el
UnB

UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UnB
INSTITUTO DE QUIMICA - IQ
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA - PPGQ

Tese de Doutorado

Producéao de acido xilénico por fermentagao
utilizando a cepa P1HL2 da Komagataella phaffii

modificada geneticamente

Isabela Castro de Almeida

Orientador: Prof. Fabricio Machado Silva, D.Sc.

Coorientadora: Dra. Silvia Belém Goncgalves, D.Sc.

Brasilia
2025



el
UnB

UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UnB
INSTITUTO DE QUIMICA - IQ
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA - PPGQ

Producao de acido xilénico por fermentacao
utilizando a cepa P1HL2 da Komagataella phaffii

modificada geneticamente

Tese de doutorado apresentada ao Programa
de Pés-Graduagao em Quimica da Universidade
de Brasilia como parte dos requisitos para a
obtencéao do titulo de Doutora em Quimica.

Isabela Castro de Almeida

Orientador: Prof. Fabricio Machado Silva, D.Sc.

Coorientadora: Dra. Silvia Belém Gongalves, D.Sc.

Brasilia
2025



DEDICATORIA

A minha familia, por sempre estar ao meu lado.
Aos meus orientadores, por todo apoio e confianga transmitidos.



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus, por me guiar, fortalecer e sustentar nos
momentos dificeis.

A minha filha Olivia, que nasceu durante o desenvolvimento deste
trabalho, trazendo luz e renovando minha forga a cada dia. A ela dedico todo o
meu esforgo, pois ela € minha maior alegria.

Ao meu esposo, Arilson Onésio Ferreira Filho, meu incentivador, cuja
paciéncia e compreensao foram fundamentais para a conclusdo deste
doutorado. Sou grata por seu apoio incondicional e por celebrar comigo cada
conquista.

A minha mae, Marcia, e @ minha irma, Natalia, que estiveram presentes
em todos os momentos da minha vida. Vocés sao minha base e meu porto
seguro. Mae, obrigada por me erguer quando precisei e por me mostrar que, com
dedicagdo, posso alcangar todos os meus objetivos. Natalia, obrigada por
valorizar os momentos simples e por sempre me fazer sorrir com seu jeito unico,
que me inspira diariamente.

Ao meu pai, Manoel, por me mostrar, que as dificuldades existem para
serem superadas e que cada tropego € uma oportunidade de crescimento e
fortalecimento.

A minha avé Christina, que em vida me ensinou que o amor é a base de
toda familia. Sua auséncia é profundamente sentida, mas levo comigo a certeza
de que estaria orgulhosa desta conquista. Te amarei para sempre, vo.

Aos meus amigos e amigas, em especial a Rayssa Jerico, Fernanda
Scheiner, Renata Cassé, Yndhira e Mayara, minhas melhores amigas. Sou grata
por cada conversa, cada conselhos, e até pelos puxdes de orelha quando
necessarios.

Ao meu orientador, Fabricio Machado, e a minha coorientadora, Silvia
Belém, pela confianga no meu trabalho, pela paciéncia ao longo desses anos e
pelas inumeras contribuicdes a redagao desta tese. Sou profundamente grata
pelos aprendizados que enriqueceram minha formagao académica e cientifica.

Agradego aos membros do Laboratério de Processos Bioquimicos (LPB)
da Embrapa Agroenergia, em especial a querida amiga Raissa Gabriela, por todo
apoio e colaboracado que tornaram possivel este estudo.

A Universidade de Brasilia e & Unidade Embrapa Agroenergia, pela
oportunidade e infraestrutura disponibilizadas para o desenvolvimento deste
trabalho.

Ao CNPq, por fomentar minha pesquisa com bolsa que possibilitou o
desenvolvimento deste trabalho.



Resumo

O acido xilénico € um composto organico derivado da oxidagao da xilose,
um acgucar de cinco carbonos abundante em biomassas lignoceluldsicas.
Classificado entre os 30 principais produtos quimicos de valor agregado oriundos
de biomassa, apresenta aplicagdes relevantes nas industrias alimenticia,
farmacéutica e quimica. A conversdo biolégica da xilose em acido xilénico,
catalisada pela enzima xilose desidrogenase, destaca-se por ser um processo
seguro, ambientalmente sustentavel e conduzido em condigbes moderadas de
reacado. Neste trabalho, avaliou-se a producdo de acido xilénico utilizando uma
linhagem recombinante de Komagataella phaffii (P1HL2), iniciando-se pela
selegcédo da fonte de carbono para o crescimento celular. O glicerol demonstrou
melhor desempenho que a (glicose, favorecendo maior crescimento e
rendimento. A razdo 6tima entre os substratos glicerol:xilose foi determinada
como 1:4, resultando em producgao de 43,30 + 0,62 g/L e produtividade de 0,45
1 0,01 gacido xilsnico/L-h em sistema de batelada. Em etapa posterior, utilizou-se o
sistema de batelada alimentada em biorreator com controle de pH (5,5),
temperatura (30 °C) e fluxo de ar (0,800 L/min), obtendo-se 55,01 + 2,36 g/L de
acido xilénico. Visando maior sustentabilidade, investigou-se o uso de
hidrolisado de bagago de cana-de-agucar como fonte alternativa de carbono. A
condicdo com 10% (v/v) de hidrolisado n&o detoxificado resultou em produgéo
de 42,30g/L e produtividade de 0,44 g acido xilénico/L-h, evidenciando sua
viabilidade técnica. Por fim, avaliou-se a recuperagao e purificacdo do acido
xilénico produzido, por meio de dois métodos: troca ibnica utilizando a resina
Amberlite IRA-67 CI~ e precipitacdo com etanol. Na purificagdo com EtOH, foram
investigados parametros como a etapa de clarificagdo com carvao ativado, a
razao etanol:concentrado de acido xilénico e a concentracio inicial do acido no
fermentado. A maior pureza (74,38 + 7,77%) e recuperagao (91,90 £ 13,99%)
foram obtidas sem clarificagdo, com razdo 3:1 (v/v) de etanol e maior
concentracao inicial do produto. Os resultados demonstram o potencial da
plataforma biotecnoldégica desenvolvida para a producéo sustentavel de acido
xilénico em larga escala.

Palavras chaves: Fermentagdo. Acido xilénico. Komagataella phaffii.

Xilose. P1HL2. Hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar.



ABSTRACT

Xylonic acid is an organic compound derived from the oxidation of xylose, a five-
carbon sugar abundantly found in lignocellulosic biomass. Recognized among
the top 30 value-added chemicals obtainable from biomass, xylonic acid holds
significant potential for applications in the food, pharmaceutical, and chemical
industries. The biological conversion of xylose to xylonic acid, catalyzed by the
enzyme xylose dehydrogenase, stands out as a safe and environmentally
sustainable process, conducted under mild reaction conditions. In this study, we
investigated the production of xylonic acid using a recombinant strain of
Komagataella phaffii (P1HL2), beginning with the selection of a suitable carbon
source for cell growth. Glycerol outperformed glucose, supporting higher biomass
accumulation and acid yields. The optimal glycerol-to-xylose ratio was
determined to be 1:4, resulting in a xylonic acid concentration of 43.30 + 0.62 g/L
and a productivity of 0.45 + 0.01 g/L-h in batch cultivation. Subsequently, a fed-
batch strategy was implemented in a bioreactor under controlled conditions (pH
5.5, 30 °C, and 0.800 L/min aeration), achieving a final titer of 55.01 + 2.36 g/L.
To enhance the process's sustainability, sugarcane bagasse hydrolysate was
evaluated as an alternative carbon source. When using 10% (v/v) of non-
detoxified hydrolysate, xylonic acid production reached 42.30 g/L, with a
productivity of 0.44 g/L-h, demonstrating the technical feasibility of this feedstock.
Finally, two downstream processing methods were assessed for xylonic acid
recovery and purification: ion-exchange chromatography using Amberlite IRA-67
CI™ resin and ethanol precipitation. In the ethanol-based method, key parameters
such as the inclusion of a clarification step with activated carbon, the ethanol-to-
xylonic acid concentrate ratio, and the initial acid concentration were
systematically evaluated. The highest purity (74.38 + 7.77%) and recovery yield
(91.90 = 13.99%) were achieved without clarification, using a 3:1 (v/v) ethanol-
to-concentrate ratio and a higher initial product concentration. These findings
underscore the potential of the developed biotechnological platform for the

sustainable, large-scale production of xylonic acid.

Keywords: Fermentation. Xylonic acid. Komagataella phaffii. Xylose. P1HL2.

Sugarcane bagasse hydrolysate.
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1. INTRODUGAO

As preocupagdes com as mudangas climaticas e a poluicdo ambiental resultante
do refino de petroleo fizeram com que o interesse pela utilizagcdo de matérias-primas
renovaveis na produgao de combustiveis e de quimicos de base biolégica aumentasse
ao longo dos anos.' Nesse cenario, a utilizagdo de biomassa lignocelulésica se
apresenta como uma fonte renovavel bastante promissora e muito abundante. Sua
utilizagdo como matéria-prima pode ser direta ou indireta para a produgdo de
bioprodutos ou de moléculas de interesse por meio de tratamentos quimicos, fisicos,
microbianos ou enzimaticos, com aplicagdes nos setores de alimentos, energia, saude,
materiais e na industria quimica.? Até o momento, ja foram desenvolvidos mais de 200
compostos com potencial de mercado a partir da biomassa lignoceluldsica, por meio de

diversas técnicas de tratamento.3

Estudos mostram que anualmente s&o produzidos mais de 181,5 bilhdes de
toneladas de biomassa lignocelulésica no mundo. Deste total, cerca de 8,2 bilhdes de
toneladas de biomassa sao utilizadas. Tradicionalmente, a principal aplicacdo dessa
biomassa tem sido voltada para finalidades como geragcdo de calor, preparo de
alimentos, producao de materiais de constru¢cao e uso na industria de papel e celulose.
Entretanto, no campo das pesquisas o foco tem sido a produg¢ao de biocombustiveis
renovaveis e outros bioprodutos de valor agregado. A biomassa utilizada € proveniente,
em sua maior parte, de florestas, da agricultura e pastagens, correspondendo
aproximadamente a 7 bilndes de toneladas, e 1,2 bilhdo de toneladas oriundos de

residuos agricolas.?

A biomassa lignoceluldsica é formada pela macromolécula de lignina e por
polimeros de carboidratos, com cinco (pentoses) ou seis (hexoses) carbonos. As
hexoses podem ser usadas na produgao de etanol e de acidos organicos. As pentoses,
por sua vez, podem ser usadas na produgdo de acidos organicos com diferentes

aplicagbes industriais, agregando valor a cadeia de produgéo de etanol.*

O interesse por acidos organicos derivados de agucares tem aumentado nos
ultimos anos, uma vez que eles possuem um grande potencial como produtos quimicos

e, podem ser utilizados como precursores na fabricacdo de plasticos derivados de



biomassa.® Além disso, a produgdo de acidos organicos via fermentagdo microbiana
tem sido tradicionalmente utilizada na industria de alimentos. Com o aumento no
interesse do desenvolvimento de bioprocessos mais sustentaveis, o mercado de
produgao microbiana de acidos organicos foi expandido ainda mais, uma vez que os
acidos organicos estdo entre os principais componentes quimicos que podem ser

produzidos a partir de recursos renovaveis.®

Entre os diversos acido orgéanicos existentes, o acido xilénico € um acido de
cinco carbonos, produzido a partir da xilose, e que apresenta muitas aplicactes
industriais, podendo ser utilizado como substituto do acido glucénico nas industrias
alimenticias, quimica e farmacéutica.® O acido xilonico pode ser obtido por métodos
quimicos/eletroquimicos e por métodos enzimaticos. Entretanto, a biotransformacgéao
microbiana tem mostrado ser o método mais econdmico e ecoldgico.” Sua produgdo
via fermentacao pode ser feita por alguns tipos bactérias, leveduras e fungos e ocorre
por meio da enzima xilose desidrogenase. Entretanto, sua produgcdo em escala
industrial ainda nao ocorre devido a demandas especificas de crescimento celular,
principalmente para bactérias.® Em escala laboratorial, linhagens recombinantes de
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae e Pichia kudriavzevii ja foram utilizadas na
producdo desse acido.>® Mais recentemente, linhagens da levedura Komagataella
phaffii foram geneticamente modificadas para serem capazes de produzir acido xilénico
a partir da xilose. A levedura Komagataella phaffii foi escolhida pelos autores por
apresentar tolerancia a baixos pHs, além de alcangar altas densidades celulares, além

da facilidade de manipulagao genética.®

Neste trabalho, a linhagem recombinante P1HL2 de Komagataella phaffii foi
inicialmente empregada em fermentacbes em batelada e batelada alimentada,
conduzidas em shaker orbital e frascos Erlenmeyer, para produgédo de acido xilénico.
Avaliaram-se parametros reacionais como tempo de fermentagdo, substrato para
crescimento celular (glicerol ou glicose), raz&o inicial xilose/glicerol e meio fermentativo.
Em seguida, as fermentacdes foram realizadas em biorreator de 1 L, com controle
aprimorado de pH, agitacdo, temperatura e oxigénio dissolvido. Também foram
testadas diferentes porcentagens de hidrolisado de bagacgo de cana visando a producao
de acido xilénico a partir de biomassa lignocelulésica. Por fim, iniciou-se o estudo da

purificagao do acido xilénico obtido por fermentacéo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € avaliar a produgao de acido xilénico com a linhagem
recombinante P1HL2 de K. phaffii, em fermentacdes realizadas em Erlenmeyer e em
biorreator. Também, realizar ensaios de purificagdo do acido xilénico para que ele

possa seja empregado como matéria-prima para sintese de novos polimeros.

2.2 Objetivos especificos

e Estudar o efeito da glicose e do glicerol como fonte de carbono para o
crescimento celular e avaliar a influéncia deste crescimento na producao de
acido xilbnico.

e Avaliar a razado dos substratos glicerol e xilose na produgéo do acido xilébnico
em fermentagdes.

e Avaliar a utilizacdo de hidrolisado de bagagco de cana-de-agucar como
matéria prima na produgcdo de acido xilbnico em complemento a xilose
comercial.

e Realizar ensaios de purificagdo do acido xilénico obtido nas fermentagdes.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignocelulésica € uma matéria-prima renovavel, abundante e de
baixo custo, que contém altas quantidades de agucares, os quais podem ser
processados para produgdo sustentavel de biocombustiveis e de compostos de origem
bioldgica.® Nesse contexto, a obtengdo de produtos quimicos renovaveis a partir da
biomassa lignoceluldsica é considerada uma alternativa ao refino de petréleo.’

Os residuos florestais, residuos agricolas e residuos industriais sado as principais
fontes de biomassa lignoceluldsica.'® Estima-se que cerca de 1,8 x 10" toneladas de
biomassas residuais sdo produzidas a cada ano no mundo, e uma grande quantidade
de lignocelulose ¢ descartada como lixo.® Nos Estados Unidos, por exemplo, cerca de
90% da palha de milho é descartada nos campos. Portanto, a utilizagdo e
aproveitamento de biomassas lignoceluldsicas na produgao de quimicos de interesse é
um caminho promissor e que tem ganhado destaque com o passar dos anos."

A biomassa lignoceluldsica é formada por trés componentes principais, sendo
dois deles polimeros de carboidratos, celulose (40 - 50%) e hemicelulose (20 - 30%), e
o terceiro corresponde a macromolécula de lignina (10 - 25%). 419 Além desses
componentes majoritarios, a biomassa lignocelulésica também apresenta pequenas
quantidades de pectina, proteina e extrativos, incluindo ceras de agucares néao
estruturais e clorofila.’>'3 Alcaloides, polifendis e alguns metais também estdo
presentes em baixissimas quantidades.* A representagdo estrutural dos trés principais

constituintes da biomassa lignocelulosica € mostrada na Figura 1.
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Figura 1. Principais constituintes da biomassa lignoceluldsica (Fonte: Reshmy, et al, 2021).4

A quantidade de celulose, hemicelulose e lignina presente na parede celular
varia de acordo com cada planta (Tabela 1) e cada um desses componentes apresenta

caracteristicas distintas. No caso do bagago de cana-de-aglcar, sua constituigdo



tipica inclui aproximadamente 44% de celulose, 28% de hemicelulose, 21% de lignina,
além de 5% de cinzas e 2% de extrativos. Devido a sua estrutura lignoceluldsica
recalcitrante, o bagagco requer uma etapa de pré-tratamento fundamental para a
desorganizagao da matriz polimérica e posterior liberagdo de acucares fermentaveis,
possibilitando sua convers&do em produtos de alto valor agregado. Ressalta-se, ainda,
que o aproveitamento do bagago € altamente promissor, considerando-se que a
producdo mundial de cana-de-acucar ultrapassa 1,6 bilhdo de toneladas anuais,
resultando em cerca de 279 milhdes de toneladas métricas de bagagco como

subproduto.3

Tabela 1: Porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina em alguns tipos biomassas
(adaptada)®.

. Biomassa' Lignina  Hemicelulose = Celulose Referéncias
Lignocelulésica (%) (%) (%)
Cana-de-acucar (Bagaco) 21 28 44 Ashokkumar et al. (2022) 3
Sorgo doce (Bagago) 14 -21 18-27 34 -45 Saini et al. (2015) 1
Palha de arroz 17-19 23-25 29 -34 Brylev et al. (2001) '
Palha de trigo 17-19 26 - 32 33-38 Rabemanolontsoa and Saka (2013) !’
Farelo de trigo 8-12 35-39 10- 14 Miron et al. (2001) '
Palha de cevada 14-19 27-38 31-45 Saini et al. (2015) %

A celulose, principal polissacarideo presente na parede celular das plantas, é o
biopolimero mais abundante na natureza, sendo o componente majoritario da fracéo
lignoceluldsica da biomassa na maioria dos materiais vegetais.'* Estruturalmente, € um
homopolimero linear formado por unidades de glicose unidas por ligagbes B-1,4-
glicosidicas, apresentando férmula empirica (C¢H100s).. '»'® Cada unidade
anidroglicosidica possui trés grupos hidroxila, que conferem alta reatividade quimica e
permitem a formacdo de multiplas ligagdes de hidrogénio intramoleculares e
intermoleculares. Essas interagbes sao determinantes para a organizagao estrutural da
celulose, onde as ligagdes de hidrogénio intramoleculares promovem a linearidade das
cadeias poliméricas, enquanto as ligagdes intermoleculares entre cadeias adjacentes
sdo responsaveis pelas regides cristalinas e amorfas da microfibrila celuldsica. Essa
estrutura altamente ordenada € um dos principais fatores que contribuem para a

resisténcia e insolubilidade da celulose em condigbes naturais.*



A hemicelulose € um heteropolimero de estrutura amorfa, composto por
pentoses (agucares com 5 carbonos), hexoses (agucares com 6 carbonos) e acidos.
Entre as pentoses, estdo presentes na hemicelulose a D-xilose, a L-ramnose e a L-
arabinose, enquanto entre as hexoses tém-se a D-galactose, D-manose e D-glucose.
Os 4&acidos presentes na hemicelulose sdao os acido 4-O-metil-D-glucurénico e
galacturdnico.’® Devido a presenga de ramificagbes em sua cadeia, baixo grau de
polimerizagao e grupos acetila, a hemicelulose nao forma estruturas cristalinas, o que
a torna termodinamicamente instavel e mais suscetivel a hidrolise quimica,
especialmente sob ataque acido. Funcionalmente, a hemicelulose exerce papel
estrutural relevante na matriz da parede celular vegetal, atuando como um componente
de ligagao entre a celulose e a lignina. Essa interagao contribui para a formagéo de uma
rede tridimensional coesa, conferindo maior rigidez e integridade a estrutura da parede
celular.* As férmulas estruturais dos principais monossacarideos derivados da
hemicelulose (pentoses e hexoses) estao representadas na Figura 2c.

