Xilose final)/24h

Fonte: autoria propria.

Em relacdo a velocidade especifica de crescimento, apenas o tratamento

com furfural na concentracéo de 3 g.L'! apresentou maior valor em relagédo ao

controle, porém, para as doses mais altas, observou-se reducao do crescimento.

O tratamento com &cido fénico foi o mais proximo do controle, porém, ao



aumentar a dose para 4 g.L, o valor caiu em 66%. O &cido férmico foi o
tratamento que promoveu maior restricdo de crescimento. De acordo com
Ingraham e Guymon (1960), concentracdes elevadas deste acido promovem a
inibicdo no metabolismo da leucina, afetando a fisiologia da levedura.

Os resultados do aumento da dose nas velocidades especificas (ux e um) e
na diferenca entre biomassa inicial e final (X — Xo) mostram basicamente trés
padrdes. O inibidor HMF apresenta valores inferiores ao controle sem tendéncia
definida. Os tratamentos com furfural e o acido fénico demonstram diminuicao
do crescimento com o aumento da dose, enquanto o &cido levulinico e o acido
férmico mostram um maior crescimento com o aumento das doses, alcangando
0s maiores valores na dose de 4 g.L1. O tratamento com furfural, na dose de
3 g.L* foi o Unico que superou o controle, com um aumento de até 66% nos
parametros analisados, enquanto o0s outros tratamentos indicaram uma
menor taxa de crescimento e producdo de biomassa na presenca dos

inibidores.

O tratamento com a presenca de HMF, com destaque a dose 3,5 g.L* do
HMF, que obteve a maior velocidade de consumo encontrada, 35% maior que o
controle, apresentando em todas doses uma maior velocidade consumo do
acucar. Ja o furfural teve uma reducdo da velocidade de consumo com o
aumento da concentragédo de inibidor. A dose de 4 g.L™* foi a Ginica dos derivados
de furanos que apresentou uma velocidade menor que o controle.

Por outro lado, os tratamentos acidos apresentaram média inferior ao
controle, com reducédo de aproximadamente 6,5% para o acido fénico, 10% para
o0 acido levulinico e quase 75% para o acido férmico. Apenas os tratamentos com
furfural e &cido fénico demonstraram clara tendéncia de menor consumo de
acucar a medida que aumentava a concentracao dos inibidores.

Na Tabela 03, verifica-se que o rendimento de biomassa para 0s
tratamentos no geral apresentaram valores inferiores ou iguais ao controle, a ndo
ser para o furfural na dose de 3,0 g.L%, em que os valores de rendimento de
biomassa dobraram nos tempos de 6 e 12 horas se comparado ao controle e em
24 horas, observou-se aumento de 38%. Furfural e acido fénico apresentaram a

mesma tendéncia de menor rendimento de biomassa com o aumento da dose.
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Ao contrario do acido férmico e acido levulinico, no qual o aumento da dose é
acompanhado de maiores rendimentos de biomassa. Os menores valores
obtidos para o parametro foram em todas as doses do acido formico e para a
dose de 3,5 g.L! de HMF.

Verifica-se que esse resultado é concordante em relacdo aos dados
apresentados na Tabela 02. , mas no caso o &cido formico acaba demonstrando
valores menores, justamente por ser o tratamento onde foi encontrado glicose
residual ao final da fermentacdo, ou seja, o inibidor teve efeito suficiente na
fisiologia da levedura que a mesma néo foi capaz de metabolizar os agucares

presentes no meio, portanto o menor rendimento de biomassa era esperado.

Tabela 03 - Resultados médios e desvio padrdo obtidos para Pichia
membranifaciens LJO4 em ensaios fermentativos com doses de Furfural,
Hidroximetilfurfural (HMF), Acido Fénico, Acido Levulinico e Acido Formico
isolados para rendimento de biomassa baseado no consumo de substrato (Yx/s)
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Doses Yx/s* (g.g™%)
(9.L?) | Tempo | Furfural HMF Acido Acido Acido
fénico levulinico férmico

6h 0,021 0,010 0,021 0,010 | 0,021%0,010 | 0,021 0,010 0,021 0,010
Controle[ 12h 0,024 0,010 0,024 +0,010 | 0,024%0,010 | 0,024 +0,010 0,024 0,010
24h 0,031 0,014 0,031+0,014 | 0,031%0,014 | 0,031 +0,014 0,031 0,014
6h 0,040 0,010 0,017 0,017 | 0,025+0,017 | 0,011 +0,009 0,006 0,005
3.0 12h 0,047 £0,009 0,020 +0,014 | 0,031#0,010 | 0,015 0,009 0,008 0,006
24h 0,043 0,011 0,023+0,012 | 0,036+0,013 | 0,018 0,008 0,010 0,005
6h 0,014 0,009 0,006 +t0,004 | 0,023+0,013 | 0,014 0,011 0,005 +0,004
35 12h 0,016 0,006 0,010 +0,006 | 0,023#0,013 | 0,019 +0,011 0,008 +0,003
24h 0,019 0,009 0,017 +0,002 | 0,028+0,011 | 0,021 +0,010 0,012 0,003
6h 0,016 0,006 0,021+0,010 | 0,015%0,014 | 0,021 0,006 0,010 +0,004
4,0 12h 0,023 +0,004 0,021 0,010 | 0,018+0,015 | 0,025 0,006 0,015 0,003
24h 0,025 0,005 0,025+0,010 | 0,022+0,015 | 0,029 +0,003 0,016 +0,004

*Foram usados os intervalos iniciais e finais para biomassa e substrato (glicose + xilose).
Fonte: autoria propria.

Os tratamentos no geral apresentaram valores inferiores ou iguais ao
controle, a ndo ser para o furfural na dose de 3,0 g.L %, sendo que os valores de
rendimento de biomassa dobraram nos tempos de 6 e 12 horas, quando
comparado ao controle e em 24 horas, observando-se um aumento de 38%.

Furfural e acido fénico apresentaram a mesma tendéncia de menor rendimento



de biomassa com o aumento da dose. De acordo com os resultados, verifica-se
que os fendis e furfurais presentes podem causar estresse na levedura alterando a
fisiologia durante o processo fermentativo, conforme relatado pela Fermentec
(2010).

Desta forma os resultados mostram que a levedura P. membranifaciens
LJO4 é capaz de crescer e consumir substrato de cinco e seis carbonos, mesmo
na presenca dos principais inibidores fermentativos. Entretanto, o acido férmico
e o0 HMF apresentaram impacto expressivo sobre parametros avaliados, com
reducdo do rendimento de biomassa, a medida que se aumentou as doses
destes inibidores. Comportamento semelhante foi observado para o tratamento
com &cido levulinico, nas doses de 3,0 a 3,5 g.L%. Os rendimentos de biomassa
foram menores para as doses maiores.

Diferente dos dados de cinética fermentativa, observa-se na Tabela 04
gue ndo houve uma divergéncia estatistica significativa entre os diferentes
inibidores, por ndo levarem em conta fatores como velocidade de consumo de
substrato, velocidade de crescimento e rendimento de biomassa. Razao pela
qgual ndo foram incluidos na andlise utilizada, pois consiste na comparacao das
médias. A concentracdo de biomassa difere estatisticamente quando se compara
os tempos, verifica-se maiores valores de biomassa no final do processo
fermentativo, e os menores valores no inicio. Observou-se que em todos o0s

tratamentos houve maior producéo de biomassa durante o processo.