A lignina € uma macromolécula de estrutura tridimensional altamente reticulada,
composta por unidades derivadas do fenilpropano.'? Trata-se do principal componente
nao carboidrato da biomassa lignocelulésica, sendo classificada como um polimero
amorfo e heterogéneo, formado por mondmeros aromaticos derivados de compostos
propanoides, incluindo estruturas p-hidroxifenil e o-metoxiladas. Seus trés principais
precursores monomericos sao os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico. Essas
unidades conferem rigidez, resisténcia mecéanica e impermeabilidade as paredes
celulares de tecidos vegetais lignificados (Figura 2b). A composicao da lignina varia
significativamente em funcdo da origem botanica da biomassa, refletindo-se na
proporgao relativa das diferentes unidades monoméricas.* Na matriz lignocelulésica, a
lignina estabelece ligagdes covalentes com os carboidratos, predominantemente do
tipo éster e éter, o que contribui para a complexidade estrutural do material vegetal e
representa um dos principais desafios na etapa de fracionamento da biomassa para

fins biotecnoldgicos e industriais.'®
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Figura 2. a) Estrutura quimica do monémero de glicose presente na celulose; b) Estrutura quimica dos
alcoois coniferilico, sinapilico e cumarilico presentes na lignina, c) Estrutura quimica das pentoses e

hexoses presentes na hemicelulose.

A composicdo e a concentragdo dos agucares presentes na biomassa variam
conforme sua origem vegetal. Entre os monossacarideos, a glicose, uma hexose, é o
agucar mais abundante na natureza. No grupo das pentoses, a xilose destaca-se como
0 acucar mais prevalente, podendo representar até 30% do total de acucares em

determinados residuos agroindustriais, como é o caso do bagago de cana-de-agucar.?°

3.2 BIOREFINARIAS

De acordo com a Agéncia Internacional de Energia (/[EA), o conceito de
biorefinaria esta associado ao processamento sustentavel de biomassa, levando a
obtencdo de produtos de base biolégica comercializaveis, como produtos quimicos e
materiais, bem como de bioenergia, seja na obtencdo de combustiveis, energia ou
calor.?'22 Vale destacar que uma grande variedade de componentes quimicos pode ser
produzida a partir do uso de biomassa como matéria-prima.?3

As biorefinarias que utilizam matérias-primas de biomassa comestivel sao
chamadas primeira geragao e estdo bem estabelecidas. Entretanto, o debate em se

utilizar alimentos para produgéo de combustivel deu origem as biorefinarias de segunda
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geragao, que empregam como matérias-primas biomassas ndo comestiveis e residuos
lignoceluldsicos. Nas ultimas duas décadas, ocorreu um aumento significativo na
quantidade de pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de bioprocessos baseados
em residuos agroindustriais.?*

Os principais produtos que vém a mente ao falar de biorefinarias sao
biocombustiveis liquidos. Entretanto, a producdo de produtos quimicos obtidos por
meio de processos de biorrefino é considerada mais sustentavel do que a producéao de
biocombustiveis. Os produtos quimicos de plataforma ndo correspondem ao produto
final, sendo considerados quimicos intermediarios, que sdo usados em processos
subsequentes, para obtencdo de materiais com valor de mercado, como plasticos,
fibras e aditivos.??

Com isso, as biorefinarias podem ser classificadas de acordo com a matéria-
prima, com a plataforma e com os processos empregados. Outra classificagdo é de
acordo com o produto obtido ao final de todo o bioprocesso. Elas podem ser produtoras
de energia ou produtora de materiais.?"

A matéria-prima pode ser graminea, culturas ricas em amido, como trigo e milho,
culturas de acucar, como cana de acgucar e beterraba, cultura e residuos
lignoceluldsicos, residuos organicos, oleaginosas e biomassa aquatica, como algas.?’

De maneira geral, as biorefinarias operam de maneira similar, como o
fracionamento de componentes da biomassa e sua utilizacdo ou transformacado no
produto desejado. Como varios tipos de biomassas podem ser utilizadas, algumas
tecnologias e processos especificos podem ser necessarios, de acordo com a matéria-
prima e com o produto final.?

A Figura 3 representa o fluxograma das etapas que ocorrem em uma biorefinaria.
A biomassa é utilizada como matéria-prima e submetida as etapas de pré-tratamento,

conversao e processamento, até a obteng¢ao do produto de biorefinaria.

i : ~ Produtos de
Biomassa E:> Pré-tratamento l—__> Conversio E:> Processamento . .
Matéria-prima biorefinaria

Figura 3. Fluxograma geral de uma biorefinaria (Adaptada).?

Alguns processos podem ser empregados no fracionamento da biomassa e
conversdo em quimicos de interesse.?! Trata-se do pré-tratamento da biomassa, o qual

pode ser com emprego de métodos fisicos/mecanico, quimicos, bioquimicos e



termoquimicos. Os métodos de pré-tratamento comumente empregados sao
condicionamento de amonia, pré-tratamentos com acidos diluidos, pré-tratamentos
mecanicos (moagem) e exploséo a vapor.?

As moléculas bloco-construtoras de uma biorefinaria correspondem as
moléculas intermediarias oriundas da biomassa, as quais serdo utilizadas para
conversao e obtengao do produto de interesse. Alguns exemplos de moléculas bloco-
construtoras sdo: gas de sintese, agucares de cinco e seis carbonos (C5 e C6)
provenientes de biomassa lignoceluldsica, lignina, biogas e 6leo obtido de oleaginosas
e algas.?’

A conversao da biomassa em uma molécula bloco-construtora pode ser feita de
trés modos: (1) por meio de processos bioquimicos ou bioldgico; (2) por meio de
processos termoquimicos ou (3) adotando-se a conversdo hibrida. A converséo
bioquimica e bioldgica utiliza de microrganismos na conversao da biomassa pré-tratada
nos produtos desejados, adotando processos enzimaticos e de fermentacdo. A
conversao termoquimica emprega processos quimicos gerais, enquanto a conversao
hibrida combina os pontos fortes das conversdes anteriores e sao frequentemente
caracterizadas por uma etapa de pré-tratamento termoquimico e uma etapa de
convers3o bioldgica.??

A etapa de processamento consiste na separagao do produto de interesse de
eventuais subprodutos e/ou do meio de fermentacao. Os solidos restantes do processo
podem ser removidos por meio de filtragdes, ou com emprego de centrifugas e
tecnologia de membrana. Além disso, unidades de cristalizagdo, secagem e moagem
podem ser adicionadas a etapa de processamento.??

A conversao de agucares de cinco carbonos, presentes no bagago e na palha
da cana-de-acgucar, em etanol de segunda geragdo ou em compostos quimicos
apresenta um potencial significativo para aumentar a produtividade e o rendimento das
biorefinarias brasileiras. Adicionalmente, o aproveitamento da xilose proveniente da
fragcao hemicelulésica da biomassa pode impulsionar o desenvolvimento de novas rotas
tecnologicas, contribuindo de forma estratégica para a expanséo e consolidagcéo da

industria quimica nacional. 2°



3.3 XILOSE EM BIOPROCESSOS

A xilose € um monossacarideo com cinco atomos de carbono em sua estrutura,
cuja férmula molecular é CsH100s. Como mencionado anteriormente, trata-se de um
tipo de pentose encontrada na parede celular das plantas.?* Esta presente
principalmente na forma de xilana, na fragao de hemicelulose da biomassa. Com isso,
€ necessaria uma etapa de hidrélise para libera-la adequadamente para aplicagdes
futuras.?®

Apesar da xilose ser o segundo agucar mais abundante na natureza, sua
valorizagdo através de rotas biotecnoldgicas é frequentemente negligenciada. Isso
porque a xilose raramente esta presente no meio ambiente na forma livre, sendo
utilizada por um numero restrito de microrganismos. Em contrapartida, a glicose, que
corresponde a uma hexose, esta mais disponivel e € amplamente utilizada por diversos
organismos.?*?” Esse fato faz da xilose uma opgdo menos lucrativa como fonte de
carbono exploravel.?*

Para um maior aproveitamento da biomassa e aumento da viabilidade comercial
das biorefinarias lignocelulésicas, surge como alternativa a utilizagao da xilose para a
produgao de combustiveis e de quimicos de interesse, somando-se ao uso da glicose
que ja estd bem estabelecido.%?* As principais aplicagbes da xilose oriunda de
biomassa sao a conversao em furfural, através de rotas quimicas, e o uso como fonte
de carbono para produgéo de produtos quimicos por rotas microbianas.?®

O furfural € um produto quimico versatil que pode ser obtido a partir de residuos
agricolas e florestais. O primeiro relato da produgcdo comercial de furfural a partir da
xilose data de 1921 e foi feito pela Quaker Oats company. A xilose e a xilana foram
usadas como substratos em um processo quimico no qual o acido sulfarico (H2S0Oa4) foi
o catalisador. Desde entéo, algumas melhorias no processo de produgao ocorreram,
empregando-se catalisadores homogéneos como acidos minerais, acidos organicos e
acidos de Lewis. Apesar das melhorias, a pouca reciclabilidade dos catalisadores
homogéneos e a corrosao dos equipamentos que eles causam dificultam seu uso. Para
superar esses obstaculos, muitas pesquisas estdo sendo realizadas com catalisadores
heterogéneos e ecoldgicos.?®

Como visto anteriormente, a principal levedura utilizada na produgao de etanol é
a S. cerevisiae. Entretanto, apesar da sua robustez e alta tolerancia ao etanol, os tipos

selvagens de cepas de S. cerevisiae nao sao capazes de fermentar a xilose, a menos
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que sejam geneticamente modificadas.3%3! Apesar das cepas manipuladas serem
capazes de fazer essa conversao, elas apresentam taxas de fermentacdo mais baixas
e possuem menos tolerancia aos inibidores da fermentagao.

Nos ultimos 20 anos, varios estudos com foco na fermentacdo da xilose e
producdo de etanol foram feitos, uma vez que o catabolismo da xilose pelos
microrganismos ndo ocorre tao facilmente.?® Dessa forma, ficou clara a necessidade de
isolar, identificar e caracterizar as leveduras nativas capazes de fermentar a xilose.
Dentre as leveduras mais estudadas, a Scheffersomyces stipitis mostrou-se satisfatéria
na produgao de etanol a partir da xilose. As leveduras Spathaspora passalidarum,
Spathaspora arborariae e Candida tenuis também foram caracterizadas como
leveduras capazes de fermentar a xilose.3'

A Figura 4 mostra os principais produtos obtidos a partir da xilose. Além do
furfural, destacam-se o etanol, os polidis d-arabitol e o d-xilitol, 2,3-butanodiol e alguns

acidos orgéanicos como por exemplo o acido xildnico.%20:28,32.33

o OH
o e
HO OH
-/ OH  OH

Furfural Xilitol
*r
C.. HO
H:aC/ “oOH T S
H
Etanol
\ Arabitol
OH OI o
: HaC :
HOW\OH TS e,
OH OH oH
Acido Xilénico 2.3-Butanodiol

Figura 4. Férmula estrutural da xilose e de alguns compostos que podem ser obtidos a partir do seu uso

como substrato.
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O xilitol e o arabitol pertencem ao grupo dos polidis, ou seja, apresentam varios
grupos hidroxilas em sua estrutura. Ambos podem ser formados utilizando a xilose
como substrato. Esses polidis possuem varias aplicagdes, principalmente nas
industrias alimenticias e farmacéuticas, onde podem ser usados como adogantes e
estabilizantes.®2 As principais leveduras utilizadas para produgéo do xilitol e do arabitol
sao Debaryomyces nepalensis, Candida entomeae e Pichia guillermondii.3*

O composto organico biodegradavel 2,3-butanodiol é utilizado como matéria-
prima na produgao de solventes e combustiveis liquidos. Além disso, ele & precursor
de muitos produtos sintéticos como polimeros e resinas.333° A produgdo desse alcool
pode ser feita por rotas quimicas, porém o processo é considerado caro e requer altos
insumos energéticos. Com isso, houve um aumento no interesse de utilizagdo de
processos biotecnoldgicos, em escala industrial, para sua produgdo.3® Dessa forma, o
2,3-butanodiol também pode ser obtido utilizando a xilose como substrato, com a acéo
de alguns microrganismos. A levedura S. cerevisiae modificada geneticamente levou a
obtencgdo desse quimico a partir da xilose.3® A engenharia genética também foi utilizada
com a bactéria Enterobacter aerogenes, que se mostrou eficaz na conversao da xilose
em 2,3-butanodiol.®®

O acido xilénico também pode ser produzido utilizando a xilose como substrato
em processos fermentativos e tem ganhado destaque nos ultimos anos devido as
inumeras aplicagdes industriais. Ele pode ser usado como substituto do acido glucénico
nas industrias quimicas, alimenticias e de construgéo.® Sua produgao por rota bioldgica
ja foi relatada com o uso de microrganismos geneticamente modificados, como as
leveduras S. cerevisiae e Pichia kudriavzevii e a bactéria Escherichia coli. 583738
Estudos recentes de modificagdo genética com a levedura Komagataella phaffii a

tornaram apta na producéo de acido xilénico a partir da xilose.®

3.4 ACIDOS ORGANICOS

Ha cerca de 20 anos o Departamento de Energia dos EUA (DOE) identificou 12
produtos quimicos basicos. Vale destacar que cerca de 70% dos compostos listados
sdo acidos organicos, que tem um mercado anual global de acidos organicos esta
projetado para crescer para 35 bilhdes de euros em 2027.39

O maior grupo é o dos acidos carboxilicos, os quais s&o identificados pela

presenga do grupo funcional carboxila (COOH). Além disso, a maioria dos acidos

12



organicos, séo acidos fracos. 4°

O interesse por acidos organicos derivados de agucares tem aumentado nos
ultimos anos, uma vez que possuem um grande potencial para producdo de produtos
quimicos e sdo precursores na fabricagdo de plasticos derivados de biomassa.® Sao
bastante empregados na obtencao de poliéster, poliamida, plastificante e solvente. Na
industria alimenticia, sdo usados como conservantes, pois podem evitar o acumulo de
espécies reativas, que sao prejudiciais para o metabolismo celular.3%4!

Comercialmente, acidos organicos podem ser produzidos por rotas quimicas ou
bioldgicas.*? Entretanto, a busca por novos bioprocessos, que sejam mais sustentaveis,
fez com que o mercado de produgdo de acidos organicos por agao microbiana se
expandisse cada vez mais. Os principais acidos organicos produzidos por fermentagao
s&o: acido glucdnico, acido citrico, acido latico e acido succinico (Figura 5).% Alguns
deles ja sdo produzidos como produtos quimicos a granel com ampla gama de

aplicagbes, como o acido glucénico (80 kton.ano™") e o &cido citrico (1600 kton.ano™").2

OH OH OH

O OH
HOM 0 O
v (0]

OH  OH HO on oF
Acido Gluconico Acido Citrico
O 0
OH Ho OH
OH o
Acido Latico Acido Succinico

Figura 5. Formula estrutural dos principais acidos organicos obtidos por processo microbiano.

3.4.1 Acido Glucénico

O &cido glucénico, também chamado de acido 2,3,4,5,6-pentahidroxihexandico,
foi descoberto em 1870 por Hlasiwetz e Habermann. Em 1880, Boutroux fez sua
primeira produgdo microbiana, com o emprego da bactéria Acetobacter aceti.*?> Trata-
se de um aditivo de base bioldgica, que tem sido amplamente utilizado nas industrias
alimenticia, médica, téxtil e de construcdo civil. E um &cido organico versatil, ndo
corrosivo, inodoro, néo toxico e facilmente degradavel.*3

O acido glucdnico pode ser encontrado naturalmente em humanos e outros

organismos como plantas, frutas e mel ou produzido por diferentes microrganismos
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como Pseudomonas ovalis, Gluconobacter oxydans, Penicillium funiculosum e
Aspergillus niger.#244

Nas ultimas décadas, sua principal forma de producido foi por meio da
fermentagdo microbiana, usando varias fontes de carbono contendo hidrolisados de
glicose como substrato, e obtendo altos rendimentos ao final do processo. Atualmente
sua producado em escala industrial é feita por meio de um processo de fermentacgéo
submersa, usando glicose como substrato e a enzima glicose oxidase, com agao do
fungo A. niger.4344

O é&cido glucbénico também pode ser produzido por métodos quimicos,
eletroquimicos ou enzimaticos. Entretanto a produg¢ao microbiana tem sido considerada
um meétodo mais ecoldgico e econdmico quando comparada com a produgao por rotas

quimicas e eletroquimicas.*

3.4.2 Acido Citrico

O ano de 1920 foi um marco para os processos fermentativos por ter sido feita a
primeira producdo em grande escala. Realizou-se fermentagcdo com microrganismo
para produgdo de Aacido citrico.® Esse &acido organico foi o primeiro produzido
industrialmente por processo fermentativo.3® Esse fato foi a base para a produgéo de
produtos quimicos em escala industrial, utilizando a fermentagao microbiana.®

O &acido citrico possui varias aplicagcdées industriais, como aditivo aromatizante,
acidificante e conservante em alimentos e bebidas.*® Também tem sido usado em
farmacos, em cosméticos, como estabilizador para 6leos e gorduras vegetais, e como
componente formador de complexos e branqueador em muitos detergentes de
lavagens.*’

Embora o acido citrico possa ser obtido por processos de extracdo de frutas
citricas e por meio de sintese quimica, a fermentacdo tem sido amplamente
selecionada para sua produgao comercial devido a maior produtividade e rendimentos,
bem como a menores custos operacionais.*®

Atualmente, a producao industrial do acido citrico consiste em uma fermentacao
submersa de sacarose, melago, ou xarope de glicose, com o fungo A. niger.® A
produgao de acido citrico empregando esse fungo leva a um rendimento de 0,88
g/gglicose € UMa concentragcéo de 240 g/L desse acido. Entretanto, este processo causa

alguns problemas ambientais, como a formacgao de residuos sélidos e organicos, e de
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residuos liquidos carregados com metais pesados. Nesse ultimo caso, ocorre a
presenca de ferrocianeto em esgoto e lamas.4’

Com isso, alguns estudos de bioprocesso para a produgao de acido citrico foram
desenvolvidos. Alguns deles, mostraram vantagens quando a levedura Yarrowia
lipolytica foi utilizada, em comparagao a producao de acido citrico usando A. niger.
Entre as principais vantagens temos a utilizagdo de uma maior variedade de substrato,
a sensibilidade menor a baixas concentracdes de oxigénio dissolvido e metais pesados,
permitindo o uso de substratos menos refinados, maiores rendimentos do produto e

modificagdo genética mais facil por técnicas moleculares.*’

3.4.3 Acido Latico

O &cido latico foi isolado pela primeira vez em 1780, a partir de leite azedo, pelo
quimico sueco Karl Wilhelm Scheele. No entanto, somente em 1857 sua origem
biolégica foi atribuida a agdo de microrganismos, em estudos conduzidos pelo quimico
e microbiologista Louis Pasteur. A produ¢cdo comercial de acido latico foi iniciada
posteriormente, em 1950, no Japao, marcando o inicio de sua aplicagdo em escala
industrial.3?

O acido lactico € um potencial bloco construtor na sintese de polimeros
derivados do acido latico (PLA). Além disso, possui varias aplicagbes em diferentes
setores, incluindo industrias cosméticas, farmacéuticas, alimenticias e quimicas.*®
Também é utilizado na fabricacdo de cerveja com o objetivo de diminuir o pH e
aumentar o corpo da cerveja.*%50

Atualmente, o acido latico pode ser obtido por sintese quimica ou fermentacao
microbiana. Entretanto, sua obtencdo por acao microbiana se destaca, uma vez que
explora a possibilidade de usar recursos renovaveis como substratos fermentativos.
Dependendo da cepa selecionada para o processo, pode-se obter os isdmeros puros
L(+)acido latico ou D(-)acido latico.® Na sintese quimica, obtém-se a mistura racémica
dos isbmeros. Outra desvantagem no processo quimico € o uso de substancias
poluentes, como a lactonitrila e o altamente toxico cianeto de hidrogénio. Atualmente,
mais de 90% do acido latico é produzido por processos de fermentagdo.3?

Tradicionalmente sua producgao era feita utilizando bactérias lacticas. Entretanto,
este processo ndo € economicamente viavel para fermentacbées em grande escala

industrial devido as necessidades de meio nutricionalmente rico e condicbes de pH
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moderado. Com isso, outros microrganismos foram explorados para a producao de
acido latico.® A produgdo de acido latico também pode ser feita utilizando o fungo
filamentoso Rhizopus oryzae ou levedura recombinante e E. coli.64°

O fungo R. oryzae possui algumas vantagens frente aos outros microrganismos,
uma vez que esse fungo requer apenas uma composi¢cao de meio sintético simples
contendo alguns minerais inorganicos e sal de aménio como unica fonte de nitrogénio.
Além disso, utiliza principalmente a glicose para produgao desse acido, levando a um
rendimento em peso de 70 a 90% dependendo das condigdes de cultura. Ele também

¢ capaz de fermentar a xilose, aumentando o rendimento na produgéo do acido latico.?

3.4.4 Acido Succinico

O acido succinico € um acido dicarboxilico, ou seja, apresenta dois grupos
funcionais carboxila em sua férmula estrutural (Figura 5).3° Sua principal aplicagéo é
como intermediario para a produgcdo de produtos quimicos finos, como ésteres de
perfume ou como agente neutralizante usado na industria de alimentos.®

Predominantemente, a sua producéo é feita a partir de petroquimicos, em uma
escala de 30.000 a 50.000 toneladas por ano.® O processo consiste na hidrogenagéo
de anidrido maleico, de origem fdssil. Entretanto, devido a emissao de gases de efeito
estufa e consumo de energia ndo renovavel associados a produgcao petroquimica, a
rota fermentativa tem sido preferida para sua produgéo.®®

Os primeiros microrganismos reconhecidos como produtores de acido succinico
foram Dbactérias isoladas do rumen, como Actinobacillus succinogenes,
Anaerobiospirillum  succiniciproducens, Mannheimia succiniciproducens, Basfia
succiniciproducens, Bacillus fragilis e alguns fungos como as espécies Fusarium,
Aspergillus e Penicillium.3°

Atualmente, a producao de acido succinico esta passando por uma transigao.
Isso porque a fermentagcao microbiana ja esta sendo usada para produgcao em larga
escala. Com essa nova forma de producao, espera-se que o acido succinico se torne
mais barato e possa servir como um bloco construtor para muitos produtos quimicos,
como 1,4-butanodiol, tetra-hidrofurano, ou os polimeros biodegradaveis succinato de

polibutileno e poliois de poliéster.’
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3.5 ACIDO XILONICO

O acido xilénico comecgou a ser estudado em 1990 e atualmente é considerado
um dos 30 principais produtos quimicos de alto valor que pode ser obtido a partir de
biomassa, segundo o relatério do National Renewable Energy Laboratory (NREL) e do
Pacific Northwest National Laboratory (PNNL).”-52

O &cido xilénico é um agucar-acido de cinco carbonos, oriundo da oxidagao da
xilose, e tem se tornado objeto de muitos estudos e pesquisas nos ultimos anos.'0-28
Por apresentar excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade e estabilidade
térmica, possui diversas aplicagdes industriais.>® Ele pode ser utilizado na industria
alimenticia para conservacao dos alimentos e para realgar sabor. Outra aplicacéo é
como precursor de outros quimicos de interesse, como o 1,2,4-butanotriol, usado na
produgdo de polimeros.>%% Na industria farmacéutica pode ser empregado como
antimicrobiano e como metabdlito da vitamina C.%53 Além disso, o acido xildnico pode
ser um substituto para o acido glucénico, um importante bloco construtor empregado
como um produto de dispers&o de concreto na industria de construgéo civil.>°

Uma das principais vantagens na substituicdo do acido glucoénico pelo acido
xilénico € que a xilose nao é utilizada como alimento pelos seres humanos, enquanto a
glicose, precursora do acido glucénico, € um carboidrato de uso alimentar. Ademais, o
acido xilénico possui um alto valor de mercado, podendo agregar valor a produgao do
bioetanol nas biorefinarias, tornando o processo como um todo mais economicamente
viavel.®

O acido xilénico € um acido organico fraco, que pode ser obtido por via quimica

ou por via microbiana com ag&o da enzima xilose desidrogenase.®

3.5.1 Producao pela rota quimica

Existem poucos relatos sobre a sintese quimica do acido xilénico. Os processos
atuais utilizam altas temperaturas ou adotam sistemas alcalinos (organicos) juntamente
com catalisadores de metais nobres, tornando o processo mais complexo, caro e
prejudicial ao meio ambiente.'® Apesar dessas desvantagens, as principais vantagens
em se empregar a rota quimica sédo a facil separagdo do produto e alta eficiéncia e
reciclagem do catalisador. Além disso, a eletrocatalise e a fotocatalise também sé&o
formas de produgéo desse acido organico.%3

O método de producéao do acido xilénico pela via quimica que ja esta consolidado
envolve a eletro-oxidacéo da D-xilose por meio de eletrodos de platina ou ouro em meio
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alcalino. Essa reagcdo quimica também pode ser empregada para sintese de outros
acidos orgéanicos, em menor escala, como acido glicérico, formico e glicdlico.4°

Segundo estudo realizado por Governo A. T., et al. (2004), a reacao de eletrdlise
prolongada, com potenciais controlados em 1,0 V para o eletrodo de platina e 1,1 V
para o eletrodo de ouro, mostrou que a conversdo da D-xilose em acido xilénico foi
maior ao se utilizar eletrodo de ouro. Obteve-se 98% de conversdo, enquanto ao se
utilizar eletrodo de platina a conversao obtida foi de 26 %. Além disso, apesar do acido
xilénico ser identificado como o principal produto de reacao, outros acidos carboxilicos
também puderam ser formados.*°

A Tabela 2 apresenta os produtos obtidos na reagédo de eletro-oxidagao da D-
xilose em meio alcalino, utilizando eletrodos de platina e ouro, bem como os respectivos
percentuais de conversao da D-xilose. O principal composto identificado em ambas as
condi¢gdes foi o acido xildénico. No entanto, também foram detectadas quantidades
significativas de acidos organicos de baixo peso molecular como subprodutos da
eletrélise. Destaca-se que o acido tartarico (4,0%) foi identificado exclusivamente na
eletrolise realizada com eletrodos de ouro, enquanto o acido glioxilico (14%) foi
observado apenas na eletrolise com eletrodo de platina. Além disso, o rendimento de
acido xilénico obtido com eletrodos de ouro foi superior a trés vezes aquele alcangado
com platina. 4°

Como visto, a maior producdo de acido xilénico ocorre ao se utilizar eletrodo de
ouro. As reacdes quimicas que demonstram sua obtencdo, em meio alcalino séo
descritas a sequir:

Au+OH — Au-OH +e”

OH"
Au—OH + CHO(CHOH);CH,OH ——>»[COOH(CHOH)3CH>OH]a¢s + € + H2O

Tabela 2: Produtos de reacao e porcentagem de conversao de d-xilose, utilizando eletrodos de
platina e ouro (adaptada)*’

Ac. Ac. Ac. Ac. Ac. Ac. Ac. Ac.  Conversio
Eletrodo Xilonico Glioxilico Tartronico Glicérico Oxalico Glicolico Formico Tartarico D-xilose
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Pt/ 1.0V,

tempo = 4h 18,5 14 1.8 9,5 1.8 12,1 %1 i 26
Au/ 1.1V, 62.6 - 3,9 5,5 7.4 6,2 2,5 4,6 98
tempo = 6h
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A Figura 6 mostra a via quimica de produgdo do acido xilénico e os demais
produtos que também podem ser formados em menor quantidade. Os produtos
secundarios sdo mostrados apos a seta 2. Apesar do mecanismo ja estar bem descrito
e as reagdes serem bem elucidadas, a produg¢ao de acido xildnico quimicamente ainda

esta em escala laboratorial.

a) Eletrodo de Ouro (Au) b) Eletrodo de Platina (Pt)

CHO COOH
H—-OH (1) H-}-OH CHO COOH
HO—H _—— , HO—H H—OH @  uton
OH H——OH Hi H ——+ HO1H
CH;0H CH,OH H——OH H~~OH
. o . CH,OH CH,OH
D -xilose Acido D -xilénico ° )
\@ l D -xilose @ Acide D -xilénico
COOH X |
HCOOH ((l'HOH)z COOH OO0H COOH
Arido formico COOH CHOH tl_"lz 10H CHO
Acido tartdrico CH,OH COOH
COOH (l‘om{ Acido glicérico  Avido tartrénico  Acido glioxilico
(l'“C‘“ CHOH
. |
C IJQI; . ~ COOH COOH COOH HCOOH
Acido gheerico Acido tartrbnico CH,OH COOH Acido férmico
(.FDOH fi'O()H Acido glicolico  Acido oxalico
CH,OH COOH
Acido glicolico Acido oxalico

Figura 6. Rota quimica de producgdo do acido xilénico utilizando eletrodos de ouro (a) e platina (b), em

meio alcalino (Adaptada)*°
3.5.2 Producao pela rota biolégica - Fermentagao

O método biolégico de produgdo do acido xilénico refere-se a conversdo do
hidrolisado de lignocelulose, xilano hemicelulose ou xilose em acido xilébnico por agao
microbiana.®® A conversdo biologica da xilose em &acido xilénico vem recebendo
destaque nos ultimos anos por se tratar de um processo mais sustentavel e com
condigbes suaves de reagdo.’® Mas, como todo processo, também existem algumas
desvantagens como tempo prolongado de reagdo e complicagdes na purificagdo do
produto de interesse.%3

Biologicamente, o acido xilénico é produzido por bactérias, leveduras e fungos,
mas a produgdo em larga escala ainda ndo foi desenvolvida devido a demandas
especificas de crescimento celular, principalmente para bactérias.® Além disso, quando

se empregam leveduras, € necessario o uso de peptona e extrato de levedura como
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fontes de nitrogénio, geralmente nao econdmicos para a produ¢ao em escala industrial
de acido D-xilénico.3®

Na via microbiana, o acido xilénico é produzido com a acdo da enzima xilose
desidrogenase. As desidrogenases sado enzimas oxirredutoras, ou seja, fazem a
transferéncia de ions de hidrogénio para uma molécula aceptora. Dessa forma, a xilose
desidrogenase atua na D-xilose oxidando-a a xilolactona, usando NAD®) ou NADP®*)
como cofatores da reagdo. Em uma segunda reacdo a xilolactona € hidrolisada,
obtendo-se o acido xilénico (Figura 7). Essa segunda etapa da reagédo ocorre de

maneira espontanea, ou também pode ser realizada pela enzima xilolactanase.®

O\/ L
- o OH
OH ©Oxidagdo o hidrélise
NADP)  NADEM 5 =
PQQH, OH
O Lo —
l-= Xilose . Xilolactanase

OH Desidrogenase o 6H CH,OH

Xilolactona Acido
xilénico

Figura 7. Rota microbiana de producdo de acido xildnico utilizando D-xilose e a enzima xilose

desidrogenase (Adaptada)®

A producao de acido D-xilénico pela agdo de microrganismos foi percebida pela
primeira vez em 1946, por Lockwood e Nelson. O microrganismo em questao se tratava
de Pseudomonas e, atrelado a esse fato, foi descoberta a xilose desidrogenase (XDH),
que catalisa a conversdo de D-xilose em acido D-xilonico.%* Dessa forma, a produgao
de acido xilénico pela rota biolégica € possivel pois alguns microrganismos apresentam
naturalmente a via metabdlica de assimilacdo de xilose, sendo capazes de utilizar esse
acucar com fonte de carbono.® A via de oxidacdo da xilose & mais comumente
encontrada em Archaea e Pseudomonas, mas também pode ser encontrada em
algumas bactérias como Haloarcula marismortui e Caulobacter crescentus.?-°

Desde os primeiros relatos da producao bacteriana de acido xilénico varios
microrganismos foram identificados como produtores naturais. Isso inclui Erwinia,
Enterobacter cloacae, Gluconobacter oxydans, Pseudomonas fragi, Pseudomonas
sacchari, Kliebsiella pneumoniae e Pichia kudriavzevii.'®% Dentre esses
microrganismos, as G. oxydans, Pseudomonas fragi e P. sacchari mostraram ser as
melhores produtoras de acido xilénico. Além disso, as bactérias do género
Gluconobacter se mostraram mais tolerantes aos inibidores de hidrolisados de

biomassa do que Pseudomonas.®
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Como visto, alguns microrganismos mostraram ser capazes de converter
naturalmente xilose em acido xilénico. Apesar disso, novas linhagens recombinantes
foram desenvolvidas para se obter um microrganismo mais robusto e eficiente para a
producao industrial de acido xildénico.® Espécies como Corynebacterium glutamicum,
Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae foram modificadas para expressar xilose
desidrogenase heterdloga de Caulobacter crescentus ou Trichoderma reesei.>?

Nesse contexto, o primeiro microrganismo modificado geneticamente para a
produgao desse acido organico foi a levedura S. cerevisiae. O processo consistiu na
introdugao do gene de xilose desidrogenase, XYD1, proveniente do fungo filamentoso
Trichoderma reesei. A levedura foi capaz de produzir 3,8 g/L de &cido xilénico. °

Visando obter uma maior concentracdo de acido xildnico apds fermentacao,
realizou-se um estudo, ainda com S. cerevisiae, no qual foi introduzido o gene xyIB,
que codifica para uma xilose desidrogenases da bactéria Caulobacter crescentus. A
levedura foi capaz de produzir 17 g/L de acido xilénico. Ainda com objetivo de se obter
uma maior produgéo desse acido, o gene GRE3, natural da levedura, foi deletado e o
gene de xilolactanase xyl/C, também de C. crescentus, foi expresso. Com isso a
produgao final de acido xilonico foi de 43 g/L com um rendimento de 0,8 g/g.%

As condigdes reacionais que levam a uma melhor produgao de acido xilénico
ainda nao estao definidas. Entretanto, utilizando cepas modificadas de S. cerevisiae, a
melhor producao foi obtida com pH 5,5. Com pH 3, a produc¢ao e a viabilidade celular
foram reduzidas em comparagcdo com o observado em pH 5,5.° A Tabela 3 mostra
alguns microrganismos ja relatados em estudos que foram utilizados na conversao de
xilose a acido xilénico, bem como o rendimento, a produtividade a concentracéao final

obtida desse acido.%*

Tabela 3: Producdao de acido d-xilonico a partir de d-xilose por alguns microrganismos
(adaptada)®*

Microreanismo Genes Organismo  Rendimento Produtividade ( Acido Modo de
g expressos doador (Zax/gx) g.L-Lht) xilonico (g/L) p reagio
S. cerevisiae xyp;  Trichoderma 0.4 0,03 3.8 55 Batelada
reesei
S. cerevisiae xIB Caulobacter 0,8 0,23 17 55 Batelada
crescentus
.. Caulobacter
S. cerevisiae xylB e xylC 0.8 0,44 43 5,5 Batelada
crescentus
. Caulobacter
E. coli W3110 xylB 0.98 1.09 39 7,0 Batelada
crescentus
. Klebsiella Batelada
K. pneumoniae gag preumoniae 1,11 1,3 103 5,5 alimentada
P. kudriavzevii xyIB Caulobacter 1.0 1.40 171 55 DBatelada
crescentus alimentada
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A primeira bactéria geneticamente modificada para ser capaz de produzir acido
xilénico foi E. coli W3110. O gene xylB de C. crescentus, que codifica a xilose
desidrogenase, foi introduzido na E. coli. Uma melhoria adicional desta cepa foi feita
interrompendo suas vias metabdlicas nativas para xilose e acido xilénico. Apds isso, a
producgao de acido xilénico foi de 39 g/L de a partir de 40 g/ L de xilose, com rendimento
de 0,98 g/g."®

Outra bactéria que também foi modificada para ser capaz de produzir esse acido
organico foi a Klebsiella pneumoniae. Vale ressaltar que esse microrganismo passou
pelo processo de modificacdo genética para a coprodugédo de acido xilénico e acido
glucdnico. A bactéria ja possuia a via de oxidagao de xilose, sendo capaz de produzir
0 acido xilénico. O gene gag, que codifica para gluconato desidrogenase, foi deletado,
fazendo com que a bactéria acumulasse os acidos xilénico e glucénico produzidos.
Apos fermentagcdo com hidrolisado de bambu, a linhagem recombinante de K.
pneumoniae foi capaz de produzir misturas de 33 g/L de acido glucbnico e 14 g/L de
acido xilénico. Além disso, o rendimento de &cido xildbnico obtido foi de 1.0 g/g,
equivalente ao maximo teodrico.?®

A engenharia genética também foi empregada com a levedura Pichia
kudriavzevii para produgdo de acido xilénico. O processo consistiu no mesmo
empregado e descrito anteriormente para a E. coli, onde o gene xy/B de C. crescentus
foi introduzido. O pH do meio fermentativo mostrou ser importante com relagdo a
produtividade ao final do processo. Com pH 5,5, o rendimento obtido foi 1.0 g/g de acido
xilénico e produtividade de 1.4 g.L".h"'. Com pH 3, a produtividade foi de 1.2 g.L"".h"".8

Em todos os estudos ja realizados para produgao de acido xilénico com com
linhagens recombinantes, os unicos genes usados para tornar o microrganismo
geneticamente produtor desse acido organico foram xyIB (C. crescentus) e XYD1 (T.
reesei)."°

Os maiores rendimentos de produgcdo de acido xilénico relatados foram
alcangados com o uso de meios sintéticos. A composicéo definida do meio minimiza a
variabilidade e garante a reprodutibilidade experimental. Nutrientes essenciais (por
exemplo, nitrogénio e minerais) sdo otimizados para maximizar a conversao de xilose,
enquanto a auséncia de impurezas previne a inibicdo microbiana e reagdes colaterais

indesejadas. Consequentemente, os meios sintéticos servem como sistema de controle
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ideal e padrao de referéncia na avaliagao de hidrolisados lignocelulésicos em processos

de fermentacg&o. 057

3.6 Komagataella phaffii

Komagataella phaffii € uma levedura que anteriormente era classificada como
Pichia pastoris. Apos analise filogenética de sequencias de genes, houve uma
reclassificagao e, atualmente, esse microrganismo pertence ao género Komagataella.
Desde entdo, além da K. pastoris, outras duas espécies foram descritas, K.
pseudopastoris e K. phaffii.5®

Taxonomicamente, essa levedura é pertencente do reino Fungi, divisdo
Eumycota, subdivisao  Ascomycotina, classe  Hemoascomycetes, ordem
Endomycetales, familia Saccharomycetaceae e subfamilia Saccharomycetoideae.’?