Essa diferenca observada na interacdo entre dose e tempo esta
representada graficamente, através da Figura 02, onde pode-se observar que ao
inicio do processo fermentativo, em média o tratamento controle apresentou
menor concentracdo de células por litro. Ao final do processo fermentativo, ndo
foi observada diferenca estatistica para concentracdo de células, e no tempo

intermediario de 6 horas.
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Tabela 04 - Resultados médios, anélise de variancia e teste de Tukey para a
concentracéo de biomassa em g.L* produzido por Pichia membranifaciens LJ04
em ensaios fermentativos com doses dos inibidores isolados de Furfural,
Hidroximetilfurfural, Acido Fénico, Acido Levulinico e Acido Férmico durante 24
horas

Tratamentos Biomassa (g.L?)
Inibidor (1)
Furfural 2,923 a
HMF 2,923 a
Acido fénico 2,920 a
Acido levulinico 2,932 a
Acido férmico 2,928 a
Controle 2,922
Teste F 0,76 ns
C.V. 1,3136
D.M.S. 0,0258
Doses (D)
3,0 2917 a
3,5 2,930 a
4,0 2,935a
Controle 2,922 a
Teste F 2,00 ns
C.V. 1,4452
D.M.S. 0,0210
Tempos (T)
0 horas 2,870d
6 horas 2,932c¢c
12 horas 2,943 b
24 horas 2,960 a
Teste F 270,59**
C.V. 0,6355
D.M.S. 0,0088
I xD 1,26 ns
IXT 1,51 ns
DxT 3,06**
IXDXT 1,21 ns

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade
(0,01=<p<0,05); ns ndo significativo (p>=0,05).

As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (5%). p = Diferenca
significativa entre o percentual médio. C.V. = coeficiente de variagdo. D.M.S. = desvio minimo significativo. | x
D = Interagdo entre inibidores e doses. | x T = Interag&o entre inibidores e tempos. D x T = Interagcdo entre
doses e tempos. | x D x T = Interacao entre inibidores, doses e tempos.

Fonte: autoria propria.
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Figura 02 - Desdobramento da interacdo entre tempo e doses para a
Concentracdo de Biomassa produzida para Pichia membranifaciens LJ04 em
ensaios fermentativos com doses de inibidores de fermentacéo.
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No tempo intermediario de 12 horas, constatou-se diferenca significativa,
onde os maiores valores obtidos nesse caso foram para as doses de 3,5 e 4,0
g.Lt , demonstrando maior producdo de biomassa antes do final do processo
fermentativo. Esta ocorréncia pode deve estar relacionada ao fato das células ao
final do processo fermentativo serem induzidas a respiracéo em funcédodo menor
teor de acucares disponiveis para serem metabolizados. Quando se observa o
efeito dos inibidores e o parametro biomassa através da Figura 03, pode-se
observar que existe uma diferenca apenas na concentragdo inicial de células,
com concentragdo menor encontrada para o furfural e acido fénico; valores
intermediarios para os acidos formico e levulinico, e a maior média observada
para o valor inicial € encontrada no tratamento contendo furfural. Estudos
realizados por Park, Cho e Chu (2005), demonstraram maior producéo de
biomassa na presenca de fatores estressantes em Rhodotorula glutinis, sendo
estas condicbes de estresse osmotico e de temperatura, a cepa da levedura
produziu uma massa celular superior ao controle, demonstrando mecanismo de

producdo de biomassa a partir de estresse em leveduras.
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Figura 03 - Desdobramento da interacdo entre inibidores e tempo para a
Concentracdo de Biomassa obtida para Pichia membranifaciens LJ04 em
ensaios fermentativos com doses de inibidores de fermentacéo.
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4.2 Andlises microbioldgicas de inibidores isolados
Os resultados obtidos para viabilidade celular, Figura 04, demonstram

tendéncia de menor porcentagem de células vivas com o aumento das doses
dos inibidores, principalmente para os de natureza acida. Os &cidos fénico e
levulinico apresentaram reducédo de cerca de 20%, quando se compara a dose
de 3,0 g.L' com a de 4,0 g.Lt, demonstrando o efeito destes compostos sobre
0s processos fisiolégicos da levedura, provocando maior morte celular a medida

gue a concentracéao inibidores foi aumentada.

O mesmo efeito foi observado para o acido formico, porém diferente do
observado para os acidos fénico e levulinico, ndo foram encontradas células
vivas no final do processo fermentativo, para a maior dose aplicada, indicando o
forte efeito nocivo deste sobre as células. Relato de Gutierrez (1988) confirmam
gue os compostos de natureza acida, de modo geral, afetam diretamente a
membrana celular, causando a fissdo das células, provocando a morte. Os

compostos derivados de furano apresentaram valores mais constantes de
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viabilidade das células, corroborando com as informacdes da literatura, uma vez
que estes compostos afetam prioritariamente a estabilidade genética dos
microrganismos, € em menor intensidade as membranas plasmaticas, ao

contrario dos inibidores acidos.

Figura 04 - Resultados das analises de viabilidade celular para cada dose de
inibidores isolados.
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Quando se avalia a porcentagem de células que demonstram brotamento
(%), Figura 05, verifica-se que, ndo ha padrdo de comportamento. Os valores
apresentam estabilidade, mesmo com incremento das doses dos inibidores. Com
excecdo ao tratamento com &cido férmico, os indices de brotamentos foram
reduzidos a zero a partir da concentracéo de 3,5 g.L*. Os resultados exibidos na
Figura 04 corroboram estas informacdes, indicando que houve grande

porcentagem de células mortas para o acido formico, comparado aos demais.

Figura 05 - Resultados das analises de brotamentos para cada dose de
inibidores isolados. A cor azul representa o indculo, ou tempo inicial (O horas).
A cor verde representa o tempo final (24 horas)
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O mesmo padréo para os brotamentos fora observado para viabilidade
dos brotos (%), Figura 06, onde ndo ha padrdao de comportamento com o
aumento das doses, com a excecdo do acido formico, que foi o tratamento que
demonstrou uma forte diminuicdo do parametro mesmo na menor dose estudada
de 3,0 g.L-1 e assim como na porcentagem de brotamentos, a partir da segunda

maior dose, quando os brotamentos chegaram a 0%.

Figura 06 - Resultados das analises de viabilidade dos brotos para cada dose
de inibidores isolados.
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Almeida et all. (2023) demonstraram que Saccharomyces cerevisiae se
adaptou rapidamente ao hidrolisado de Pinus. Os pesquisadores observaram
gue, algumas cepas da levedura foram capazes de realizar o processo de
destoxificacdo do meio, consumindo derivados de furano e compostos fendlicos,
gue foram convertidos em compostos menos danosos ao microrganismo. Este
comportamento pode estar ocorrendo nesta pesquisa, uma vez que OS
resultados obtidos principalmente para os derivados de furano, em sua maior
dose apresentaram 75% de viabilidade dos brotos.

Van Dijk et all. (2019) estudaram cepas industriais de S. cerevisiae
utilizando hidrolisado de palha de trigo com 6,5 g.L* glicose, 33,6 g.L"* HMF, e
4,3 g.L furfural, diluido em 80% e 90%. No final do processo fermentativo as 48
horas, determinaram viabilidade final das células que foi de 86%, sem o processo
de adaptacédo da cepa, na diluicdo de 90% do hidrolisado. Nesta pesquisa, o
inibidor Furfural na concentracéo de 4,0 g.L™ resultou em viabilidade de 75,44%.
Na concentracdo de 3,0 g.L, o tratamento com &cido férmico, a viabilidade
apresentada foi de 22% (Figura 06).