As trés espécies de Komagataella relatadas, ndo apresentam diferengas visiveis
nos testes de fermentagdo e assimilagdo, comumente usados em taxonomia de
leveduras. Entretanto, a identidade de K. pastoris foi determinada a partir de analises
de sequéncia multigénica. Os resultados mostraram que a cepa de Pichia patoris,
comumente usada em estudos de expressédo génica, corresponde, na verdade, a K.
phaffii.58

Uma caracteristica encontrada nas espécies de Komagataella é o fato dessas
leveduras possuirem a capacidade de crescer utilizando metanol como substrato,
classificando-as como metilotroficas.®® Somada com a capacidade de utilizar o metanol
como fonte de carbono, K. phaffiitambém consegue usar, além da glicose, o glicerol de
maneira eficiente para o seu crescimento.®® Nesse contexto, alguns estudos
demonstraram que a levedura K. phaffii € capaz de utilizar, de forma eficiente, glicerol
bruto e/ou purificado como fonte de carbono para a produgéo de proteinas heterdlogas,
enzimas de interesse industrial e compostos de alto valor agregado.6'-64

Essa cepa é geralmente considerada segura, com fundo genético bem definido,
vias metabdlicas e redes reguladoras e pode crescer até altas densidades celulares em
um meio simples. Essas caracteristicas fizeram da K. phaffii um sistema alvo para
expressar genes heterélogos em altos niveis. %°

Apesar de possuir em seu genoma 0s genes necessarios para o metabolismo de
xilose, a levedura K. phaffii nao consegue utilizar a xilose como fonte de carbono para
o0 seu crescimento.®® Entretanto, a cepa K. phaffii apresenta alto rendimento e

produtividade de proteinas heterdlogas, boa capacidade de crescimento em altas
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densidades celulares e com baixo pH, nao diverge os fluxos de carbono por vias
competitivas, apresenta rapido crescimento em meios quimicamente definidos e
facilidade de manipulagao genética. Essas caracteristicas tornam-na interessante para
producgéo de acido xilénico, apds modificagido genética.®

Recentemente, no Laboratério de Genética Microbiana e Biotecnologia da
Embrapa Agroenergia, a levedura K. phaffii foi geneticamente modificada para viabilizar
a producao de acido xildnico a partir da xilose. Essa espécie foi escolhida por sua
capacidade de tolerar baixos valores de pH, alcancar altas densidades celulares e ser
altamente suscetivel a engenharia genética.®® No estudo 11 sequéncias proteicas
putativas que codificam xilose desidrogenases foram identificadas e, em seguida, foram
superexpressas na levedura K. phaffii. Apds a construcido e avaliacdo das cepas, as
linhagens recombinantes resultantes, portadoras de genes de bactérias (xylB-BS, xyIB-
HL, xyIB-AM, xyIB-MN, onde BS, HL e assim por diante representam a abreviagdo do
nome bacteriano) e fungos (XYD1-FM e XYD1-CO), foram capazes de produzir acido
xilénico. As quatro melhores cepas de K. phaffii expressando os genes XDH, da
bactéria C. crescentus, produziram de 23,0 a 37,0 g L-! de acido xildnico em um meio
definido com xilose. As duas melhores cepas K. phaffii kXDH-BS e kXDH-HL
produziram 33,9 e 37,1 g L' de acido xildnico com rendimentos de 0,92 e 0,96 g/g’
(Tabela 4).910

Tabela 4: Produgao de acido d-xilonico a partir de d-xilose por linhagens recombinantes de K.
phaffii (adaptada)®

Genes Rendimento Produtividade Acido Xilénico g Modo de

Microrganismo expressos (gax/gx) ( g/L.h) (g/L) p reacio
K. phaffii kXDH-BS  xy/B-BS 0,92 0,35 33,9 5,5 Batelada
K. phaffii kXXDH-HL  xylB-HL 0,96 0,41 37,1 5,5 Batelada
K. phaffii kXDH-AM  xylB-AM 0,63 0,26 24,8 5,5 Batelada
K. phaffii kXDH-MN  xylB-MN 0,59 0,24 23 5,5 Batelada

As cepas recombinantes kXDH-BS e kXDHHL de K. phaffii mostraram ser
capazes de produzir acido xildénico na presencga de hidrolisado de bagacgo de cana-de-
agucar.® Apos 96 h de fermentacao, a linhagem kXDH-BS produziu 10,2 g.L-! de acido
xilénico com rendimento de 0,37 g.g™', enquanto a cepa kXDHHL levou a produgéo de
11,7 g.L" desse acido organico com rendimento de 0,43 g.g™' (Tabela 5).° Vale ressaltar
que, no estudo realizado, o hidrolisado de bagago de cana utilizado continha 3 g.L-' de

acido acético, inibidor de crescimento celular ja relatado em outros trabalhos.0-67.68
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Tabela 5: Produgao de acido d-xilénico por linhagens recombinantes de K. phaffii usando
hidrolisado lignocelulésico como substrato (adaptada)™®

Acido

. . Modificagio Rendimento Produtividade A Modo de
Microrganismo genética Substrato (@2 (g.Lh") Xl(lgo/gl)co pH reaciao

Batelada;

K. phaffi Hidrolisado 102 55 fscoem
KXDH-BS xylB-BS Bagaco cana- 0,37 0,14 orbital

de- agticar

. . Batelada;

Hidrolisado ’

K. phaffii frasco em
KXDH-HL xylB-HL Bagagorcana- 0,43 0,16 11,7 5,5 shaker
de-agucar orbital

Em resposta aos inibidores presentes em hidrolisados, a levedura K. phaffii altera
seu padrao global de expresséo génica, tornando-se apta a consumir a glicose e o acido
acético presentes no meio e de utilizar a xilose como substrato na producédo do acido
xilénico.%10.67

Dessa forma, as linhagens recombinantes de K. phaffii mostraram ter potencial
para serem utilizadas na produg¢do do acido xildnico em altas concentragdes, com
hidrolisado de biomassa.® Entretanto, esse foi o primeiro estudo no qual a levedura K.
phaffii foi utilizada para a produgao de acido xilénico. Uma avaliagao dos parametros
de reagao para otimizar o processo e levar a uma maior produgao de acido xilénico e
aumento da produtividade se faz necessario, bem como utilizagdo do hidrolisado do
bagaco de cana-de-agucar em fermentag¢des conduzidas em biorreator, aumentando a

escala, e com maior controle reacional.

3.7 PURIFICAGAO DO ACIDO XILONICO

Como visto anteriormente, muitos acidos organicos podem ser obtidos por
fermentacdo. Apds a producdo do acido de interesse, etapas de recuperagcédo e
purificacdo sdo necessarias.®® Entretanto, ndo existe um Unico método de purificagéo,
uma vez que as condicdes do processo fermentativo podem variar e cada acido
organico possui suas propriedades fisicas. Com isso, varios principios e configuragoes
de recuperacao e purificacdo sdo usados na produgéo industrial, dependendo do acido
em questo. %°

Além disso, dependendo de qual aplicacao sera dada ao acido organico, uma
pureza muito maior € necessaria, especialmente quando empregado no campo da

sintese de polimeros. Atualmente, para atingir a pureza necessaria, a industria utiliza
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de processos como destilacao, esterificacao e cristalizagao. Entretanto, esses métodos
consomem muita energia e tém taxas de recuperagéo relativamente pequenas.’®

Segundo Lépez-Garzédn et al. (2014), a recuperagédo de um acido carboxilico se
inicia com a remogéao das células do meio fermentativo e, para isso, 0 método mais
empregado é a centrifugagédo. A etapa seguinte corresponde a recuperagao primaria,
que pode ser feita por meio de extragao liquido-liquido, adsorgao, precipitagao ou por
eletrodialise convencional. Vale ressaltar que, dependendo do acido em questao, o ion
carboxilato pode ser formado ao invés do acido carboxilico. Quando isso ocorre, uma
etapa para remogao do cation do carboxilato formado se faz necessaria. Métodos
térmicos para separacao de sais podem prevenir que sais inorganicos residuais sejam
produzidos. Por fim, a purificagdo do acido requer uma etapa de destilagdo ou
cristalizagdo, onde geralmente ocorre a evaporagdo da agua.®®

Alguns processos bastante utilizados na recuperagao de acidos organicos e
eliminacao de residuos ou sais utilizam membranas, como nanofiltragao, didlise por
difusdo (DD), eletrodialise convencional (ED) e eletrodidlise com processos de
membranas bipolares (EDBM).""

Quando uma mistura de acidos organicos esta presente no caldo de
fermentagdo, como por exemplo na produgdo de acido succinico, o qual leva a
formacgao dos subprodutos lactato e acetato, as tecnologias de membrana tradicionais
ndao apresentam alta seletividade entre esses diferentes anions organicos. Nesses
casos, o uso direto do acido organico recuperado por esses processos nao é possivel,
sendo necessarias outras etapas de processamento para aumentar a pureza do acido
de interesse. A cromatografia, a extracdo por solvente e a filtracdo acionada por
presséo foram métodos propostos para esse fim. Como qualquer processo, esses
métodos apresentam algumas desvantagens. A extragdo por solvente, por exemplo,
pode ocorrer com o uso de solventes perigosos e muitas vezes toxicos e de técnicas e
etapas a mais para recuperagao de solvente.”"

O processo de downstream tem se destacado como uma alternativa promissora
para a separagao e purificacdo de compostos, especialmente por meio do uso da
cromatografia preparativa. Originalmente desenvolvida para a extragao e purificagcao de
misturas complexas de origem vegetal, essa técnica tem sido progressivamente
incorporada em aplicagdes biotecnologicas, com destaque para seu uso crescente na

industria agucareira.”
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Buchert et al. (1986) descreveram um protocolo para a recuperagao do
carboxilato xilonato obtido apos a fermentacdo em frascos sob agitagdo. O método
utilizado baseou-se na técnica gravimétrica, por meio da adigado de etanol (EtOH) a
amostra fermentada, na proporgao de 3:1 (v/v). Apds 12 horas de refrigeragéo, o etanol
foi decantado e os cristais de xilonato de calcio formados foram redissolvidos em agua
quente, submetidos a tratamento com carvao ativado para remogao de impurezas, e
posteriormente recristalizados por nova adi¢do de etanol na mesma propor¢ao (3:1,
v/v). Os cristais finais foram secos em dessecador sob vacuo.”?

Liu et al. (2012), fizeram uma modificagdo no procedimento relatado por Buchert
et al. (1986) para a purificagao do acido D-xilénico. Apds a etapa fermentativa, o acido
xilénico, presente na forma de sal de calcio, foi recuperado do meio por precipitagcéo
com etanol. Inicialmente, as células microbianas foram removidas por centrifugacao a
2500 x g durante 10 minutos. O sobrenadante resultante, contendo o acido D-xil6nico,
foi submetido a descoloracéo utilizando carvao ativado. Na sequéncia, o material foi
filtrado e concentrado por meio de evaporacao em evaporador rotativo. O concentrado
foi novamente filtrado em membrana de 0,22 ym e adicionou-se EtOH (3:1, v/v) para a
precipitacao do acido D-xilénico. Por fim, o produto foi seco a vacuo por12h a4 °C. O
precipitado purificado foi analisado em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
e Ressonancia Magnética Nucelar de Carbono e Hidrogénio (RMN - 3C e 'H). Os
resultados mostraram que 87,7% de acido D-xilénico foi recuperado. A identidade do
composto recuperado foi confirmada através da andlise de RMN ('3C e 'H). A analise

de HPLC demonstrou que a pureza do produto foi de 89,4%.38
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Microrganismo

O microrganismo Komagataella phaffii P1HL2 utilizado em todo o estudo foi
gentilmente cedido pelo grupo de pesquisa da Embrapa Agroenergia que realizou a
modificacdo genética da Komagataella phaffi. Como descrito por Ramos et al. (2021),
para a construgao da cepa, o gene xylB de Halomonas lutea foi clonado sob controle
do promotor constitutivo pGAP (gliceraldeido desidrogenase) e expresso em K. phaffii
usando o vetor integrativo pGAPZB.® Os transformantes foram selecionados usando o
antibiotico zeocina, e a PCR confirmou a integragéo do vetor no genoma da levedura.®66
A levedura foi preservada em glicerol 30% a -80 °C e reativada em placas de agar YPD
suplementadas com zeocina (20 g/L de peptona bacteriolégica, 20 g/L de glicose, 10

g/L de extrato de levedura, 20 g/L de agar, zeocina 100 ug/mL) quando necessario.

4.1.2 Hidrolisado de bagac¢o de cana-de-agucar

O hidrolisado utilizado nas fermentagdes, foi cedido pelo Centro Tecnolégico da
Cana-de-Acgucar (CTC), Sao Paulo, Brasil. Foi obtido por explosao a vapor seguida de
hidrolise acida da fragdo rica em hemicelulose.”374

Antes do uso nas fermentagdes, o hidrolisado foi submetido a um processo de
preparo. Inicialmente, as particulas sdélidas foram removidas por centrifugagao a 4700
rom, por 10 min (centrifuga de bancada, Thermo Scientific). Em seguida, o pH foi
ajustado para 5,5 utilizando um pHmetro digital (Metrohm) e solugdo de KOH 85% (v/v).
O hidrolisado foi novamente centrifugado nas mesmas condigdes (4700 rpm, 10 min)
e, posteriormente, filtrado em sistema a vacuo com membrana de 0,22 um (Milipore). A
filtracdo foi realizada em condi¢des estéreis, em capela de fluxo laminar (Filter Flux),
com o uso de vidrarias previamente autoclavadas (copo de vidro borossilicato de 300
mL, funil de placa porosa de 47 mm de didmetro e Erlenmeyer de 1 L) em autoclave
vertical de 18 L (Prismatec). Esse procedimento correspondeu a etapa de esterilizagao

por filtracao.

4.1.3 Equipamentos

Equipamentos utilizados nas analises e procedimentos:
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Autoclave Vertical, marca Prismatec, modelo CS capacidade 100 L.
Autoclave Vertical, marca Prismatec, modelo CS capacidade 18 L.
Balanca analitica, marca Shimadzu, modelo AY220

Banho térmico com circulagao externa, marca Huber, modelo 118A-E
Biorreator de 1 L, marca Eppendorf, modelo Dasgip Bioblock.
Bioreator, marca Infors HT, modelo Multifors 2.

Bomba de vacuo, marca Buchi, modelo V-700

Capela de Fluxo Laminar, marca Filter Flux.

AN N NN N U N NN

Centrifuga de bancada refrigerada, marca Thermo Scientific, modelo Megafuge

40R.

v' Centrifuga de bancada refrigerada para tubos Eppendorf, marca Herme
Labortechnik, modelo Z326K.

v" Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia — CLAE, marca Agilent, modelo 1260
Infinity.

v' Cromatégrafo Liquido de Ultra Alta Pressdo (UHPLC), marca Waters UPLC,
modelo Acquity H-Class.

v' Espectrofotdbmetro portatii com absorbancia UV/VIS, marca Implen, modelo
OD600.

v' Estufa de Secagem e Esterilizacdo com Circulagdo e Renovacdo de Ar,

capacidade de 80 L, marca Edutec,Estufa

Incubadora de solo, marca Quimis, modelo Q315M25.

Liofilizador de solo, marca Liotop, modelo K120.

Microscopio Trinocular da marca BEL Photonic.

pHmetro digital, marca Metrohm.

Shaker Orbital Empilhavel, marca Infors, modelo Mutitron Standard.

AN NN N NN

Shaker Orbital de solo com incubacéo e refrigeragdo, marca Thermo Scientific,
modelo MAXQ5000.

4.1.4 Meios e Solugodes

4.1.4.1 Preparo de Solugodes de Eritrosina

A solucdo estoque de eritrosina, utilizada para a determinagcdo da viabilidade
celular pelo método de quantificagcdo de esporos em camara de Neubauer, foi

preparada dissolvendo-se 0,1 g de eritrosina em 10 mL de agua destilada e
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armazenada sob refrigeracao a 4 °C, protegida da luz. A solugao de trabalho foi obtida
pela diluicdo de 0,1 mL da solugcdo estoque em 5,0 mL de tampao fosfato 0,1 M. O

volume restante da solugéo foi mantido sob refrigeragéo, também protegido da luz.

4.1.4.2 Solugao tampao ftalato de potassio

Empregou-se meio tamponado nas fermentagcbes realizadas em frascos
Erlenmeyer de 250 mL. Para isso, preparou-se a solugdo tampéao 0,2 M de ftalato de
potassio, pH 5,5, utilizando hidrogeno ftalato de potassio monobasico (KHP) (PM =

204,22), grau P.A., hidroxido de potassio (KOH), com pureza 85%; e agua destilada.

4.1.4.3 Meio de Cultura YPD/YPG

Preparou-se o0 meio de cultura liquido YPD para posterior crescimento das
linhagens de K. phaffii. Utilizou-se 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona
bacteriologica e 20 g/L de glicose. Apds preparo, o meio foi esterilizado em autoclave
a 120 °C, 1 atm, por 15 min. Esse meio foi utilizado para crescimento celular tanto no
primeiro quanto no segundo pré-inéculo. O mesmo procedimento descrito foi realizado
para o meio YPG, substituindo a glicose por glicerol. Para o preparo do meio de cultura
solido, adotou-se o mesmo procedimento descrito anteriormente, acrescentando 20 g/L
de agar no preparo do meio. O meio de cultura solido era vertido em placas de Petri,

em ambiente estéril, na capela de fluxo laminar.

4.1.4.4 Meio de Cultura Liquido YP2X

As fermentagbes em biorreator e fermentagées em batelada alimentada em
Erlenmeyer, foi utilizado o meio de cultura liquido utilizado nos pré inéculos para
crescimento das linhagens de K. phaffii foi YP2X. Utilizou-se 20 g/L de extrato de
levedura, 40 g/L de peptona bacteriolégica, 40 g/L de glicerol e 40 g/L de xilose. As
solugdes de glicerol 40 g/L e xilose 40 g/L foram preparadas separadamente. O meio
YP2X e as solugdes de xilose e glicerol foram esterilizadas em autoclave a 120 °C, 1

atm, por 15 min.

4.1.4.5 Meio mineral para fermentacoes em biorreator com
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar (Meio minimo)

As fermentagdes com adigédo de hidrolisado de bagag¢o de cana-de-agucar (10,

20 e 30% (v/v)), bem como a fermentagao controle com meio sintético contendo xilose
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e glicerol, foram conduzidas em meio mineral composto por 25% da solugéo de sais,
0,25% da solugao de vitaminas, 0,25% da solugao de elementos tragos, solugcéo de
ureia 4 g/L. O meio foi suplementado com solugéo estoque xilose 200 g/L e glicerol 200
g/L, resultando em uma concentragao inicial de xilose de 40 g/L e uma concentragao
de glicerol de 10 g/L.

4.1.4.5.1 Solugao de Sais (10x)

Nas fermentacdes em biorreator, tanto com hidrolisado quanto com meio
sintético (controle), utilizou-se 25% (v/v) da solugcédo de sais (10X). Essa solugao foi
preparada pela combinag¢&o de sulfato de aménio (50 g/L), sulfato de magnésio (5 g/L)
e fosfato monobasico de potassio (30 g/L). Apdés o preparo, foi submetida a

autoclavagem a 120 °C, 1 atm, por 15 minutos.

4.1.4.5.2 Solugao de Vitaminas

A solucao de vitaminas utilizada nas fermentacées com hidrolisado e na fermentacao
com meio sintético (controle) foi adicionada na concentragéo de 0,25% (v/v). O preparo
dessa solugdo seguiu o protocolo descrito por Verduyn et.al. (1992).”° Para obtengao
de 100 mL da solugéo de vitaminas, foram inicialmente dissolvidos 0,005 g de biotina
em 1 mL de solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 M. Em seguida, foram
adicionados 80 mL de agua destilada e o pH foi ajustado para 6,5. A solucdo de biotina
foram adicionadas, de forma sequencial, as demais vitaminas, realizando-se o ajuste
do pH para 6,5 apos cada adigdo. As vitaminas incorporadas foram: 0,1 g de
pantotenato de calcio ((CsH1sNO5),Ca), 0,1 g de niacina (C4HsNO,), 2,5 g de inositol
(CsH1206), 0,1 g de cloridrato de tiamina (C,,H:,CIN,O;s), 0,1 g de cloridrato de
piridoxina (CgH;1NO3), 0,02 g de acido para-aminobenzédico (C,H,NO,), 0,02 g de
riboflavina (C,H,,N,O¢) € 0,0002 g de acido félico (C19H;9N,Og). Por fim, o volume foi
completado com agua destilada até 100 mL e o pH ajustado novamente para 6,5. A
solugéo final foi esterilizada por filtragao utilizando membrana Millipore com porosidade
de 0,22 pym.

4.1.4.5.3 Solucao de Elementos Tragos (1000X)

Nas fermentagdes conduzidas em biorreator, tanto com hidrolisado quanto com

meio sintético (controle), foi utilizada uma solugcdo de Elementos Tragos na
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concentracéo de 0,025% (v/v). O preparo dessa solugao também seguiu o protocolo
descrito por Verduyn et al. (1992).7° Para o preparo de 100 mL da solugao, inicialmente
foram dissolvidos 1,5 g de etilenodiamino tetracetato dissédico (EDTA) em 50 mL de
agua destilada. Em seguida, adicionou-se 0,45 g de sulfato de zinco heptahidratado
(ZnS0O,-7H,0), com ajuste do pH para 6,0. Posteriormente, os demais sais foram
adicionados sequencialmente a solugéo, realizando-se o ajuste do pH para 6,0 apos
cada adigdo. Os compostos adicionados foram: 0,1 g de cloreto de manganés
diidratado (MnCl,-2H,0), 0,03 g de cloreto de cobalto hexahidratado (CoCl,-6H,0),
0,03 g de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,-5H,0), 0,04 g de molibdato de sédio
hidratado (Na,MoO,-H,0), 0,45 g de cloreto de calcio diidratado (CaCl,-2H,0), 0,3 g
de sulfato ferroso heptahidratado (FeSO,-7H,0), 0,1 g de acido bdrico (H;BO3) e 0,01
g de iodeto de potassio (KI). O volume da solugao foi completado com agua destilada
até 100 mL, seguido de ajuste final do pH para 4,0. A solu¢do foi esterilizada por

filtracao utilizando membrana Millipore com porosidade de 0,22 um.

4.2. METODOS

4.2.1 Preparo do inéculo da Linhagem recombinante de Komagataella
phaffii no meio de cultura rico

A linhagem P1HL2 da levedura K. phaffii foi plaqueada em placas de Petri que
continham o meio de cultura sélido YPD. As placas eram mantidas em estufa
incubadora de solo, a 30 °C por aproximadamente 48 horas, até crescimento de

colénias isoladas (Figura 8). O plaqueamento era feito pela técnica de esgotamento.

Figura 8. Placa de Petri apds crescimento celular da linhagem P1HL2 de K. phaffii.
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O in6culo da linhagem recombinante de K. phaffii foi feito em duas etapas, com
0 meio de cultura liquido YPD/YPG, no caso das fermentagdes em erlenmeyers, ou
YP2X, no caso das fermentagdes que seriam realizadas em biorreator. O procedimento
consistiu em adicionar uma coldnia isolada em 10 mL do meio de cultura liquido em
tubos tipo Falcon de 50 mL. Os tubos eram colocados em shaker orbital de solo sob
agitacao de 200 rpm, a 30 °C. Apds 48 h, o meio com as células era transferido para
Erlenmeyer aletados de 1 L, que continha 250 mL do meio de cultura liquido (YPD, YPG
ou YP2X) nas mesmas condi¢cdes de rotagdo, temperatura e tempo de 24 h. Em
seguida, o meio era centrifugado a 4700 rpm, por 10 min. O precipitado era
resuspendido com agua destilada estéril, em seguida, realizava-se a leitura de
absorbancia no comprimento de onda de 600 nm. Para as fermentacdes era calculado
a DO inicial, sendo que a fermentagdo com alimentagdo em Erlenmeyer comegava com

DO 10 e as demais fermentacdes DO 5.

4.2.2 Determinagao peso seco da linhagem P1HL2 de K. Phaffii

A concentracdo celular da linhagem recombinante de K. phaffii foi determinada
por meio da técnica de obtengdo do peso seco e construgdo da curva padrao (ensaio
realizado em triplicata).

As placas de Petri foram previamente identificadas com o nome da linhagem
P1HL2 da levedura K. phaffii e pesadas. Em seguida, foram submetidas a secagem em
Estufa de Secagem e Esterilizagdo a 120 °C por 24 horas, com o objetivo de remover a
umidade residual. Apos esse periodo, as placas foram resfriadas em dessecador por 1
hora. Posteriormente, foi adicionado 1 mL da suspensao cremosa contendo a levedura,
e as placas foram novamente pesadas. A seguir, as amostras foram incubadas em
estufa a 70 °C durante a noite (overnight). No dia seguinte, as placas foram resfriadas
em dessecador por 1 hora e novamente pesadas. Esse procedimento foi repetido até a
obtencao de peso constante, indicando completa remogéo da umidade.

As curvas de calibragado foram obtidas utilizando as seguintes diluigbes seriadas:
1:32, 1:64, 1:128, 1:256 e 1:512, conforme apresentado na Figura 9. Essas curvas eram
periodicamente construidas com o objetivo de verificar a constancia da correlagao entre
a massa seca de levedura e a densidade 6ptica, assegurando a confiabilidade das

medi¢cdes ao longo dos experimentos.
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Figura 9. Grafico de correlagcao de Peso Seco da linhagem recombinante P1HL2 com a densidade 6tica.

4.2.3 Determinagao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada por meio do método de quantificagao de
leveduras/esporos utilizando camara de Neubauer. Esse procedimento consiste na
contagem de células vivas e mortas por unidade de volume de uma suspensao celular,
empregando-se uma solugdo corante de eritrosina para diferenciagdo das células
inviaveis. As contagens foram realizadas em triplicata e, a partir dos resultados,
calculou-se a média para estimativa do percentual de células viaveis. Essa analise foi
conduzida no inicio das fermentagdes e repetida a cada coleta de amostra ao longo do

processo fermentativo.

4.2.3.1 Contagem de Células Viaveis de Leveduras

Em um tubo de ensaio adicionou-se 1 mL da suspensao de células e 1 mL da
solugao trabalho de eritrosina. Retirou-se 10 uL da solugao contida no tubo de ensaio
e colocou-se entre o reticulo da cdmara e a laminula.

Com a camara de Neubauer ja preparada, ajustou-se o Microscépio Trinocular,
para inicio da contagem celular o foco com a objetiva de 40x. Contaram-se as células
incolores (vivas) e as células coradas de rosa (mortas) bem como os brotos contidos
nos 25 quadriculos (16 reticulos cada um), totalizando 400 reticulos. Para evitar contar
células a mais que estivessem sobre as linhas laterais, adotou-se o critério: para cada
quadrado meédio, contaram-se apenas as células que estavam em cima da linha

superior e da linha a esquerda. Determinou-se a viabilidade celular conforme equagéo:
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Total de células viaveis (vivas)

Viabilidade celular(%) =

x 100 (1)

Total de células (viaveis+nio viaveis)

4.2.4 Estudo da fonte de carbono disponivel para crescimento celular
durante o processo fermentativo em batelada

Foram conduzidos experimentos de fermentacdo em batelada com o objetivo de
avaliar o efeito de duas fontes de carbono distintas (glicose e glicerol) no crescimento
da linhagem P1HL2 de K. phaffii e na producédo de acido xilénico. As fermentacdes
foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL, com relagcdo volume de
cultura/volume de frasco de 1:5, a 30 °C, por 96 h, sob agitagdo orbital a 200 rpm
(Shaker MAXQ5000, Thermo Scientific). As concentragdes iniciais foram ajustadas
para aproximadamente 40 g/L de xilose e 10 g/L de glicose ou glicerol. Amostras foram
coletadas nos tempos de 0, 6, 24, 48, 72 e 96 h, e posteriormente analisadas por
UHPLC.

Figura 10. Fermentagéo em frasco Erlenmeyer de 250 mL, conduzida em shaker orbital, com a linhagem

recombinante P1HL2, variando-se a proporgao dos substratos glicerol/xilose.

4.2.5 Estudo da fonte de carbono disponivel para crescimento celular
durante o processo fermentativo em batelada alimentada

As fermentagdes foram conduzidas em frascos aletados Erlenmeyers Duran Baffled
de 250 mL, incubados a 30 °C por 190 horas, sob agitagdo constante de 200 rpm em
Shaker orbital de bancada (Mutitron Standard, Infors). As fermenta¢gdes comegaram
com concentragdes iniciais de 20 g/L de xilose e 40 g/L de glicerol ou glicose, conforme
a condicao experimental, e DO inicial de 10. As alimentacbes foram realizadas em
intervalos de 24 horas, por meio da adicdo de uma solucéo concentrada de xilose a 200
g/L. Para o calculo do volume a ser adicionado, assumiu-se o completo consumo da
xilose anteriormente presente, de forma que, apds a alimentacao, a concentragdo no
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meio fosse restabelecida a 20 g/L. As alimentacbes ocorreram aos 24, 48 e 72 horas
de fermentagao. No tempo de 96 horas, foi realizada nova alimentagao visando atingir
uma concentragao de 40 g/L de xilose no meio. A ultima adi¢ao foi feita com 144 horas
de processo, resultando em uma concentracao final de 30 g/L de xilose no meio
fermentativo. A Unica alimentacdo com glicerol ou glicose foi feita com 96 h de
fermentacgdo. Calculou-se o volume necessario de adigao da solugao 200 g/L de glicerol
ou da solugédo 200 g/L de glicose, para que o meio ficasse com 20 g/L da fonte de
carbono estudada na fermentacgéao.

As amostras foram retiradas com os tempos reacionais: 0 h, 22 h, 46 h, 70 h, 94
h, 108 h, 142 h 166 h e 190 h e as amostras eram analisadas por UHPLC.

'lmlllliiiiiiimmmm

Figura 11. Fermentacdo em batelada alimentada com linhagem recombinante P1HL2, em frascos

aletados Erlenmeyer de 250 mL, conduzida em Shaker orbital.

4.2.6 Estudo da razdao dos substratos glicerol/xilose durante o processo
fermentativo

Os experimentos foram conduzidos em modo batelada, utilizando meio contendo
tampéao ftalato de potassio ajustado para pH 5,2. As diferentes proporgdes entre glicerol
e xilose avaliadas foram: 1:1, 1:2, 1:4, 1:6 e 1:8. Em todos 0s ensaios, a concentragcao
total inicial de substratos (glicerol + xilose) foi fixada em 60 g/L. Cada condigéo
experimental foi realizada em triplicata para garantir a reprodutibilidade dos resultados.
A Tabela 6 apresenta as concentragdes especificas de glicerol e xilose utilizadas em

cada uma das proporgdes testadas.
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As fermentagdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
incubados a 30 °C por um periodo de 96 horas, sob agitagdo constante de 200 rpm em
shaker orbital. Amostras foram coletadas nos tempos reacionais de 0, 24, 48, 72 e 96
horas, e posteriormente analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com ultra
desempenho (UHPLC).

Tabela 6: Fermentagoes realizadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL com as diferentes
proporgoes dos substratos glicerol: xilose.

Condicao Proporcao [Glicerol] (g/L) [Xilose] (g/L)
1 1:1 30 g/lL 30 g/L
2 1:2 20 g/L 40 g/L
3 1:4 12 g/L 48 g/L
4 1:6 8,6 g/L 51,4 g/L
5 1:8 6,7 g/L 53,3 g/L

4.2.7 Avaliagao da producgao de acido xilonico pela levedura P1HL2, com
controle de pH e fluxo constante de ar comprimido na fermentagao

Os ensaios foram realizados em sistema de batelada alimentada, em biorreator
de bancada de 1L (Eppendorf — Dasgip Bioblock), com impelidor do tipo rushton,
operado sob controle automatico de temperatura, agitagdo, pH e com fornecimento
continuo de ar comprimido. O volume de trabalho inicial foi estabelecido em 40% da
capacidade total do reator. Utilizou-se o meio YP2X, contendo concentragdes iniciais
de 40 g/L de glicerol e 20 g/L de xilose como fontes de carbono. A preparacao do inéculo
seguiu o protocolo previamente descrito.

As fermentacdes foram conduzidas sob temperatura controlada de 30 °C, com
fluxo de ar comprimido de 0,800 L/min, agitagdo constante de 200 rpm e pH mantido
em 5,5. As alimentagdes do meio fermentativo foram realizadas nos tempos reacionais
de 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 e 216 horas. Em cada ponto de alimentagéo, foi
calculado o volume necessario de uma solugéo de xilose a 200 g/L, de modo que, apos
a adic&o, a concentragdo final de xilose no meio fosse ajustada para 20 g/L.

Com 48 h de fermentagao, também alimentou o meio com glicerol. Calculou-se
o volume necessario de adicao da solucdo 200 g/L de glicerol para que 0 meio

fermentativo ficasse com 20 g/L de glicerol.

37



Todas as alimentagbes foram realizadas por meio da bomba peristaltica
acoplada ao préprio sistema do fermentador. As fermentagdes foram conduzidas por
um periodo total de 240 horas. Amostras (aliquotas) foram coletadas em intervalos
regulares de 24 em 24 horas, para posterior quantificacdo dos produtos fermentativos
por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC).

Figura 12. Sistema de Fermentagédo Eppendorf, modelo Dasgip Bioblock, utilizado para as fermentagbes

em batelada alimentada com a linhagem recombinante P1HL2.

4.2.8 Estudo do uso de hidrolisado de bagag¢o de cana-de-agliicar em
fermentagdes com a linhagem recombinante P1HL2

Os experimentos foram realizados com a adigao do hidrolisado que foi diluido no
meio de cultivo para concentragdes finais de 10, 20 e 30% (v/v). Como controle
(branco), foi realizada uma fermentagao substituindo o hidrolisado por uma solugao
composta unicamente por xilose e glicerol, nas mesmas concentragdes utilizadas nas
demais condigdes.

As fermentagdes foram conduzidas em biorreator Infors HT (Figura 13), o volume
de trabalho inicial foi estabelecido em 700 mL, correspondente a 70% da capacidade
total do reator. Utilizou-se meio minimo, composto por 25% (v/v) de solugéo de sais,
0,25% (v/v) de solugao de elementos trago, 0,25% (v/v) de solugao de vitaminas e 4 g/L
de ureia como fonte de nitrogénio. As fermentag¢des foram iniciadas com concentragdes
de 40 g/L de xilose e 10 g/L de glicerol como fontes de carbono.

Todas as fermentacdes foram conduzidas com a concentracao inicial de xilose

de 40 g/L. A partir desses dados, calculou-se o volume necessario de uma solugao
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suplementar de xilose (200 g/L) a ser adicionado, de modo que a concentragao inicial

de xilose no meio fermentativo fosse ajustada para 40 g/L.

Figura 13. Bioreator Infors HT, modelo Multifors 2, utilizado para as fermentagbes com hidrolisado de

bagaco de cana-de-agucar.

Os parametros operacionais do fermentador foram ajustados para temperatura
de 30 °C, pH 5,5, agitagao de 400 rpm e fluxo de oxigénio de 0,8 L/min. O controle de
pH foi realizado por meio de bomba peristaltica acoplada ao sistema, utilizando solugéo
de hidroxido de potassio (KOH) a 3 M. A fermentacéao teve duracéao total de 96 horas,
com coletas de aliquotas realizadas nos tempos de 0, 15, 24, 48, 72 e 96 horas, para

posterior quantificacao dos produtos fermentativos por UHPLC.

4.2.9 Purificacdo e Recuperacio do Acido Xilénico obtido por Fermentacao

com a linhagem recombinante P1HL2

4.2.9.1 Troca i6bnica em coluna de vidro

No ensaio de troca idnica, foi empregada a resinas comercial Amberlite IRA-67
na forma CI-, classificada como resina aniénica de base fraca. A solugdo eluente
utilizada foi bicarbonato de aménio a 1 M.

A resina Amberlite IRA-67 na forma CI-, classificada como anidnica de base
fraca, apresenta grupo funcional amina terciaria e possui matriz polimérica de acrilico
em estrutura de gel. As particulas da resina possuem didmetro na faixa de 500 a
700 uym, sendo adequada para aplicagcdes em ambientes com pH variando entre 0 e 7.

O processo de preparagado consistiu em trés lavagens consecutivas com agua
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destilada, com o objetivo de remover impurezas residuais e assegurar a estabilidade
da forma idnica antes da utilizag&o no experimento.’®

O procedimento experimental foi conduzido em quatro etapas sequenciais:
Carregamento com fermentado contendo acido xildnico (14,37 g/L);

Lavagem com agua deionizada para remog¢ao de compostos nao adsorvidos;

Eluicdo com solugao de bicarbonato de aménio a 1,0 M;

w0 N~

Lavagem final com agua deionizada para regeneracéao parcial da resina.

O ensaio foi realizado em coluna de vidro contendo membrana de retencéo,
também em vidro, para assegurar a estabilidade do leito fixo. Foram utilizados 22,2 g
de resina Amberlit IRA-67, correspondentes ao volume de leito (bed volume - BV). O
carregamento da coluna foi realizado sob fluxo continuo com o auxilio de uma bomba
peristaltica, sendo a vazéo de eluicdo ajustada para 2,5 mL/min.

Apods a eluigdo, a solugcdo contendo acido xilénico foi submetida a um banho
térmico a 80 °C, com o objetivo de promover a evaporagao parcial da agua e a remogao
do bicarbonato de amoénio residual. Em seguida, a amostra foi congelada e submetida
a liofilizagao por 24 horas, resultando na obteng¢ao do acido xilénico purificado. A Figura
14 apresenta o esquema representativo do experimento de troca ibnica utilizando a

resina Amberlite IRA-67 CI~, empregado para a purificagéo do acido xilonico.