Os resultados de viabilidade sdo na maioria congruentes com 0S
resultados determinados na cinética fermentativa. Verifica-se, que em geral, de
forma isolada, os &cidos influenciaram negativamente sobre os processo
fisiol6égicos da cepa LJO4, provocando reducdo drastica da viabilidade. Efeitos
mais intensos foram observados para os tratamentos com acido formico nos
quais a viabilidade foi reduzida a zero nas duas maiores doses. Para o furfural,
a viabilidade celular determinada aproximou-se do controle, mesmo para as
maiores concentracdes. Para o tratamento com HMF, na dose de 4,0 g.L?!

houve reducao de 5%.

4.3 Rendimento de biomassa em associacao

Os resultados apresentados na Tabela 05, indicam que,
diferentemente da acdo dos inibidores isolados, quando os compostos foram
adicionados em associacdo, proporcionaram estabilidade na concentracédo de
células, para os tempos intermediarios de 6 e 12 horas, ndo havendo diferenca

significativa, com valores médios bem préoximos.
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O controle apresentou a segunda maior média, sendo superado apenas
pelos tratamentos 5, 6 e 8. Os menores valores médios para producdo de
biomassa foram encontrados nos tratamentos 1, 7 e 2, nos quais o fator comum
entre eles é a maior concentracdo do acido formico, que em associa¢cdo com a
maior dose de acido fénico, reduziram significativamente a concentracdo de
células.

De modo geral, verifica-se que os tratamentos com a menor dose de acido
férmico foram os que mais se aproximaram do controle. Excecdo deve ser
destacada para o tratamento 3, que evidenciou as segundas menores médias.
Essa diferenca fica mais clara quando se analisa a Figura 07, que evidencia
ligeira diferenca nos tratamentos com 0s menores valores, em especial 0
tratamento 1, que no tempo inicial foi o Unico tratamento que demonstrou
diferenca significativa quando comparada ao tratamento controle e os demais
tratamentos.

Os resultados corroboram com os relatos de Park, Cho e Chu (2005), que
observaram maior producéo de biomassa por Rhodotorula glutinis em condi¢gbes
estressantes. Nesta pesquisa, foram estudados condi¢cbes de estresse osmético
e de pH. Neste contexto, pode-se verificar que os inibidores tiveram efeito
estressante sobre a cepa LJ04 de P. membranifaciens, conforme evidenciam as
diferencas de producdo de biomassa (Tabela 05 e Figura 07).

Os resultados apresentados na Tabela 06 sdo congruentes com as
interagbes observadas nas andlises das médias acima, onde os tratamentos 1,
2, 7 e 8 tiveram uma reducédo de metade até de um quarto do rendimento de
biomassa com base no consumo de substrato. Os tratamentos que
apresentaram médias proximas ao controle, também demonstraram valores

préximos ou um pouco abaixo.
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Biomassa (g.L™)
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Figura 07 - Efeito da interacdo do fator A (inibidor) e fator B (tempo) na
Concentracédo de Biomassa obtida para Pichia membranifaciens LJ04 em ensaios
fermentativos com doses de inibidores de fermentacdo em associacao.
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Observa-se que os tratamentos que possuem a maior concentragao dos
acidos, principalmente o &cido férmico tendem a produzir menos biomassa, tanto
quando se realiza a comparacdo das meédias, quanto no caso da cinética
fermentativa e da velocidade produgédo de biomassa com base no consumo de
substrato. Isso pode indicar que esses acidos estdo afetando diretamente a
fisiologia da P. membranifaciens LJO04, inibindo o crescimento celular da levedura
e metabolismo.

Os efeitos dos inibidores em associagdo estdo de acordo, com o que
foi observado quando da analise nos mesmos em sua aplicacéo de forma isolada.
Mesmo com doses menores, 0S compostos em associagcdo, demonstraram efeito
negativo similar, evidenciando que esses compostos quando estdo presentes de
forma combinada, no meio podem afetar de forma mais expressiva a fisiologia da
cepa LJO4.



Tabela 05 - Resultados médios, analise de variancia e teste de Tukey para a
concentracdo de biomassa em g.L! produzido por Pichia membranifaciens LJ04
em ensaios fermentativos com doses dos inibidores em associacdo, sendo:
Furfural (FUR), Hidroximetilfurfural (HMF), Acido Fénico (AFE), Acido Levulinico
(ALE) e Acido Formico(AFO) durante 24 horas
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Tratamentos Biomassa (g.L™)
Tratamentos (Fator A)
Controle negativo 2,922 ab
Tratamento 1
FUR(+) HMF(-) AFE(+) ALE(-) AFO(+) 2,862d
Tratamento 2
FUR(-) HMF(+) AFE(-) ALE(-) AFO(+) 2,880 cd
Tratamento 3
FUR(-) HMF(-) AFE(+) ALE(+) AFO(-) 2,892 bed
Tratamento 4
FUR(-) HMF(+) AFE(+) ALE(-) AFO(-) 2,903 abc
Tratamento 5
FUR(+) HMF(-) AFE(-) ALE(-) AFO(-) 2,931a
Tratamento 6
FUR(+) HMF(+) AFE(-) ALE(+) AFO() 2,935a
Tratamento 7
FUR(+) HMF(+) AFE(+) ALE(+) AFO(+) 2,882 cd
Tratamento 8
FUR(-) HMF(-) AFE(-) ALE(+) AFO(+) 2,934 a
Teste F 12,14**
D.M.S. 0,0352
Tempos (Fator B)
0 horas 2,841 c
6 horas 2,906 b
12 horas 2925b
24 horas 2,945 a
Teste F 75.33%*
D.M.S. 0,0193
Interacdo A x B 2,63**
C.V. 0,9287504

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05); ns
néo significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (5%). p
= Diferenca significativa entre o percentual médio. C.V. = coeficiente de variagdo. D.M.S. = desvio minimo significativo. A x
B = Efeito da interac&o entre Fator A e Fator B.

(+1) = maior dose suportada pelas leveduras de 1,0 g.L ™%
(-1) = segunda maior dose suportada pelas leveduras 0,6 g.L%.

Fonte: autoria propria.
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Tabela 06 - Resultados médios e desvio padrao obtidos para Pichia membranifaciens
LJO4 em ensaios fermentativos com doses em associacdo Furfural (FUR),
Hidroximetilfurfural (HMF), Acido Fénico (AFE), Acido Levulinico (ALE) e Acido
Formico (AFO) para rendimento de biomassa baseado no consumo de substrato
(Yx/s)

Tratamentos Tempo Yxis (g.g1)*

6 horas 0,1815 +0,0015
Controle negativo 12 horas 0,1221 +0,0015

24 horas 0,1129 +0,0013

6 horas 0,0898 +0,0022
Tratamento 1 12 horas 0,0414 +0,0017
FUR(+) HMF(-) AFE(+) ALE(-) AFO(+)

24 horas 0,0410 +0,0016

6 horas 0,0557 +0,0018
Tratamento 2 12 horas 0.0603 £0,0019
FUR(-) HMF(+) AFE(-) ALE(-) AFO(+)

24 horas 0,0765 +0,0024

6 horas 0,2448 +0,0028
Tratamento 3 12 horas 0.1596 +0,0024
FUR(-) HMF(-) AFE(+) ALE(+) AFO(-)

24 horas 0,1457 +0,0023

6 horas 0.3036 +0,0029
Tratamento 4 12 horas 0.1960 +0,0026
FUR(-) HMF(+) AFE(+) ALE(-) AFO(-)

24 horas 0,1540 +0,0022

6 horas 0,1906 +0,0026
Tratamento 5 12 horas 0,1413 +0,0022
FUR(+) HMF(-) AFE(-) ALE(-) AFO(-)

24 horas 0,1290 +0,0024

6 horas 0.2454 +0,0021
Tratamento 6 12 horas 0.1898 +0,0025
FUR(+) HMF(+) AFE(-) ALE(+) AFO(-)

24 horas 0,1588 +0,0022

6 horas 0,0354 +0,0019
Tratamento 7 12 horas 0.0386 £0,0018
FUR(+) HMF(+) AFE(+) ALE(+) AFO(+)

24 horas 0.0426 £0,0016

6 horas 0.0654 0,0012
Tratamento 8 12 horas 0,0648 +0,0011
FUR(-) HMF(-) AFE(-) ALE(+) AFO(+)

24 horas 0.0756 +0,0021

*Foram usados os intervalos iniciais e finais para biomassa e substrato (glicose + xilose). (+1) = maior
dose suportada pelas leveduras de 1,0 g.L-1. (-1) = segunda maior dose suportada pelas leveduras
0,6 g.L-1.