1. Remogdao das Células do Fermentado 2. Ativacdo e empacotamento 3. Carregamento em leito fixo
da resina na coluna de vidro

53}
' \ o Sobrenadante ./
- com rx
. P@/" |. Acido D-xilonico o
———

~ Células

4. Lavagem com agua deionizada 5. Elui¢do com bicarbonato de amoénio 6. Lavagem final com agua
— Remocdo de compostos ndo N deionizada — Regeneracdo
adsorvidos M\ ¥/ ! parcial da resina

P // \
.// '. A ./,/
- i j
s [~

7. Evaporagdo parcial da agua e g [ jofilizacio — Remocdo total da 9. Analise de UHPLC

eliminacdo do bicarbonato de 4gua e obtengdo do acido D-xilonico
amonio residual purificado & &
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Figura 14. Procedimento de purificacdo do acido xildnico por troca ibnica com resina Amberlite IRA-67
Cl.
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4.2.9.2 Método de Precipitagdao com Etanol

4.2.9.2.1 Preparo de amostra obtida por fermentagao para recuperagao

e purificagao do acido xilonico

Os ensaios de purificacdo do acido xilénico, obtido apds fermentacéo, foram
realizados por meio de precipitagdo com etanol (EtOH), seguindo o protocolo descrito
por Buchert et al. (1986). O procedimento adotado esta representado Figura 15 na
forma de esquema.’

As solugdes de acido xildbnico com concentragdes de 30,1 g/L, 253,5 g/Le 447,8
g/L foram utilizadas nos ensaios. No caso das amostras mais concentradas, a agua foi
evaporada em banho maria com circulagcédo externa. A temperatura utilizada no banho
foi de 70 °C e a evaporagao transcorreu até a obtengcdo do volume desejado, o que
correspondeu a aproximadamente 12 h.

No ensaio destinado a avaliar a necessidade da etapa de clarificacdo, o
concentrado contendo acido D-xilénico foi submetido a descoloragcdo com carvao
ativado, seguida de filtragao a vacuo utilizando membrana com porosidade de 0,22 ym.

A etapa subsequente consistiu na precipitacdo do acido xilénico por adicao de
etanol (EtOH). Foram avaliadas diferentes razbées volumétricas entre o agente
precipitante e o concentrado de acido xilénico, nas proporgdes 3:1, 4:1, 5:1 e 6:1 (v/v).
Apods a adicao do EtOH, a mistura foi mantida em baixa temperatura por 12 h para
promover a precipitacdo do composto.

A separacéo das fases (sobrenadante e precipitado) foi feita por centrifugacéo a
4700 rpm, por 10 min. O precipitado foi seco a vacuo por 12 h a 4 °C em liofilizador de
solo.

Em todos os ensaios, foram determinados os percentuais de purificagédo e
recuperacao do acido xilénico. Para tanto, o precipitado obtido apdés as etapas de
precipitacdo com etanol e secagem a vacuo em liofilizador foi pesado. Amostras foram
coletadas em cada etapa para analise por UHPLC. A partir da quantificacdo do acido
xilénico presente no precipitado, calculou-se o grau de pureza do material. O percentual
de recuperacéo foi determinado considerando-se a massa de acido xilénico na amostra
inicial do concentrado utilizada no ensaio e a massa de acido xildbnico obtida no

precipitado final.
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Figura 15. Adaptagdo do procedimento para purificagdo do acido xilénico por precipitagdo com EtOH,

segundo Buchert et al.”

4.2.9.2.2 Estudo da importancia da etapa de clarificagao com carvao

ativo durante processo de purificagdao do acido xilénico
Segundo o procedimento descrito por Buchert et al. (1986), uma das etapas
envolvidas no processo de purificacdo do acido xilénico obtido por fermentagao € a
clarificagdo com carvao ativo seguida da filtragdo a vacuo com membrana 0.22 uym. 7
Utilizou a solugéo 30,1 g/L de acido xildnico em dois ensaios. Em um deles, a etapa de
clarificacdo nao foi realizada. No outro, transferiu-se 10 mL do concentrado para um
béquer e adicionou-se 0,150 g de carvéao ativado. A mistura ficou sob agitagao por 30
min e, em seguida, foi filtrada a vacuo. Em ambos os casos, a precipitacdo do acido
xilénico foi realizada adicionando-se EtOH (3:1, v/v). As etapas subsequentes seguiram

o procedimento descrito anteriormente e apresentado na Figura 14.
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4.2.9.3 Avaliacao da razao EtOH e quantidade acido xilonico que deve ser
empregado na etapa de precipitagcao para purificagao do acido xilénico

Avaliou-se a razdo de EtOH e quantidade de acido xilénico na etapa de
precipitacao. Esses ensaios foram feitos com o produto fermentativo concentrado com
30,1 g/L de acido xilénico. A precipitagdo do acido xilénico foi realizada adicionando-se
EtOH nas seguintes razdes: 3:1; 4:1, 5:1 e 6:1 (v/v). As etapas subsequentes seguiram

o procedimento descrito anteriormente e apresentado na Figura 14.

4.2.9.4 Avaliagao da concentracao de acido xildnico para o processo de
purificagao

Para avaliar o efeito da concentracao de acido xildnico na purificacéo, utilizou-
se o produto da fermentacdo em biorreator com meio sintético (xilose/glicerol).
Transferiu-se 10 mL da amostra com 279,8 g/L de acido xilénico para trés tubos do tipo
falcon de 45 mL e 10 mL da amostra 447,8 g/L de acido xilénico para outros trés tubos
do tipo falcon de 45 mL. Adicionou-se 30 mL de EtOH a frio em cada um dos tubos,
obedecendo a razdo 3:1 (v/v). Os tubos ficaram 96 h na geladeira, para maior
precipitacdo a baixa temperatura. O processo de purificagdo seguiu com as etapas de

separagao, secagem do precipitado a vacuo, e analise de UHPLC.

4.2.10. Calculo dos Parametros de Desempenho Fermentativo e de
Purificagao

Apo0s a realizagao das fermentagdes, o rendimento foi determinado com base na
Equacao 2.
dP Pf_Pi

Y ps =— L
PIS ds Sf—=Si

(2)
O rendimento foi expresso em gacido xilénico/Gxilose, ONde P € a concentragéo do
produto (g/L) e S é a concentragdo do substrato consumido (g/L). Pr e P; sdo as
concentragdes finais e iniciais do produto. Sre S; sdo as concentragdes finais e iniciais
do substrato, respectivamente.
A produtividade do processo foi determinada pela concentragao de acido xilénico

obtida em relag&o ao tempo da fermentacgao (equacao 3), e expressa em gacido xilénico/L-h.
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O] YA x . g
.. dp Pg—P; Acido Xilonico obtido ()
Pr = — = =
odutividade dT T¢g—T;  Tempo da fermentagéo (h) (3)

A velocidade de consumo de substrato foi determinada pela quantidade de xilose

consumida (g/L) com relagéo ao tempo de fermentacao (h), conforme equacao 4:

v=395_ 575 (4)

dT  Tf-T;
onde, S é a concentragao do substrato consumido (g/L), sendo S; a concentragao inicial
do substrato (g/L) e Sra concentragao final do substrato (g/L). T € o tempo transcorrido
de fermentacao, sendo T; o tempo inicial da fermentagao (h) e Tr o tempo final (h).

No modelo de Monod, a biomassa (X) € expressa como a concentragdo de
células em peso seco por unidade de volume, enquanto p (h™) representa a taxa
especifica de crescimento celular. A taxa especifica maxima de crescimento (umax) foi
determinada por meio da construgdo de um grafico de Ln(X/X,) em fungdo do tempo.
O coeficiente angular da reta ajustada aos dados experimentais na fase exponencial de
crescimento foi utilizado como estimativa de pmax.””

A eficiéncia de recuperagao de acido xilénico nos diferentes métodos de
purificagao foi calculada em termos percentuais, tomando-se como referéncia a massa
de acido xilénico inicialmente presente na amostra obtida apds fermentagao, antes da

aplicagao do processo de purificagao.

) __ Massa de 4cido xilonico em cada etapa da purificacdo

Recuperacio (% .100 (5)

Massa de 4cido xilénico do meio fermentativo

A pureza foi determinada com base na propor¢ao entre a massa seca da amostra
obtida apds a purificagcdo e a concentracdo de acido xildbnico quantificada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), apds a solubilizagdo da massa seca

resultante da purificagcdo em 5 mL de agua.

) __ Massade 4cido xil6nico em cada etapa da purificacdo

Pureza (%) = .100 (6)

Massa seca total

4.2.11 Analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A quantificagdo dos compostos presentes no hidrolisado de bagago de cana-de-
acucar foi feita por meio de analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE), realizadas no equipamento Infinity 1260 Agilent Technology, com coluna
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cromatografica Aminex HPX-87H (BioRad), temperatura da coluna a 45 °C, detector
indice de refragcédo (RID), temperatura da cela do detector a 40 °C. A fase mdvel para
essa coluna cromatografica corresponde uma solugéo de acido sulfurico 0,005 M, com
vazao de 0,600 mL/min. O tempo de retengao aproximado para a glicose € de 8,8 min,
para a xilose é de 9,5 min, e para o acido acético € de 15 min.

Foi preparada uma solugao padrdo com concentragao inicial de 5 g/L, mediante
a pesagem de 0,1250 g de glicose, xilose e acido acético, todos reagentes de alta
pureza. Os solutos foram dissolvidos em agua Milli-Q e o volume final ajustado para
25mL. A partir dessa solugéo padrao, foram preparadas seis diluicbes seriadas para
construgdo da curva de calibracdo, com concentragoes finais de 0,15625; 0,3125;
0,625; 1,25;2,5e 5,0 g/L.

As amostras a serem analisadas também foram diluidas de forma que a

concentracéo estivesse dentro dos valores da curva padréo.

4.2.12 Analise de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC)

As quantificacbes dos substratos de fermentagao, xilose, glicerol/glicose, bem
como do produto acido xilénico foram feitas por meio de analises de Cromatografia
Liquida de Ultra Alta Pressdo (UHPLC), realizadas no equipamento Waters UPLC
Acquity H-Class, com detector ELSD, coluna cromatografica BEH Amida Premium (2,1
mm X 100 mm; 1,7 um), temperatura da coluna a 50 °C, temperatura da cela do detector
a 40 °C. Essa coluna cromatografica possui duas fases movel: a primeira solugao
possui acetonitrila/agua em proporgéo 80:20, acetato de aménio 10 mM, hidréxido de
amoénio 0,2%, e agua destilada purificada em um sistema Milli-Q; a segunda solugéo
possui acetonitrila/agua em proporcao 40:60, acetato de aménio 10 mM, hidréxido de
amonio 0,2%, e agua destilada purificada em um sistema Milli-Q. A vazao da fase moével
€ 0,3 mL/min.

O equipamento foi utilizado conforme instrugcbes fornecidas pelo fabricante,
sendo necessaria a construgao de uma curva padrao com os compostos de interesse.
A cada corrida, além das amostras, injetava-se também os padrées. Dessa forma,
preparou-se uma solugao padrao com concentragao de 5 g/L, pesou-se 0,1250 g de
glicose, xilose, acido xilénico e glicerol, sendo que todos os reagentes utilizados eram

de alta pureza. Solubilizou-se em agua Milli-Q e a solugéo foi avolumada para 25 mL.
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A partir dessa solugdo padrao 5 g/L, realizou-se 6 diluigbes com as seguintes
concentragdes de: 0,15625 g/L; 0,3125 g/L; 0,625 g/L; 1,25 g/L; 2,5 g/L; 5,0 g/L.

As amostras a serem analisadas também foram diluidas de forma que a
concentragao estivesse dentro dos valores da curva padrao. Apds analise das amostras
UHPLC, as concentragdes obtidas para cada composto eram multiplicadas pelo fator
de diluigao.

Figura 16. Equipamento UHPLC utilizado para quantificagdo dos substratos (xilose, glicerol/glicose) e
do produto das fermentagdes (acido xilénico).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Avaliagao da glicose e do glicerol como fonte de carbono para
crescimento celular durante a fermentagao para producgao de acido xiléonico

5.1.1 Fermentacao em batelada

O primeiro parametro analisado nas fermentag¢des com a linhagem recombinante
P1HL2 de K. phaffii foi a fonte de carbono utilizada pela levedura para crescimento
celular. Foram realizadas fermentagbes com glicose e com glicerol, além da fonte de
carbono (xilose) para a produgao do acido xilénico.

A principal diferenga observada comparando as fermentagdes com glicose e
glicerol diz respeito a concentracéo celular. Apesar das fermentagdes terem iniciado
com a mesma concentragao de células, 10,75 g/L, durante toda a fermentagao a
concentracgao celular foi maior nas que continham glicerol no meio fermentativo (Figura
17). Como o glicerol esteve disponivel ao longo de todo o cultivo, observou-se uma
concentracao final de biomassa aproximadamente 16% superior em relagdo a obtida
com glicose como fonte de carbono. A compreensao das caracteristicas de crescimento
dos microrganismos empregados no bioprocesso é essencial, uma vez que O

desempenho do sistema pode estar diretamente relacionado ao desenvolvimento

celular.”®
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Figura 17. Perfil de crescimento celular da linhagem P1HL2 de K. phaffii ao longo de 96 h de fermentagao
com glicerol como fonte de carbono, bem como os perfis de consumo dos substratos e formagao de acido

xilénico. Os dados representam: xilose (m), glicerol (+), acido xilénico (¢) e concentragao celular (*).
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A Figura 17 apresenta o grafico da concentragao celular da levedura P1HL2 os
perfis de consumo dos substratos (xilose e glicerol) e formagao do produto de interesse
(acido xilénico). Percebe-se que a concentragdo inicial de xilose foi de
aproximadamente 41,86 £ 1,27 g/L, e de glicerol foi de 12,99 + 0,35 g/L. Apds 96 h de
fermentagcdo, obteve-se 24,88 + 1,64 g/L de acido xilbnico. Além disso, a fonte de

carbono disponivel para crescimento celular, se esgotou apds 96 h de fermentacéo.
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Figura 18. Perfil de crescimento celular da linhagem P1HL2 de K. phaffii ao longo de 96 h de fermentagéo
com glicose como fonte de carbono, perfis de consumo dos substratos e formagao de acido xilénico. Os

dados representam: xilose (m), glicose (A ), acido xilénico (¢) e concentragao celular ().

A Figura 18, por sua vez, apresenta o grafico das concentragbées de xilose,
glicose e acido xilénico no decorrer das fermentagdes, bem como a concentragcéo
celular da levedura P1HL2. A concentragéo inicial de xilose foi 36,72 + 0,76 g/L e de
glicose foi 12,35 £ 0,31 g/L. A concentragao de acido xilénico obtida apds 96 h, foi de
20,30 £ 0,31 g/L. Diferentemente do observado nas fermentagdes com glicerol, para as
fermentagdes com glicose, a fonte de carbono disponivel para crescimento celular
acabou com apenas 6 h de fermentacéo.

A taxa de crescimento especifica (u) € um parametro que reflete o estado
fisioldgico do microrganismo e influencia diretamente sua capacidade de produzir o

metabdlito de interesse.”® Dessa forma, o pardmetro y influéncia quatro aspectos
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principais do bioprocesso em questdo: a produgao de biomassa, o estado celular, e
tanto a quantidade como a qualidade do produto final.”® Com isso, a fonte limitante de
carbono (glicose ou glicerol), bem como a taxa especifica de crescimento (u) séo
parametros cruciais para o0 desenvolvimento e otimizacdo de determinado
bioprocessos.63.80

No estudo realizado, a taxa especifica de crescimento foi maior para as
fermentagdes com glicerol (0,10 h™'), sendo 0,06 h-! para as fermentagdes com glicose
(Tabela 7). A explicagao para p ter sido maior nas fermentagées com glicerol pode estar
associada ao metabolismo da levedura K. phaffi. Isso porque, o genoma da proteina
possui 4 genes para transportadores de glicerol, levando a altas taxas especificas de
crescimento, quando substrato é utilizado.%*

Melo et al. (2018) caracterizaram a produgdo de acido latico em culturas
recombinantes de K. phaffii utilizando glicerol como fonte de carbono em condigbes
aerobicas com restricao de oxigénio, mostram em seus resultados taxas de crescimento
especificas limitadas (u = 0,015 - 0,028 h™"), com a andlise cinética indicando a
disponibilidade de oxigénio como o principal fator limitante do crescimento nesses

sistemas de fermentagéo.?’

Tabela 7: Parametros obtidos ap6s fermentagées com glicose e fermentagées com glicerol.

Fermentacoes com Fermentacgdes com
Glicose Glicerol

L (taxa especifica de crescimento) (™) 0,06 * 0,10 *

Acido Xilonico obtido (g/L) 20,30 £ 0,41 24,88 + 1,64
Acido Xilénico obtido (g) 0,91 + 0,02 1,00 + 0,07
Y P/S (Zacido xilonico/ Exilose) 0,50 £ 0,01 0,55+ 0,03
Produtividade (gscido xitonico/L.h) 0,21 * 0,26 = 0,02
Velocidade consumo substrato (gxiose/L.h) 0,38 £ 0,01 0,36 £ 0,01
Xilose residual (g/L) 0,0 6,86 + 0,81

As concentragdes iniciais do substrato séo apresentadas nas Figuras 17 e 18.
* Erro abaixo de 0,00.

A Tabela 7 mostra o fator de conversdo do substrato em produto Ypis (Qacido

xilanico/Qxilose), @ produtividade (gacido xisnico/L.h), € a velocidade de consumo do substrato
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xilose (gxilose/L.h). Observa-se que o glicerol apresenta desempenho superior a glicose
como fonte de carbono para a producao de acido xilénico. As fermentagdes conduzidas
com glicerol resultaram em um aumento de 18,4% na concentragdo de acido xilénico,
com rendimento 9% superior e produtividade 19% maior em relagao as fermentagoes
realizadas com glicose.

Na fermentagdo com glicerol como fonte de carbono, a taxa de consumo de
xilose foi de 0,36 + 0,01 g/L-h, com concentracao residual de 6,86 + 0,81 g/L apds 96
h. Embora a xilose n&o tenha sido totalmente consumida, a presenga de glicerol
favoreceu o crescimento celular, resultando em maior biomassa e, consequentemente,
em maior rendimento, produtividade e concentragao final de acido xilénico.

Nas fermentagbes com glicose, a xilose foi consumida mais rapidamente (0,38 +
0,01 g/L-h), com produtividade de 0,21 Qacido xilenico/L-h € fator de conversao de 0,50 +
0,01 g/g, mas o crescimento celular foi menor. Esses resultados mostram que o glicerol
atua como uma fonte eficiente para o desenvolvimento da levedura e produgao de acido
xilénico.

Dessa forma, apds analise de todos os resultados obtidos nesse estudo, pode-
se concluir que o glicerol € uma boa fonte de carbono para o crescimento da linhagem
recombinante P1HL2 da K. phaffii. Os parametros relacionados ao desempenho do
processo, como o fator de conversdo de substrato em produto e a produtividade,
apresentaram valores semelhantes entre as condicbes avaliadas, porém foram
superiores nas fermentag¢des conduzidas com glicerol.