Fonte: autoria propria.
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De modo semelhante como no ensaio com os inibidores isolados, os
tratamentos com maiores concentra¢des de acido formico, foram determinantes
para a reducdo dos parametros avaliados, em quase todos os casos, reduzindo

de forma significativa o consumo da glicose.

4.4 Analises microbiolégicas - inibidores em associacao

De modo geral, o padrdo observado para o efeito dos inibidores em
associacdo sobre a viabilidade das células de leveduras, evidenciam reducgéo
muito expressiva dos parametros avaliados. A analise da figura 08, evidencia que
ao final do processo fermentativo ndo foram observadas viabilidades superiores
a 6%, com taxas de morte celular se aproximando a 100%. Os tratamentos 1 e
4 resultaram em morte celular de 100%.

Os dados obtidos mostram que 0s compostos avaliados, quando
associados, mesmo que em doses menores, afetaram de forma mais expressiva
a fisiologia de P. Membranifaciens, provocando a morte celular e inibicdo dos
brotamentos, especialmente na presenca do acido férmico . Em todos os
tratamentos, mesmo que em doses consideradas baixas, pode explicar os dados
de viabilidade obtidos, o composto de forma isolada demonstrou seu potencial

de inibicdo da fermentacdo e de altas taxas de morte celular.

4.5 Efeito dos inibidores isolados no substrato

Segundo relatos de Ribeiro (2019), a cepa LJ04 tem habilidade de
metabolizar Xilose. Neste contexto, esperava-se que 0 consumo desse acglcar fosse
semelhanter ao da glicose, conforme Tabela 07. Entretanto, de modo geral, com
excecao dos acidos levulinico e férmico, a levedura apresentou consumo ligeiramente
maior dos agucares quando comparado ao controle. Ao contrario dos dados de
cinética fermentativa, na qual o tratamento com HMF apresentou maior velocidade de
consumo de substrato que o controle, conforme tabela 07, verifica-se que houve maior

sobra de glicose.
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Figura 08 - Resultados das analises de viabilidade dos brotos para cada dose
de inibidores em associacao.
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Tabela 07 - Resultados médios, andlise de variancia e teste de Tukey para a
concentracdo de glicose e xilose em g.L"* consumida por Pichia membranifaciens LJ04
em ensaios fermentativos com doses dos inibidores isolados: Furfural,
Hidroximetilfurfural, Acido Fénico, Acido Levulinico e Acido Férmico durante 24 horas

Tratamentos Glicose (g.L?) Xilose (g.L™?)
Inibidor (1)
Furfural 5,025 ¢ 39,056 a
HMF 5,540 b 38,478 b
Acido fénico 4,924 ¢ 37,371d
Acido levulinico 4,498 d 36,985¢
Acido férmico 11,768 a 38,145 ¢
Controle 4,859 39,404
Teste F 157,67 307,93**
C.V. 2,164 0,7084
D.M.S. 0,1378 0,2700
Doses (D)
3,0 6,887 b N . 38,117 b
3,5 6,943 a : 37,346 ¢
40 6,714 c 37,161d
Controle 4,859 d 39,404 a
Teste F 486,45** 831,30**
C.v. 0,4513 0,0588
D.M.S. 0,0274 0,0144
Tempos (T)
0 horas 19,331 a 42,182 a
6 horas 2,236 b 38,207 b
12 horas 1,971c 36,438 ¢
24 horas 1,867d 35,201d
Teste F 263,25** 741,587**
C.v. 0,5312 0,0588
D.M.S. 0,0199 0,0132
IxD 421,08** 185,39**
IxT 488,68** 147,78**
DxT 482,81** 164,15**
IXDxT 678,06** 105,45**

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0,01=<p<0,05); ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras
diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (5%). p = Diferenca significativa entre
o percentual médio. C.V. = coeficiente de variacdo. D.M.S. = desvio minimo significativo. | x D =
Interacdo entre inibidores e doses. | x T = Interacao entre inibidores e tempos. D x T = Interacdo
entre doses e tempos. | x D x T = Interacéo entre inibidores, doses e tempos.

Fonte: autoria prépria.



Por outro lado, observou-se diferenca estatistica entre todos os
parametros avaliados para glicose e xilose, com interacdo significativa ao nivel
de 1% de probabilidade. Como esperado, o maior valor médio dos acucares foi
determinado no tempo inicial, enquanto a menor concentracdo de acucares foi
observada no final do processo fermentativo no tempo de 24 horas.

A maior concentragédo de glicose foi observada para o tratamento com
acido férmico, com o valor de 11,76 g.L, representando aumento de 140% em
comparacdo com o controle. Para o acido levulinico, Unico tratamento com
concentragdo média menor de glicose, com o valor de 4,49 g.L, representou
diminuicao de 7,5% em comparac¢éo com o controle.

Analisando-se a Figura 09, verifica-se que os tratamentos HMF e &cido
levulinico apresentaram o consumo completo da glicose no meio a partir de 6
horas do inicio do processo fermentativo. Para o tratamento com furfural e acido
fénico esse esgotamento ocorreu entre 12-24 horas do processo. Considerando-
se o tratamento com acido férmico, ndo houve esgotamento da glicose. Ao final
do processo fermentativo ainda restava 9,3 g.L! da hexose no meio,
evidenciando grande efeito desse inibidor sobre a fisiologia desta cepa de
levedura, afetando o processo de fermentacdo da P. membranifaciens LJ04,
corroborando as discussdes anteriores.

O acido fénico também teve um efeito expressivo no consumo de glicose,
em 6 horas ainda restava 1,0 g.L* do agticar no meio com o inibidor, a levedura
teve dificuldade em metabolizar rapidamente o substrato, ocorrendo 0 consumo
completo apenas depois de 12 horas de processo fermentativo.

Comparando os tratamentos com doses e o controle ao longo do tempo,
através da Figura 10, verifica-se que houve diferencas estatistica entre estes
parametros. Para a dose de 3,5 g.L! determinou-se os maiores valores médios
para 6, 12 e 24 horas, enquanto para 0 horas a dose de 3,0 g.L' foi a que
apresentou o maior valor. Os resultados sdo consistentes com as taxas de
consumo determinadas e as médias obtidas.

A xilose apresentou comportamento no qual ndo houve consumo
completo em qualquer dos tratamentos, conforme relatado por Ribeiro (2019).

Na Figura 11, pode-se observar um comportamento similar de consumo da
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pentose entre o0s tratamentos, porém com diferencas estatisticamente
significantes entre os inibidores. O maior consumo do agucar foi observado para
o tratamento com &cido fénico, sendo que as 24 horas apresentou média de
34,58 g.L1, totalizando o consumo de pouco mais de 10,0 gramas de agucar.