Além disso, o glicerol representa uma fonte de carbono atrativa para
bioprocessos devido ao seu baixo custo e alta abundancia como subproduto do
biodiesel. Sua utilizagdo como substrato de fermentagdo agrega valor a cadeia
produtiva do biodiesel, ao mesmo tempo em que fornece uma matéria-prima econémica
para o crescimento microbiano.%3

A levedura K. phaffii possui a capacidade de usar tanto a glicose quanto o glicerol
como fontes de carbono. Segundo Mattanovich et al. (2009), a presenca de 4 genes no
genoma da proteina, que codificam para proteinas do simporte H*/ glicerol, faz com que
a utilizagdo do glicerol para crescimento do microrganismo seja eficiente.®* Com isso,
alguns estudos ja relataram o uso eficaz de glicerol bruto e/ou puro como fonte de
carbono por K. phaffii na produgcdo de proteinas heterélogas, enzimas industriais e

produtos quimicos de alto valor agregado.%%-¢3
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5.1.2 Fermentagcao em batelada alimentada com a linhagem recombinante
com P1HL2

Com base nos resultados obtidos nas fermentagdes em batelada, observou-se
que o crescimento celular ocorre predominantemente nas fases iniciais do cultivo, tanto
quando se utiliza o glicerol quanto a glicose como fonte de carbono para esse propésito.
Além disso, verificou-se que, enquanto a glicose é rapidamente consumida, o glicerol
permanece disponivel no meio ao longo de todo o processo fermentativo. Visando
proporcionar condigdes ideais para o crescimento celular nas etapas iniciais da
fermentagdo, optou-se pela realizagdo de experimentos em batelada alimentada.
Nessa estratégia, foram inicialmente adicionados ao meio aproximadamente 40 g/L de
glicose ou glicerol. A partir das 24 horas iniciais de cultivo, xilose foi suplementada ao
meio a cada 24 horas, com o objetivo de favorecer a producao de acido xilénico. A

Figura 19 apresenta o perfil da fermentagao conduzida com glicerol.
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Figura 19. Perfil de crescimento celular da linhagem P1HL2 de K. phaffii ao longo de 190 h de
fermentacdo com glicerol como fonte de carbono, bem como os perfis de consumo dos substratos e
formacado de acido xilénico. Os dados representam: xilose (m), glicerol (+), acido xildnico (¢) e
concentracgao celular (°).

As concentragdes iniciais de xilose e glicerol foram de 21,06 + 1,48 g/L e 41,43

1 1,53 g/L, respectivamente (Figura 19), e apos 24 h do inicio da fermentagao, o meio
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ainda possuia 25,63 £ 2,74 g/L de glicerol, o qual foi totalmente consumido somente
apos 72 h de fermentagdo. Como com 96 h de fermentagao, ndo havia mais glicerol no
meio fermentativo, alimentou-se o meio com solugdo 200 g/L de glicerol, para que a
concentragcao no meio fermentativo fosse 20 g/L de glicerol. Com 118 h, a concentragao
de glicerol presente no meio foi de 12,25 + 2,71 g/L. O glicerol acrescentado no meio
fermentativo acabou apdés 70 h da adicéo (166 h de fermentagao).

O perfil de concentracao de xilose apresenta uma queda apenas nas primeiras
24 h. Considerava-se que toda a xilose havia sido consumida a cada 24 h, e com isto
era adicionado um volume da solugdo estoque de xilose (200 g/L) de forma que a
concentragao final no meio fermentativo fosse de 20 g/L de xilose. Com 96 h, alimentou-
se o reator para que a concentragao de xilose meio fermentativo fosse de 40 g/L. A
ultima alimentacdo foi feita com 144 h, e a concentragdo final de xilose no meio
fermentativo foi de 30 g/L. Somando todas as alimentagbes, a quantidade de xilose
adicionada no meio foi de 7,49 g. Apos 190 h de fermentacédo, o meio ainda continha
47,01 £ 0,24 g/L de xilose. Como o volume final ocupado do Erlenmeyer foi de 82 mL,
a quantidade massica de xilose restantes no meio corresponde a 3,87 + 0,02 g. A
fermentagao transcorreu por 190 h, e ao final, obteve-se 20,87 + 0,30 g/L de acido
xilénico.

Os ensaios realizados com glicose como fonte de carbono estao representados
na Figura 20. As concentragdes iniciais de xilose e glicose foram, respectivamente,
17,59 = 0,74 g/L e 37,11 £ 1,47 g/L. Observa-se que a glicose foi rapidamente
consumida nas primeiras horas de fermentacao, e, apés 24 horas de cultivo, sua
concentragdo no meio ja era nula. Esse comportamento € consistente com o observado
nas fermentagdes em batelada com glicose (Figura 18), indicando que essa fonte de
carbono é rapidamente assimilada durante a fase de crescimento celular. No entanto,
20 g/L de glicose foram fornecidos somente apds 96 horas de fermentagéo para manter
as condi¢des usadas para a fermentacao de glicerol. Com 118 h, a concentracao de
glicose no meio era de 15,93 + 0,29 g/L, sendo que a glicose acrescentada no meio

fermentativo acabou apdés 70 h da adicéo (166 h de fermentagao).
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Figura 20. Perfil de crescimento celular da linhagem P1HL2 de K. phaffii ao longo de 190 h de
fermentacdo com glicose como fonte de carbono, bem como os perfis de consumo dos substratos e
formagédo de acido xildnico. Os dados representam: xilose (m), glicose (A), &cido xil6nico (¢) e

concentracgao celular (¢).

A alimentagao com xilose foi feita seguindo as mesmas concentragdes e tempos
reacionais descritos anteriormente para as fermentagées com glicerol. Somando todas
as alimentagdes, a quantidade de xilose adicionada no meio foi 7,49 g. Apds 190 h de
fermentagcdo, o meio ainda continha 56,91 + 0,11 g/L de xilose, o que corresponde a
4,69 £ 0,01 g de xilose. A fermentacéao transcorreu por 190 h, e ao final, obteve-se 20,91
+ 1,05 g/L de acido xilonico.

Embora as fermentagdes conduzidas com glicerol e glicose tenham sido
iniciadas com a mesma concentragao celular (21,63 g/L), observou-se que, ao longo de
todo o processo, a concentragao de biomassa foi consistentemente mais elevada nas
condicbes em que o glicerol foi utilizado como fonte de carbono (Figura 19),
comportamento também verificado nas fermentagcbes em batelada (Figura 17). No
entanto, a taxa especifica de crescimento (u) foi idéntica para ambas as condi¢gbes em
batelada alimentada, com valor de 0,07 h™, diferindo das taxas obtidas nas
fermentacdes em batelada, previamente apresentadas na Tabela 7.

ApOs analisar os resultados obtidos e apresentados nas Figuras 19 e 20, foi
possivel calcular os parametros fermentativos. Como os meios foram alimentados
durante a fermentacgao, levou-se em consideragao a massa total de xilose adicionada

no meio, € a massa de acido xilénico obtido para calculo do fator de conversao do

53



substrato em produto Ypss (Qacido xilenico/Qxilese). A velocidade de consumo do substrato
(gxilose/n) também foi calculada com o valor massico da xilose. Também foi possivel
calcular a produtividade (gacido xilbnico/L.h) do processo. Os valores obtidos est&o

apresentados a Tabela 8.

Tabela 8: Parametros obtidos apos fermentagées, em batelada alimentada, com glicose e com
glicerol.

Fermentacdes com  FermentagOes com

Glicose Glicerol

I (taxa especifica de crescimento) (1) 0,07 * 0,07 *
Acido Xilénico obtido (g/L) 20,91 £ 1,05 20,87 + 0,30
Acido Xilénico obtido (g) 1,72 £ 0,09 1,72 £ 0,03
Y P/S (Zacido xitonico/ Exilose) 0,46 + 0,03 0,37 £ 0,01
Produtividade (gscido xitonico/L-h) 0,11* 0,11*
Velocidade consumo substrato (gxiose/h) 0,04 * 0,04 *
Xilose residual (g/L) 56,91 +0,11 47,01 £0,24

As concentragdes iniciais do substrato sdo apresentadas nas Figuras 19 e 20.
Um total de 8,49 g de xilose foi utilizado em cada fermentagao de pulso.
* Erro abaixo de 0,00.

Com base nos parametros fermentativos apresentados na Tabela 8, a
quantidade de acido xilénico obtida apos as 190 h de fermentagdo com glicerol foi
similar a obtida pelas fermentacdes com glicose. A velocidade de consumo do substrato
(0,04 gxiose/h), bem como a produtividade (0,11 gacido xisnico/L.h) foram similares. No
entanto, as fermentagdes com glicose apresentaram uma conversdo do substrato em
produto (Yr/s) maior, de 0,46 * 0,03 gacido xilsnico/gxilose, €M comparagao as fermentacdes
com glicerol com 0,37 + 0,01 Gacido xilénico/Gxilose-

Com base na analise dos resultados obtidos para as fermentacdes em batelada
e em batelada alimentada, o glicerol se mostrou uma boa fonte de carbono para
crescimento celular da linhagem recombinante P1HL2. Apesar dos processos terem
iniciado com concentragao celular diferentes (10,75 g/L nas fermentagdes em batelada
e 21,63 g/L nas fermentagdes com alimentagédo), em ambos os estudos o crescimento
celular foi maior quando o glicerol correspondia a fonte de carbono disponivel para a
levedura.

Além disso, nas fermentacdes em batelada, a concentracédo de acido xilénico, o
fator de conversao de substrato em produto e a produtividade, foram maiores para as

fermentagdes com glicerol (Tabela 8).
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Vale ressaltar que, independentemente da fonte de carbono, o fator de
conversao de substrato em produto foi menor para as fermentacbes em batelada
alimentada, comparados aos valores obtidos nas fermentagbes em batelada. Nos
processos com alimentacao, Ypis obtido foi de 0,46 = 0,03 Qacido xilonico/Oxilose para as
fermentagdes com glicose, e 0,37 £ 0,01 Qacido xilanico/Jxilose Para as fermentagées com
glicerol (Tabela 8). Em contrapartida, em sistema de batelada, Y pis obtido foi de 0,50
+ 0,01 gacido xisnico/Oxilose para as fermentagées com glicose, e 0,55 = 0,03 Qgacido
xilonico/Jxilose Para as fermentagcdes com glicerol (Tabela 7).

Considerando que as fermentag¢des foram conduzidas em frascos Erlenmeyer, a
razao entre o volume do meio fermentativo e a capacidade total do frasco exerce
influéncia significativa sobre o processo, especialmente no que diz respeito a
disponibilidade de oxigénio. Em fermentagbes do tipo batelada alimentada, o volume
do meio aumenta progressivamente ao longo do tempo, e a quantidade de oxigénio
disponivel diminui. Nas fermentagdes em batelada, foi utilizado um volume
correspondente a 20% da capacidade total do frasco. Ja ao final das fermentag¢des em
batelada alimentada, o volume total atingido foi de 82 mL, representando 32,8% da
capacidade do Erlenmeyer. Esses dados indicam que pode ter havido limitagdo de
oxigénio nas fermentagdes em frascos, o que € corroborado pelo perfil de crescimento
celular observado.

Durante a fermentagao aerdbica, espécies reativas de oxigénio sdo formadas.
Essas espécies podem causar estresse oxidativo no microrganismo utilizado no
processo fermentativo. As células microbianas possuem sistemas defensivos
enzimaticos e ndo enzimaticos que podem protegé-las do dano oxidativo.8? Como
resultado, quando a auséncia de oxigénio ultrapassa a capacidade dos sistemas de
defesa celular, a levedura pode sofrer estresse oxidativo, o que interfere no crescimento
celular durante a fermentagdo e na conversao do substrato no produto de interesse.®

O (dlicerol foi selecionado como fonte de carbono para o crescimento do
microrganismo e empregado em todos os estudos subsequentes, devido a sua eficacia
no suporte ao desenvolvimento da levedura P1HL2 em fermentagdes do tipo batelada
e batelada alimentada.

Além disso, o glicerol destaca-se como uma fonte de carbono economicamente
mais viavel em comparagdo a glicose, principalmente por ser um subproduto
amplamente disponivel da industria de biodiesel. Enquanto a glicose apresenta

limitagdes associadas a sua demanda nas industrias alimenticia e de ragdes, o glicerol
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bruto, por sua vez, possui custo reduzido e maior disponibilidade. Sua utilizagdo em
bioprocessos nao apenas reduz os custos operacionais, mas também contribui para a
sustentabilidade do processo ao agregar valor a cadeia produtiva do biodiesel por meio

do aproveitamento de residuos industriais.5384

5.2 Avaliacdo da razdo entre as fontes de carbono glicerol, para o
crescimento do microrganismo, e xilose, para a produc¢ao do acido xilénico

A fim de avaliar o efeito da razdo entre os dois substratos glicerol/xilose (1:1, 1:2;
1:4; 1:6 e 1:8), foram conduzidas fermenta¢cdes em frascos Erlenmeyer. A Figura 21
apresenta os resultados referentes a viabilidade celular e a concentragao da biomassa
de levedura ao longo do tempo, em cada uma das condigdes avaliadas. Em todos os
ensaios realizados, a concentracdo celular inicial foi de 8,34 g/L, com viabilidade de
100%. Os perfis de crescimento celular apresentaram comportamento semelhante
entre as diferentes condi¢gdes experimentais. No entanto, ao término de 96 horas de
fermentacgao, a condigao 3, correspondente a razao glicerol/xilose de 1:4, resultou na
maior concentracado celular, atingindo aproximadamente 29,17 + 0,50 g/L. Para as
demais condi¢des avaliadas, os valores de concentragéo celular final foram similares,

considerando-se o desvio padrao obtido nas analises realizadas em triplicata.
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Figura 21. Perfis de viabilidade (*) e concentracdo celular (m) da levedura P1HL2, durante as

fermentacdes com diferentes razdes dos substratos glicerol/xilose.
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Apos as 96 horas de fermentacgao, as condigdes 1 (razao glicerol/xilose de 1:1)
e 2 (1:2) apresentaram os maiores percentuais de células viaveis, com valores de 79,34
+ 0,13% e 77,00 £ 0,13%, respectivamente. Essas condicbes correspondiam as
maiores concentragdes iniciais de glicerol, conforme demonstrado na Figura 21. Em
contraste, as condicdes 4 (1:6) e 5 (1:8), que apresentavam as menores concentragoes
iniciais de glicerol, resultaram nas menores porcentagens de viabilidade celular, 63,60
+ 0,16% e 65,00 £ 0,31%, respectivamente.

A condicédo 3 (1:4) apresentou maior concentracao celular ao final das 96 h, com
29,17 * 0,29 g/L e viabilidade de 71 = 0,67%, sugerindo que uma proporgao
intermediaria de glicerol em relagado a xilose favorece o acumulo de biomassa, ainda
qgue com viabilidade ligeiramente inferior as condigcbes com maior teor de glicerol.

E importante destacar que, embora tanto o glicerol quanto a xilose sejam
substratos presentes no meio, o glicerol atua como fonte de carbono assimilavel para
o crescimento celular da levedura. Assim, observou-se uma correlagéo positiva entre a
disponibilidade de carbono, proveniente do glicerol, e a manutengcéo da viabilidade
celular durante o processo fermentativo.

A Figura 22 apresenta o perfil de consumo de glicerol e da xilose ao longo das

fermentagdes.
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Figura 22. Perfis de concentracdo de xilose (m) e glicerol (+) durante as fermenta¢des com a levedura

P1HL2, em diferentes razbes dos substratos glicerol/xilose.

Com base nos perfis de concentragdo de xilose apresentados na Figura 22,

observa-se que a condi¢cdo 1 (razéo glicerol/xilose de 1:1) apresentou a cinética de
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consumo de xilose mais acelerada. Nessa condigao, apds 72 horas de fermentacéo, a
xilose foi completamente consumida em todas as replicadas. De forma semelhante, nas
fermentagdes conduzidas sob a condi¢ao 2 (1:2), a deplecéo total da xilose também foi
observada, embora apenas ao final das 96 horas de processo. Em contraste, a
condig¢ao 5 (1:8), que iniciou a fermentagéo com 28,59 + 0,13 g/L de xilose, apresentou
uma cinética de consumo significativamente mais lenta, resultando em uma
concentragéo residual de xilose de 12,87 + 0,72 g/L ao término das 96 horas de
fermentacéo.

Em relagédo aos perfis de concentragéo de glicerol, observa-se que, apos 24
horas de fermentagdo, o glicerol foi completamente consumido nas replicadas da
condicdo 5 (razdo glicerol/xilose de 1:8). Essa condicdo apresentava a menor
concentracéo inicial de glicerol entre todas as avaliadas, com valor de 3,21 + 0,01 g/L.
Esses resultados indicam que, quanto menor a disponibilidade inicial de glicerol no meio
fermentativo, mais rapidamente ocorre o esgotamento dessa fonte de carbono utilizada
para o crescimento celular da levedura. Tal esgotamento precoce pode limitar o
desempenho metabdlico da levedura ao longo da fermentagéo, resultando em menor
produgao de biomassa, como observado nos perfis de concentragao celular (Figura 21).

Em contrapartida, as condigdes 1 (razdo glicerol/xilose de 1:1) e 2 (1:2)
apresentaram as maiores concentragdes iniciais de glicerol, e apos 96 horas de
fermentagdo, essas foram as unicas condigdes em que ainda se detectava glicerol
residual no meio, com concentragdes de 9,78 + 1,52 g/L para a condigdo 1 e 5,25 +

1,20 g/L para a condigao 2.

Na condicao 3 (1:4), o consumo total do glicerol ocorreu com 96h. A xilose
apresentou consumo quase completo, restando apenas 1,60 £ 1,42 g/L no meio ao
término do processo (Figura 22). Esses resultados mostram que a proporgéo entre
glicerol e xilose influencia ndo s6 a velocidade de consumo de cada substrato, mas
também o equilibrio entre o crescimento celular e o aproveitamento dos agucares, o
que pode impactar diretamente o rendimento final de acido xilénico.

A analise conjunta dos perfis de consumo de xilose e glicerol (Figura 22)
demonstra que, nas condi¢cbes 4 (razdo glicerol/xilose de 1:6) e 5 (1:8), o glicerol foi
rapidamente esgotado, enquanto se observou acumulo de xilose residual no meio ao
final das fermentacdes. Este resultado pode ser explicado pela fungao distinta de cada

substrato no metabolismo da K. phaffii. Enquanto o glicerol é utilizado como fonte de
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carbono e energia para o crescimento celular, a xilose € convertida exclusivamente em
acido xilénico por uma via oxidativa ndo competitiva. A concentragao inicial de xilose foi
8 vezes superior a de glicerol na condigédo 4 e 9 vezes superior na condigdo 5, o que
pode ter resultado em um desequilibrio metabdlico. Devido a baixa disponibilidade de
glicerol, o crescimento celular foi limitado, especialmente nas primeiras 24 horas de
fermentagao, quando o glicerol foi completamente consumido. Como consequéncia, a
biomassa gerada foi insuficiente para promover a conversao eficiente da xilose em
acido xilénico, refletindo na maior quantidade de agucar residual observada. Esses
resultados reforcam a importancia de uma adequada proporgao entre os substratos, de
modo a garantir simultaneamente o crescimento celular e a atividade enzimatica
necessaria para a bioconversao da xilose.