O menor consumo foi apresentado para o tratamento com o 4cido férmico,
que as 24 horas apresentou uma concentracdo de 36,12 g.L%, significativamente
maior que os demais, totalizando teores inferiores a 9,0 gramas de acucar
consumido. Ao longo do periodo fermentativo, os tratamentos demonstraram

gradativa diminui¢éo da velocidade de consumo do agucar de cinco carbonos.

Figura 09 - Desdobramento da interagdo entre inibidores e tempo para a
Concentragao de Glicose obtida para Pichia membranifaciens LJ04 em ensaios
fermentativos com doses de inibidores de fermentacéo.
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Figura 10 - Desdobramento da interacédo entre doses e tempo para a Concentracao
de Glicose obtida para Pichia membranifaciens LJ04 em ensaios fermentativos com
doses de inibidores de fermentacéao.
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Figura 11 - Desdobramento da interagcdo entre inibidores e tempo para a
Concentracdo de Xilose obtida para Pichia membranifaciens LJ04 em ensaios
fermentativos com doses de inibidores de fermentagéo.
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Através da Figura 12, observa-se que o comportamento apresentado foi de
aumento no consumo de xilose em todas as doses, para os tratamentos contendo
inibidores, em comparac¢éo com o controle. O maior consumo de pentose foi registrado
as 24 horas, para a dose de 4.0 g.L* de inibidores, com média de 2,5 gramas de xilose
consumidos a mais em relacéo ao controle. Este aumento pode ser possivel resposta
da cepa LJO4, que na presenca dos inibidores metaboliza xilose, possivelmente

devido a auséncia de glicose no meio.

Figura 12 - Desdobramento da interacao entre doses e tempo para a Concentracéo
de Xilose obtida para Pichia membranifaciens LJ04 em ensaios fermentativos com

doses de inibidores de fermentacéo.
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O consumo do agucar de cinco carbonos (pentoses), foi maior no tratamento
com concentracdo de 3,0 g.L* dos inibidores estudados, sendo que no intervalo de
0-6 horas foram consumidos quase 5,0 gramas da pentose. Neste intervalo, o
tratamento controle apresentou consumo pouco superior a 1,0 grama em média. Os
resultados obtidos para o consumo dos substratos, apresentaram comportamento
similar, do efeito destes sobre a fisiologia da P. membranifaciens. Os inibidores,
principalmente o acido formico, provocaram reducgéo da viabilidade das células, baixos
rendimentos de biomassa, ndo houve consumo total de glicose , além de morte das

células.



4.6 Efeito dos inibidores em associagcéo no substrato

Os resultados obtidos evidenciaram que os inibidores em associacao também
tiveram grande efeito negativo sobre a fisiologia da cepa LJ04. De modo semelhante,
para os tratamentos nos quais o &cido férmico esteve presente de forma isolada,
Tabela 08, em concentragdes maiores, houve inibicdo da producdo de biomassa,
assim como na concentragao glicose residual.

A maior média para glicose foi observada no tratamento 7, que se caracterizou
pela associacdo dos inibidores estudados em suas maiores doses, seguidos pelos
tratamentos nos quais havia a presenca do &cido formico em maior dose (1, 2, 7 € 8).
Nestes casos , verificou-se maiores médias residuais de glicose, quando comparada
ao controle, assim como aos demais tratamentos. Quando a concentracdo do acido
foi a menor houve o consumo total da glicose.

Através da Figura 13 observa-se diferenca estatistica para a maioria dos
tratamentos, considerando-se a diferenca entre a concentracdo inicial e final de
pentoses. Verifica-se que para todos os tratamentos estudados, houve maior consumo
de xilose, com a presenca de inibidores. Para os tratamentos 3, 7 e 8 houve diferenca
de até 1,0 grama a mais de consumo da pentose, sendo que em média este foi de
aproximadamente 6,0 gramas. Para os tratamentos 1, 2, 4, 5 e 6 tem-se consumo
gue variou de 25% a 90%, com destaque para os tratamentos 4 e 5 que representaram
quase 10,0 g.L* de consumo.

Neste contexto, observa-se que sob condi¢des estressantes ha tendéncia da
P. membranifaciens LJ04 em consumir mais xilose em média, e especialmente na
presenca do acido férmico, na concentracéo de 3,0 g.L1, acarretou consumo parcial
de glicose, quando em associagcdo com 0s outros inibidores, mesmo em doses

menores.
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Tabela 08 - Resultados médios, analise de variancia e teste de Tukey para a
concentragdo de xilose e glicose em g.L™! produzido por Pichia membranifaciens LJ04
em ensaios fermentativos com doses dos inibidores em associagcdo, sendo:
Furfural(FUR), Hidroximetilfurfural(HMF), Acido Fénico(AFE), Acido Levulinico(ALE)
e Acido Férmico(AFO) durante 24 horas

Tratamentos Glicose (g.L ™) Xilose (g.L™?)

Tratamentos (Fator A)

Controle negativo 4,859 f 39,404 ¢
Tratamento 1
FUR(+) HMF(-) AFE(+) ALE(-) AFO(+) 15,905 b 39,849 b
Tratamento 2
FUR(-) HMF(+) AFE() ALE(-) AFO(+) 14,867 ¢ 37,298 f
Tratamento 3 .
FUR(-) HMF(-) AFE(+) ALE(+) AFO(-) 4,696 ¢ 36,0801
Tratamento 4
FUR(-) HMF(+) AFE(+) ALE(-) AFO(-) 4,7941 36,325h
Tratamento 5
FUR(+) HMF(-) AFE(-) ALE(-) AFO() 5030e 40,277 a
Tratamento 6
FUR(+) HMF(+) AFE(-) ALE(+) AFO(-) 48051 38484 e
Tratamento 7
FUR(+) HMF(+) AFE(+) ALE(+) AFO(+) 16,484 a 37,1729
Tratamento 8
FUR() HMF(-) AFE(-) ALE(+) AFO(+) 13,384 d 39,177d
Teste F 727,31** 387,74**
D.M.S. 0,0952 0,1166
Tempos (Fator B)
0 horas 18,973 a 42,393 a
6 horas 7,278 b 39,029 b
12 horas 6,522 c 36,741 c
24 horas 4926d 34,754 d
Teste F 223,98** 387,35**
D.M.S. 0,0518 0,0635
Interacéo A x B 945,85** 541,17**
C.Vv. 0,6125872 0,1849643

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade
(0,01=<p<0,05); ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma
coluna diferem pelo teste de Tukey (5%). p = Diferenca significativa entre o percentual médio. C.V. =
coeficiente de variagdo. D.M.S. = desvio minimo significativo. A x B = Efeito da interagdo entre Fator
A e Fator B. (+1) = maior dose suportada pelas leveduras de 1,0 g.L-1. (-1) = segunda maior dose
suportada pelas leveduras 0,6 g.L-1.

Fonte: autoria prépria
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Figura 13 - Efeito da interacdo do fator A (tratamento) e fator B (tempo) na
concentracdo de xilose obtida para Pichia membranifaciens LJ04 em ensaios
fermentativos com doses de inibidores de fermentacdo em associacao.
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4.7 Efeito dos inibidores isolados nos produtos
Analisando-se a Tabela 09, verifica-se diferenca estatistica significativa para a

producdo de etanol, considerando-se os tratamentos, doses e tempos estudados.
Entretanto, para a producdo de glicerol houve diferenca estatistica apenas para a
doses e tempos. De modo semelhante ao que ja foi descrito anteriormente, quando o
acido férmico esta presente no tratamento, determinou-se menor produgcdo em média
de etanol, visto que o agucar presente no mosto nao foi convertido em etanol. Este
comportamento fisiologico da levedura foi decorrente dos danos provocados por este

acido, conforme ja considerado.



Tabela 09 - Resultados médios, andlise de variancia e teste de Tukey para a
concentragdo de etanol e glicerol (g.L ) produzidos por Pichia membranifaciens LJ04
em ensaios fermentativos com doses de Furfural, Hidroximetilfurfural, Acido Fénico,
Acido Levulinico e Acido Formico durante 24 horas

Tratamentos Etanol (g.L™?) Glicerol (g.L?)
Inibidor (1)
Furfural 5,097 bc 0,388 a
Hidroximetilfurfural 5322b 0,439 a
Acido fénico 5,677 a 0,269 a
Acido levulinico 4,927 ¢ 0,304 a
Acido férmico 3,384 d 0,242 a
Controle 5,088 0,280
Teste F 318,99** 3,12 ns
C.V. 4,9607 69,9131
D.M.S. 0,2804 0,2658
Doses (D)
Controle 5,088 a 0,280 b
3,0 4742 d 0,343 a
3,5 4.872b 0,344 a
4,0 4,823 c 0,345 a
Teste F 160,65** 47 20**
C.V. 0,1309 7,8658
D.M.S. 0,0048 0,0192
Tempos (T)
6 horas 5,480 a 0,280 ¢
12 horas 4629Db 0,331b
24 horas 4535c 0,372 a
Teste F 265,60** 126,96**
C.V. 0,1309 7,8658
D.M.S. 0,0035 0,0141
I xD 568,95** 37,40**
IxT 257,85** 34,87**
DxT 823,73** 44,76**
IXDXxT 273,64** 16,14**

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade
(0,01=<p<0,05); ns nao significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma
coluna diferem pelo teste de Tukey (5%). p = Diferenca significativa entre o percentual médio. C.V.
= coeficiente de varia¢@o. D.M.S. = desvio minimo significativo. | x D = Interagdo entre inibidores e
doses. | x T = Interacdo entre inibidores e tempos. D x T = Interagcdo entre doses e tempos. IXD x T =
Interacéo entre inibidores, doses e tempos.

Fonte: autoria prépria.
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O acido férmico apresentou a menor meédia de etanol produzido, da ordem
de 3,38 g.L?, representando reducéo de cerca de 33% se comparado ao controle.O
o maior valor observado foi 5,67 g.L! para o tratamento com A&cido fénico,
significando acréscimo de pouco mais de 11% quando comparado ao tratamento
controle. Quando se adicionou furfural e acido levulinico aos tratamentos, as médias
foram muito préximas ao tratamento controle, com cerca de 5,0 g.L*! de etanol
produzido.

A Figura 14 apresenta as médias obtidas para as doses estudadas em
comparacao com o grupo controle. Da sua analise verifica-se grande variacdo entre
os resultados determinados, com menores valores médios para o tratamento com
acido férmico, sendo as maiores médias de 4,0 g.L* a 3,03 g.L* de etanol produzido.
Os maiores valores médios foram determinados para o tratamento com a presenca
do acido fénico, sendo que nas doses de 3,5 e 4,0 g.L* do inibidor obteve-se média

de 6,0 g.L* de etanol produzido.

Figura 14 - Desdobramento da interacdo entre inibidores e doses para a
Concentragdo de Etanol obtida para Pichia membranifaciens LJ0O4 em ensaios
fermentativos com doses de inibidores de fermentacéo.

© T 2
m T 0O 2 < g
2q 4,2 TR Dp TS5 mn 2 T T
0100 N8BS NnOg N30
DT 983R3LY Q0w 22904 0
~ NoMNo 0YY o YL gOoF §
60ro58c oNww OO On-a O a
. 10 s 09 0 w30 g o
9 500 + < O w o
- ‘ oM
0 N M
£ 4.00 - RS
W 300 A o N
2.00 - - - -
Furfural HMF Acido fénico  Acido levulinico  Acido férmico

uControle m30g.L™ m359.L™ m40¢9.L™

Letras minUsculas comparam doses dentro de cada inibidor e letras mailusculas comparam inibidores
dentro de cada dose

Fonte: autoria propria.



Os tratamentos com acido férmico, e acido levulinico também apresentaram
menores producdes de etanol, em especial para a dose de 4,0 g.Lt. Na Figura 15,
verifica-se reducdo da concentracdo de etanol ao longo do processo fermentativo.
Excecéo para o tratamento com &cido fénico. Observa-se que a maior parte do etanol
foi produzido nas primeiras 6 horas, a partir desse momento, com o esgotamento dos
acucares no mosto, a levedura provavelmente, passou a consumir etanol,
transformando-o em &cido acético, conforme relatou Ribeiro (2019).

Observando a producao de etanol ao longo do tempo na Figura 15, pode-se
observar que a para a maioria dos tratamentos a concentracéo foi superior a 5,0 g.L*
apos 6 horas. Excesséo ao tratamento com acido férmico, que registrou valor médio
de 4,13 g.LL. Para o tratamento com HMF a producéo foi de 6,44 g.L* de etanol, que
apresentou a maior reducdo na concentracdo de etanol, perdendo ou metabolizando
cercade 2,5g.L .

A producéo de glicerol é essencial para diversos tipos de fermentagdes,
sendo que a levedura Saccharomyces cerevisiae coproduz este composto com o
etanol, aumenta o conteudo do ion de sodio celular reduzindo drasticamente o
contetdo de aminoécidos, purinas e ions de potassio, possibilitando maior viabilidade

e crescimento celular.

Figura 15 - Desdobramento da interacdo entre inibidores e tempo para a
concentragdo de Etanol obtida para Pichia membranifaciens LJ04 em ensaios
fermentativos com doses de inibidores de fermentacéo.
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Analisando-se a Figura 16, verifica-se que ndo ha correlacao linear entre a
producado de etanol e de glicerol. Pode-se constatar que as médias de producao de
glicerol foram mais elevadas para os tratamentos com hidroximetilfurfural e furfural,
compostos conhecidos por sua capacidade de afetar a membrana das células
(COLOMBI; ZANONI; TAVARES, 2018). A maior média foi determinada para o
tratamento com HMF, com producéo préoxima a 0,5 g.L? de glicerol.

Os tratamentos com componentes acidos em sua composi¢cdo, demonstraram
médias menores do que os derivados de furanos, com um pico de 0,3 g.L! em
diferentes momentos. De modo semelhante ao ja descrito, a presenca do acido
férmico resultou em menor producdo de etanol, assemelhando-se a quantidade
produzida pelos demais acidos estudados. A maior producdo de glicerol e/ou nao

metabolizacdo dos aglcares pode ser consequencia do menor rendimento.

Figura 16 - Desdobramento da interagcdo entre inibidores e tempo para a
Concentragao de Glicerol obtida para Pichia membranifaciens LJ04 em ensaios
fermentativos com doses de inibidores de fermentacéo.
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Através da Tabela 10 verifica-se o efeito dos inibidores sobre o rendimento do
etanol, tendo como base o consumo de substrato. Da analise dos resultados, observa-
se menor rendimento na presenca dos inibidores, principalmente para o &cido férmico,
gue apresentou rendimento muito baixo comparado aos demais tratamentos, havendo
maior proximidade dos valores determinados para o tratamento controle. Entretanto,
a analise individual dos inibidores mostra, que alguns tratamentos apresentaram
rendimento maior para determinados tempos. O HMF no tempo 24 horas da dose
3,0 g.L! e as 6 horas na dose 4,0 g.L* que apresentou rendimento maior que o
controle. O mesmo ocorreu com o &cido fénico, que na dose de 3,0 g.L** demonstrou
valores superiores para o tempo de 12 e 24 horas, com maiores rendimentos.

Verifica-se que ndo houve diferenca estatistica para producao de glicerol dos
tratamentos, mesmo que hajam médias maiores desse produto na presenca de

inibidores. Para producédo de etanol, observou-se a diminuicdo da concentracdo ao

longo do processo fermentativo.
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Tabela 10 - Resultados médios e desvio padrao obtidos para Pichia membranifaciens LJ04
em ensaios fermentativos com doses de Furfural, Hidroximetilfurfural (HMF), Acido Fénico,
Acido Levulinico e Acido Férmico isolados para rendimento de produto (etanol) baseado
no consumo de substrato (YP/s)

@iy _Temeo g’y

HMF Acido fénico Acido Acido formico
Furfural | o
evulinico

6h 0,1815 +0,0015 0,1815 +0,0015 0,1815 +0,0015 0,1815 +0,0015 0,1815 +0,0015
Controle 12h 0,1221 +0,0015 0,1221 +0,0015 0,1221 +0,0015 0,1221 +0,0015 0,1221 +0,0015
24h 0,1129 +0,0013  0,1129 +0,0013 0,1129 +0,0013 0,1129 +0,0013 0,1129 +0,0013
6h 0,1449 +0,0024  0,1735+0,0021  0,1651 +0,0023 0,1176 £0,0020 0,0683 £0,0015
3,0 12h 0,1595 +0,0030  0,1377 £0,0020  0,1825 +0,0024  0,1439 +0,0021 0,0478 £0,0015
24h 0,1468 +0,0021 0,1269 +0,0020  0,2001 +0,0024  0,1559 +0,0021 0,0486 +0,0015
6h 0,1506 +0,0022 0,2228 +0,0022 0,1368 +0,0021 0,1698 +0,0021 0,0566 +0,0014
3,5 12h 0,1281 +0,0020  0,1416 +0,0022 0,1896 +0,0020 0,1337 £0,0021 0,0565 +0,0015
24h 0,1385 +0,0022 0,1151 #0,0021  0,1745 +0,0020 0,1537 £0,0022 0,0532 +0,0015
6h 0,1622 +0,0016  0,1640 +0,0031  0,2114 +0,0021 0,1171 +£0,0023 0,0803 +0,0015
4,0 12h 0,1373 +0,0018  0,1793 +0,0024  0,1501 +0,0021 0,1337 +0,0017 0,0563 +0,0016
24h 0,1269 +0,0018  0,1680 +0,0023  0,1538 +0,0018 0,1614 +0,0022 0,0570 +0,0016

*Foram usados os intervalos iniciais e finais para biomassa e substrato (glicose + xilose).

Fonte: autoria prépria.



4.8 Efeito dos inibidores em associacdo nos produtos

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos para producao de etanol e glicerol
a partir de diferentes tratamentos. Da analise destes, verifica-se o efeito dos produtos
dos inibidores isolados, assim como maior variacdo nas meédias para producdo de
etanol, além de diferencas significativas na producdo de seu coproduto glicerol.
Observa-se coeficiente de variancia elevado para o glicerol, e baixo para o etanol.

Os dados confirmam que a presenca do acido férmico em maior dose resultou
em efeito negativo na producéo de etanol, biomassa e consumo de substrato. Relatos
de Vanmarcke et al., (2021) avaliando por 72 horas o processo fermentativo, com
adicdo de 3,0 e 6,0 g/L de furfural, verificaram que houve inibicdo da fermentacéo e
reducdo de producédo de etanol de 34 a 51% e 77 a 86% respectivamente. Os
resultados obtidos neste estudo, nos quais foram adicionados 4,09.L"1 de furfural,
obteve-se reducao de 10,6%. Ribeiro (2019), estudando a mesma cepa, demonstrou
gue a Pichia membranifaciens tem habilidade para metabolizar o etanol presente no
meio, produzido a partir do consumo completo da glicose. Os resultados obtidos
neste estudo sugerem que o etanol pode ter sido consumido para a produc¢édo de acido
acético. As células sédo capazes de produzir energia através da metabolizacdo do
etanol, além da producao continuada deste proveniente da xilose.

O tratamento com a menor concentragao de etanol foi o 7, como esperado, pois
este em questédo tem a presenca de todos os inibidores nas maiores doses. Por outro
lado, a maior média obtida foi para o tratamento 6, onde as menores doses foram para
o &cido fénico e férmico, mesmo na presenca dos outros inibidores em maiores doses.
Novamente, os tratamentos na presenca do acido formico foram os mais prejudicados
em relacdo a producéo do alcool etilico.

Estas diferencas ficam mais evidentes através da Figura 18., permitindo avaliar
as médias de concentracao de etanol em cada tempo avaliado. Para o tratamento 1,
gue foi constituido com a maior média de acido formico, verificou-se concentracao de
4,38 g.L* as 6 horas do processo fermentativo, representando valor 25% menor que o
controle, chegando a 50% menor que os valores apresentados para o0s tratamentos

de 3, 4, 5 e 6, que atingiram concentracdo de etanol de 9,14 g.L.
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Tabela 11 - Resultados médios, analise de variancia e teste de Tukey para a
concentracdo de etanol e glicerol em g.L? produzido por Pichia membranifaciens
LJO4 em ensaios fermentativos com doses dos inibidores em associa¢édo, sendo:
Furfural(FUR), Hidroximetilfurfural(HMF), Acido Fénico(AFE), Acido Levulinico(ALE)
e Acido Férmico(AFO) durante 24 horas

Tratamentos Etanol (g.L™) Glicerol (g.L})
Combinacdes (Fator A)
Controle negativo 5,091 e 0,280 bc
Tratamento 1 2,799 g 0,365 b

FUR(+) HMF(-) AFE(+) ALE(-) AFO(+)

Tratamento 2

FUR(-) HMF(+) AFE(-) ALE(-) AFO(+) 2,7274 0,194 c
FUR() HMF-(I-;?iIa:?(E?tAO\L?I)E(+) AFO(-) 6,139 ¢ 0,356 b
FUR(-) |-||\/|F(T+r;31 /t-\aFrE((T)K/le(-) AFO(-) 6,558 b 0,293 bc
FUR(#) HMII(r-?fIg:Ee(gtgLSE(-) AFO(-) 5,512d 0,528 a

Tratamento 6 7.020a 0510 2

FUR(+) HMF(+) AFE(-) ALE(+) AFO(-)

Tratamento 7
FUR(+) HMF(+) AFE(+) ALE(+) AFO(+) 1,919h 0,336 b
Tratamento 8
FUR(-) HMF(-) AFE()) ALE(+) AFO(+) 3,043 f 0,238 bc
Teste F 441 ,90** 16,53**
D.M.S. 0,1374 0,1323
Tempos (Fator B)
6 horas 5,658 a 0,370 a
12 horas 4100b 0,345 a
24 horas 3,845 ¢ 0,318 a
Teste F 347,16** 2,62 ns
D.M.S. 0,1374 0,0563
Interacéo A x B 390,27** 8,27
C.V. 1,5595204 19,772029

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05); ns ndo
significativo (p>=0,05). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (5%). p =
Diferenca significativa entre o percentual médio. C.V. = coeficiente de variacdo. D.M.S. = desvio minimo significativo. A x B =
Efeito da interac&o entre Fator A e Fator B. (+1) = maior dose suportada pelas leveduras de 1,0 g.L™. (-1) = segunda maior
dose suportada pelas leveduras 0,6 g.L ™%

Fonte: autoria prépria.
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Figura 18 - Efeito da interacdo do fator A (inibidor) e fator B (tempo) na concentracéo
de etanol obtida para Pichia membranifaciens LJO4 em ensaios fermentativos com
doses de inibidores de fermentagéo em associacao.

10.0
9.0 -
8.0 1
7.0 1
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0.0

9.142 Aa

| 8.198 Ca
1 8.702 Ba

6.728 Ab

5.629 Ac

5.342 Cb
4.877 Be

| 6.648 Da

4.493 Eb
4.131 Dc
W 4.383 Ea

2.015 Hb
1.999 Fb

.~ 6.840 Da

5.070 Db
4.628 Cc

5.899 Bb

4.635 Cc

3.250 Ea
2.874 Fb
3.354 Ea

Etanol (g.L)
2.564 Gb
" 2.901 Fb

| 2.367 Gc
1.907 Hb
2.102 Ha

' 1.747 Fb

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
u 6 horas m 12 horas m 24 horas

Letras minasculas comparam tempos dentro de cada tratamento e letras mailsculas comparam
tratamentos dentro de cada tempo

Fonte: autoria prépria.

Os tratamentos com acido férmico em sua maior dose também apresentaram
tendéncia diferente para a producéo de etanol, se comparado a outros tratamentos.
Pode-se observar também aumento na concentracdo média de etanol ao longo do
processo fermentativo.

A Figura 19 apresenta o efeito dos inibidores relacionados com a producéo de
Glicerol, ao longo do processo fermentativo, desenvolvido durante 24 horas. Da
analise dos resultados pode-se observar grande avariacdo entre o0s teores
determinados deste coproduto, de modo semelhante ao apresentado para a producao
de etanol (Figura 18). Este comportamento pode ser explicado gracas a acao negativa
dos compostos inibidores que foram adicionados aos mostos para O processo
fermentativo. Estes afetaram de modo direto a fisiologia da levedura e

consequentemente o processo fermentativo.
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Figura 19 - Efeito da interacdo do fator A (inibidor) e fator B (tempo) na concentracéo
de glicerol obtida para Pichia membranifaciens LJO4 em ensaios fermentativos com
doses de inibidores de fermentagdo em associacgéao.
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Fonte: autoria prépria.

Analisando-se a Tabela 12, verifica-se resultados para rendimento da
producdo de etanol ao longo das 24 horas em que se desenvolveu o proesso
fermentativo. Observa-se que para os tratamentos com a presenca do acido férmico
(1, 2, 7 e 8), os rendimentos foram mais baixos, chegando a ser mais de 50% menores
gue o controle. Para os demais tratamentos, o comportamento foi variavel, com
tendéncias para aproximacgao do tratamento controle (5), ou em apresentar valores
superiores (3, 4, e 6), sendo que para o tratamento 4 foram determinadas as maiores
médias.

Os inibidores tiveram efeito negativo sobre a fisiologia da levedura no
processo fermentativo, em funcdo dos danos provocados sobre as membranas,
levando a morte celular, inibicdo dos brotamentos e viabilidade dos brotos. O acido
férmico foi o inibidor que apresentou os efeitos mais intensos e as maiores redugdes.

Neste contexto, pode-se conclur que a cepa LJO4 de Pichia

membranifaciens foi capaz de metabolizar pentoses, proporcionado producao
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Tabela 12 - Resultados médios e desvio padréo obtidos para Pichia membranifaciens
LJO4 em ensaios fermentativos com doses em associacdo Furfural (FUR),
Hidroximetilfurfural (HMF), Acido Fénico (AFE), Acido Levulinico (ALE) e Acido
Formico (AFO) para rendimento de produto (etanol) baseado no consumo de
substrato (Yp/s)

Tratamentos Tempo Yeis(9.g™M)*
6 horas 0,1815 +0,0015
Controle negativo 12 horas 0,1221 +0,0015
24 horas 0,1129 +0,0013
Tratamento 1 6 horas 0,0897 £0,0014
FUR(+) HMF(-) AFE(+) ALE(-) AFO(+) ;i 22;22 8:8233 igzggﬁ
Tratamento 2 162hh°c:?;5 88232 fgggig
FUR(-) HMF(+) AFE(-) ALE(-) AFO(+) g bt 0:0763 ;0:0017
Tratamento 3 162hh00r:‘ass giggz fgggg(l)
FUR(-) HMF(-) AFE(+) ALE(+) AFO(-) 54 o 0:1456 ;0:0022
Tratamento 4 162hh00r:‘ass giggg fggg;g
FUR(-) HMF(+) AFE(+) ALE(-) AFO(-) o b 0:1538 ;0:0023
Tratamento 5 162hhoorraass 81222 fggggcl)
FUR(+) HMF(-) AFE(-) ALE(-) AFO(-) o b 0:1289 ;0:0019
Tratamento 6 162hhoorraass 8?232 fgggig
FUR(+) HMF(+) AFE(-) ALE(+) AFO(") 24 hore 0:1586 ;0:0020
Tratamento 7 162hh00rz:s 882:2 fgggig
FUR(+) HMF(+) AFE(+) ALE(+) AFO(+) o b 0:0424 ;0:0013
Tratamento 8 162hh0()r§3 88223 :_:88812
FUR(-) HMF(-) AFE(-) ALE(+) AFO(+) o b 0:0755 2010016

*Foram usados os intervalos iniciais e finais para biomassa e substrato (glicose + xilose).
Fonte: autoria prépria.

satisfatéria de etanol mesmo com grande morte celular ao final do processo
fermentativo. Verifica-se que esta cepa de levedura apresenta patrimdnio genético
gue poderé contribuir muito para a producdo de E2G. O emprego de microrganismo
gue apresenta habilidade para metabolizar pentoses, viabiliza a utilizagdo de
residuos lignocelulésicos como matéria-prima, num contexto de economia,
sustentabilidade e economia circular.

Para tanto a realizacédo de novas pesquisas devem ser realizadas buscando
subsidiar novos estudos sobre o desempenho fermentativo da cepa LJ04 em
condi¢Bes de estresse induzido por inibidores da fermentagéo.

Estas informagbes valiosas e inéditas contribuem a compreensédo dos
mecanismos de tolerancia e sensibilidade da levedura a estes compostos toxicos,
podendo subsidiar o desenvolvimento de estratégias de otimizacdo de processos na

producao de etanol de segunda geracéo.



5. CONCLUSOES
Considerando-se 0s objetivos propostos e a metodologia empregada pode-

se concluir:

v' A cepa LJ04 da levedura Pichia membranifaciens tolerou concentragfes
dos inibidores furfural, HMF, acidos fénico e levulinico, de forma isolada, ou em

combinagéo nas doses de 3,0 a 3,59.L%;

v' O acido férmico foi o inibidor que provocou maiores danos a fisiologia da

levedura e producéo de etanol, isolado ou em combinacéo, a partir de 3,0 g.L%;

v O éacido foérmico influenciou negativamente a viabilidade celular,
brotamentos e viabilidade de brotos, em todas as doses estudadas, levando a sobra de
acucares apés 24 horas, que ndo foram metabolizados e baixos rendimentos do

processo fermentativo e da producao de etanol,

v. A LJ04 apresentou consumo de Xilose, com tendéncia de maior

transformacéo do acucar na presenca de acido fénico e acido levulinico;

v' A produgéo e o rendimento de etanol foram maiores para os tratamentos

com adicao de &cido fénico;
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