O oposto foi observado nas condigbes 1 (1:1) e 2 (1:2), ou seja, a xilose se
esgotou e restou glicerol no meio apds as 96 h de fermentagdo. Como a quantidade
inicial de glicerol era alta, comparada as demais condi¢des, ele estava em excesso no
meio, e nao foi totalmente consumido pela levedura. A xilose por sua vez, estava em
menor quantidade, comparada as demais condi¢cdes, sendo totalmente consumida.
Esse resultado evidencia que, quando a disponibilidade de glicerol € adequada para
sustentar o crescimento celular da K. phaffii, a levedura atinge um nivel de biomassa
suficiente para realizar de forma mais eficiente o consumo da xilose, consequentemente
sua conversao em acido xilénico.

A Figura 23 apresenta as concentragdes de acido xilébnico obtidas nas

fermentagdes com as diferentes razbes de glicerol/xilose.
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Figura 23. Concentragdo de acido xilbnico durante as fermentagdes com a levedura P1HL2, em
diferentes razdes dos substratos glicerol/xilose.
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Ao final de 96 horas de fermentagao, a maior concentragao de acido xilénico foi
observada na condigdo 3 (razéo glicerol/xilose de 1:4), alcangando 43,30 £ 0,62 g/L
(Figura 23). Por outro lado, a menor produgéo foi registrada na condi¢éo 1 (1:1), com
concentracao final de 34,09 £ 1,33 g/L. Esses resultados indicam que a proporgao entre
os substratos influencia significativamente o desempenho da bioconversao da xilose,
com a condicdo 3 se destacando como a mais eficiente sob os parametros avaliados.

Dessa forma, com base nos perfis de concentragdo de glicerol, xilose e acido
xilénico, apresentados nas Figuras 22 e 23, observa-se que a raz&o entre os substratos
exerce influéncia direta sobre a producgao final de acido xilénico. Nas condicbes em que
o glicerol foi adicionado em menor quantidade no inicio da fermentacgéo (condigdes 4 e
5), observou-se um esgotamento precoce dessa fonte de carbono que € essencial para
o crescimento celular da K. phaffii. Consequentemente, a limitacdo no desenvolvimento
da biomassa comprometeu a capacidade da levedura de converter toda a xilose
disponivel em acido xilénico. Nessas condicdes, a concentracio inicial de xilose era
significativamente mais elevada, fazendo com que, apdés as 96h de fermentagéo,
restasse xilose residual no meio fermentativo.

Na condicdo 1 (razdo (glicerol/xilose 1:1), com concentragbes iniciais
equivalentes de ambos os substratos, foi obtida a menor producédo de acido xilénico.
Apesar do completo consumo da xilose com 72 h de fermentagdo, o glicerol
permaneceu em alta concentragéo residual (9,78 + 1,72 g/L), indicando fornecimento
em excesso. Situagdo semelhante foi observada na condi¢cdo 2 (1:2), enquanto nas
condicdes 4 (1:6) e 5 (1:8) ocorreu o oposto, com acumulo de xilose ao final do
processo. Esses resultados evidenciam que o desbalanceamento entre as duas fontes
de carbono compromete a eficiéncia da conversao de xilose em acido xilénico (Figura
22).

Apos analisar os perfis de concentragao da xilose, do glicerol e do acido xilénico,
foi possivel calcular a taxa especifica de crescimento y (h'), a produtividade (gacido
sienico/L.h) € a velocidades de consumo do substrato xilose (gxiose/L.h). Os resultados

obtidos estao apresentados a Tabela 9.
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Tabela 9: Parametros obtidos apos fermentagdées com diferentes razées dos substratos
glicerol/xilose.

Condigdo 1 Condicdo 2 Condi¢do 3 Condi¢ao4 Condicao 5
Razao 1:1 Razdo 1:2 Razao 1:4 Razdo 1:6 Razdo 1:8

M (taxa especifica de 0,12 0,12 0,13 0,13 0,12

crescimento) (h'l)

Acido Xilonico (1)  34,09+1,33 39,7+0,53 433+0,62 40,08+1,40 38,54+0,62

Produtividade (e 036£0,01 0414001 045£0,01 042001 040001

Velocidade consumo
substrato (gsios/L.h)

Glicerol residual gLy 9,78 +1,52 5,25+ 1,20 0,00 0,00 0,00

0,21 £0,05 0,26+0,01 0,28+0,05 0,25+0,04 0,16+0,01

Xilose residual (gr) 0,00 0,00 1,57+1,42 9,78+0,45 12,87+0,72

Com base nos parametros obtidos para as fermentacdes realizadas com as
cinco diferentes razdes dos substratos glicerol/xilose, conforme apresentado na Tabela
9, a condicao 3 (razéo 1:4) foi a que resultou na maior produtividade de acido xilénico,
alcangcando 0,45 + 0,01 gacido xilanico/L.h. Além disso, a concentragéo de acido xilénico
obtida apdés 96 horas de fermentagdo também foi a mais elevada entre todas as
condi¢cbes, atingindo 43,30 + 0,62 g/L. Conforme ilustrado na Figura 22, nessa
condi¢do, a concentragao inicial de glicerol foi suficiente para garantir a disponibilidade
de carbono necessario para o crescimento celular da levedura ao longo de toda a
fermentacdo. Ademais, a quantidade de xilose residual foi proxima de zero.

A condicado 1 (razao glicerol/xilose de 1:1) apresentou a menor produtividade
durante o processo fermentativo, com uma taxa de 0,36 + 0,01 gacido xisnico/L.h, além de
resultar na menor concentracdo final de &acido xilénico, 34,09 £+ 1,33 g/L. Esse
desempenho inferior pode ser atribuido ao excesso de glicerol no meio fermentativo em
relacdo a quantidade de xilose disponivel. Esse desequilibrio resultou em um
crescimento celular reduzido, conforme evidenciado na Figura 20, quando comparado
as demais condicdes experimentais. Além disso, a xilose, que é o substrato destinado
a conversao em acido xilénico, foi completamente consumida com 72 h de fermentacao,
o que limitou a produg¢éo do acido xilénico nas horas subsequentes.

A partir das curvas de producdo de acido xilénico das fermentacbes nas
condigdes 2, 4 e 5 (Figura 23), observa-se que a concentragao final de acido xilénico
foi similar entre essas condigdes, considerando o desvio padrdo obtido com as
triplicatas. Além disso, os valores de produtividade obtidos foram préximos. No entanto,

na condi¢ao 5, a levedura nao consumiu completamente a xilose, resultando na maior
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concentracao de xilose residual no meio fermentativo ao final do processo, com 12,03
1+ 1,54 g/L.

Outro parametro importante apresentado na Tabela 9 € a taxa especifica de
crescimento (u). Os valores obtidos para as condigdes 3 e 4 foram ligeiramente mais
elevados comparados ao demais, com p = 0,13 h™. Esses resultados indicam que as
concentragdes iniciais de glicerol nessas condi¢gdes favorecem uma maior velocidade
de crescimento celular, o que, por sua vez, contribui para as maiores produtividades
observadas.

Com base na analise dos resultados obtidos, conclui-se que a razao ideal entre
os substratos glicerol e xilose para a fermentagado com a linhagem recombinante P1HL2
de K. phaffii é 1:4. Iniciar a fermentagdo com uma concentragcao de xilose quatro vezes
superior a do glicerol resulta na maior conversao de xilose em acido xilénico, além de

levar a maxima produtividade observada no estudo.

5.3 Fermentacao em biorreator com a linhagem P1HL2: batelada alimentada
sob controle de pH e aeragao continua

Com o objetivo de avaliar a produgao de acido xilénico pela linhagem de levedura
P1HL2 com maior controle dos parametros operacionais, as fermentagdes foram
conduzidas em biorreator, empregando-se o sistema de batelada alimentada. Durante
todo o processo fermentativo, o pH foi mantido constante em 5,5, e o suprimento de ar
comprimido foi regulado a um fluxo de 0,800 L/min.

A Figura 24 apresenta os perfis de concentragdo de xilose, glicerol e acido
xilénico ao longo do tempo de fermentagao. A fermentacgao foi iniciada com 19,18 +
1,51 g/L de xilose e 36,71 + 1,91 g/L de glicerol. Ao final de 240 horas de cultivo, foi
alcangada uma concentragao de 55,11 + 2,36 g/L de acido xilénico. Observa-se que a
reducdo na concentracio de xilose ocorreu apenas nas primeiras 24 horas do processo.
A partir desse ponto, a xilose foi adicionada periodicamente ao meio, a cada 24 horas,
por meio da suplementacdo com solugdo concentrada (200 g/L), de modo a
restabelecer a concentracdo de xilose para aproximadamente 20 g/L apds cada
alimentagdo. Em relacdo ao glicerol, a unica adigdo ocorreu as 48 horas de
fermentacgao, utilizando-se o volume necessario da mesma solugao concentrada (200

g/L) para ajustar a concentragdo no meio também para 20 g/L.
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Figura 24. Perfil de fermentagbes em biorreator utilizando sistema de batelada alimentada.
Monitoramento das concentragdes de xilose (m), glicerol (+), acido xilénico (#), concentracao celular () e

viabilidade da levedura P1HL2 (x) ao longo do tempo.

A analise do perfil de viabilidade celular ao longo do processo fermentativo
(Figura 24) revelou que, no inicio da fermentacéo, as células apresentavam 100% de
viabilidade. Ao final do cultivo, esse valor foi reduzido para 55,41 + 1,41%, indicando
uma redugao progressiva na proporcao de ceélulas viaveis ao longo do tempo. A taxa
especifica de crescimento (u), calculada durante a fase exponencial, foi de 0,170 +
0,005 h™, refletindo um crescimento celular eficiente nas etapas iniciais da
fermentacgéo.

Além da taxa especifica de crescimento celular foram determinados a velocidade
de consumo do substrato xilose, que foi de 0,460 + 0,003 gxiose/h, € a produtividade do

processo, obtida em 0,191 + 0,013 gacido xilonico/L.h, conforme apresentado na Tabela 10.

Tabela 10: Parametros obtidos apés fermentacdes em biorreator, adotando sistema de batelada
alimentada.

Fermentacdo em Biorreator

Batelada Alimentada
IL (taxa especifica de crescimento) (™) 0,17 £0,01
Acido Xilbnico obtido (g/L) 55,11 +£2,36
Ypis (&y10mic acid’ Sxylolse) 0.97 +0.05
Produtividade (gcido xilonico/L.h) 0,19 +0,01
Velocidade consumo substrato (gxiose/L.h) 0,46
Quantidade total de xilose adicionada (g) 110,31 £ 0,60
Xilose Consumida (g) 39,53 +0,19
Xilose residual (g/L) 101,98
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Comparando os resultados da fermentagdo de batelada alimentada em
biorreator apresentados na Tabela 10, com os resultados da fermentacdo em batelada
alimentada, utilizando o glicerol como fonte de carbono, realizadas em frascos
Erlenmeyer (Tabela 8) percebe-se que todos os parametros foram maiores nas
fermentagdes em biorreator.

Em biorreator, ocorreu um melhor controle do pH durante a fermentacéo,
mantendo-se em 5,5. Para as fermentacdes realizadas em frascos Erlenmeyer n&o foi
possivel controlar o pH durante a fermentacdo, apenas tamponou-se o meio
fermentativo com ftalato de potassio (pH 5,5).

O oxigénio disponivel nas fermentagdes em frascos Erlenmeyer era limitado e
diminuia conforme se adicionava mais xilose no meio. Em contrapartida, o fluxo de ar
comprimido nas fermentagdes em biorreator era constante, 0,800 L/min, contribuindo
para crescimento celular da levedura, esta suplementacdo permitiu que os niveis de
OD fossem mantidos acima de 20% ap6s o consumo de glicerol. Isso justifica a
velocidade especifica de crescimento ter sido maior para as fermentacbes em
biorreator, 0,17 h' (Tabela 10), comparados a 0,07 h'' obtidos nas fermentagdes em
frascos Erlenmeyer (Tabela 8).

A producao de acido xilénico tem inicio com a oxidagao enzimatica da xilose em
xilonolactona, a qual é subsequentemente hidrolisada, originando o acido xilénico. Esse
processo libera prétons, promovendo a acidificagdo do meio fermentativo. O pH
reduzido resultante atua como barreira contra o crescimento de microrganismos
contaminantes, além de diminuir a necessidade de adicdo de agentes neutralizantes.
Como consequéncia, ha uma potencial redugdo nos custos associados a etapa de
purificagado, contribuindo para a viabilidade econdmica do bioprocesso. A oxigenacao
adequada é crucial para a regeneragao de cofatores como o NAD", necessario para a
atividade da desidrogenase durante a oxidagao da xilose. Além de manter o equilibrio
dos cofatores, o oxigénio auxilia na respiragdo celular, promove o crescimento
microbiano e aumenta a produtividade do acido xilénico. Assim, o controle do pH e a
oxigenagcao do meio fermentativo contribuem para maior eficiéncia da fermentagéo,
melhor viabilidade celular e melhor rendimento >0

Nos resultados obtidos em reator foi observado a melhoria de todos os
paramentos o que indicam que o controle rigoroso dos parametros operacionais, como

pH, fluxo de ar comprimido, temperatura e agitacdo, desempenha um papel
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fundamental na melhoria da produtividade do processo fermentativo e no aumento da
concentracao final de acido xilénico.

Um estudo realizado por Lima et al. (2016), mostrou que a levedura K. phaffi
modificada geneticamente era capaz de produzir lactato a partir do glicerol em
fermentagdes com restricdo de oxigénio. O gene que codifica L-lactato desidrogenase
(LDH) foi inserido e o gene que codifica piruvato descarboxilase (PDC) foi rompido,
resultando na cepa GLp. Para a avaliagdo da linhagem modificada, realizaram
fermentagbes em batelada com limitagdo de oxigénio. Ao final, obtiveram um
rendimento de 67% de acido L-lactico e 20% do subproduto arabitol.6' Em 2020, este
grupo de pesquisa realizou um estudo detalhado sobre o metabolismo da levedura
geneticamente modificada, com o objetivo de reduzir a formagao do subproduto arabitol
e aumentar a producdo de acido latico. As fermentacdes foram conduzidas em
biorreator, mantendo-se 50% de saturagcdo de oxigénio dissolvido durante todo o
processo, bem como o controle do pH para que este permanecesse constante em 5 ao
longo da fermentagdo. Neste novo estudo, foi observado um incremento de 20% na
producdo de acido latico, concomitante a uma redugao de 50% na formacédo de

arabitol.%3

5.4 Fermentagao em biorreator com uso de hidrolisado de bagago de cana-
de-agucar como fonte complementar de xilose: efeitos sobre a produgao de acido
xilonico

O hidrolisado de bagacgo de cana-de-agucar constitui uma solugao rica em xilose,
mas que também apresenta diversos outros componentes, incluindo elementos em
baixas concentragdes, que sdo chamados elementos traco. Ainda que presentes em
niveis reduzidos, tais elementos podem exercer efeito inibitério sobre o crescimento da
levedura.®> Para avaliar especificamente o impacto inibitério de determinados
compostos presentes no hidrolisado, como o acido acético, foi necessario empregar um
meio minimo definido durante as fermentagbes. Essa abordagem permitiu assegurar
que os efeitos observados fossem atribuidos exclusivamente aos compostos
potencialmente téxicos para a levedura, evitando interferéncias provenientes da
combinagao dos elementos tragos com componentes de meios mais complexos.

Dessa forma, além das fermentacgdes realizadas com 10% (v/v), 20% (v/v) e 30%

(v/v) de hidrolisado de bagago de cana-de-acgucar, foi conduzida também uma
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fermentacdo utilizando meio minimo suplementado exclusivamente com xilose e
glicerol. Esta ultima condi¢cao experimental foi adotada como controle (branco) para as
analises comparativas.

Durante as etapas de pre-tratamento e hidrélise da biomassa lignocelulésica, a
celulose e a hemicelulose s&o degradadas, liberando n&o apenas agucares
monomeéricos, mas também diversos compostos inibitérios, como fendis, furaldeidos e
acidos organicos. Esses compostos sao capazes de inibir o metabolismo microbiano
danificando as membranas celulares, reduzindo o pH intracelular e inibindo as enzimas
do metabolismo central. Como consequéncia, esses efeitos podem comprometer o
desempenho fermentativo, reduzindo o consumo de agucares e a formagao do produto
de interesse.®® Os inibidores mais comuns encontrados em hidrolisados
lignoceluldsicos sao furfural, 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), acido acético, compostos
fendlicos e ions inorganicos.86

O hidrolisado utilizado nas fermentagdes deste estudo foi fornecido pelo Centro
Tecnoldgico da Cana-de-Agucar (CTC) e obtido por meio do pré-tratamento por

explosdo a vapor, seguido de hidrélise acida da fragdo hemicelulésica.

Tabela 11: Concentragao de xilose, glicose e acido acético presentes no hidrolisado de bagago
de cana-de-agucar.

Hidrolisado bagaco de cana-de-acucar

[Xilose] (g/L) 91,15+1,77
[Glicose] (g/L) 5,81 +0,08
[Acido Acético] (g/L) 21,47 £ 0,46

Antes de iniciar a fermentacéo, foi realizada analise de CLAE para quantificacéo
dos principais componentes do hidrolisado, incluindo xilose, glicose e acido acético
(Tabela 11). A xilose foi suplementada ao meio de cultivo, de forma a padronizar sua
concentracgao inicial em aproximadamente 40 g/L em todas as fermentagdes. Além
disso, as fermentagcbes foram realizadas utilizando glicerol como principal fonte de
carbono para o crescimento celular. Neste caso, sendo a concentragao inicial deste

agucar ajustada para cerca de10 g/L.
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Figura 25. Perfis de concentragéo de xilose (m) e glicerol () durante fermentag¢des controle (branco) e

em meios contendo 10% (v/v), 20% (v/v) e 30% (v/v) de hidrolisado de bagago de cana-de-agucar.

A Figura 25 apresenta os perfis de consumo de xilose e glicerol ao longo das
fermentagdes. As concentragdes iniciais de xilose foram de 42,33 g/L, 36,91 g/L e 36,00
g/L para as fermentagdes com 10% (v/v), 20% (v/v) e 30% (v/v) de hidrolisado,
respectivamente, enquanto a condigao controle (meio minimo) apresentou 25,4 g/L. Em
relacdo ao glicerol, os valores iniciais foram de 14,98 g/L (10% (v/v) de hidrolisado),
11,96 g/L (20% (v/v)) e 10,70 g/L (30% (v/v)), sendo 7,4 g/L no controle.

Apesar da concentracao inicial de xilose na fermentacdo com 10% (v/v) de
hidrolisado ter sido ligeiramente superior as demais, esse acgucar foi completamente
consumido em até 72 horas de fermentagao. Comportamento semelhante foi observado
na condi¢do com 20% (v/v) de hidrolisado, em que também se verificou 0 esgotamento
da xilose nesse mesmo intervalo de tempo. Na fermentagao controle (meio minimo), o
consumo total ocorreu apds 96 horas. Por outro lado, na fermentagao contendo 30%
(v/v) de hidrolisado, a xilose quase nao foi metabolizada, permanecendo uma
concentracao residual de 25,50 g/L ao final do processo.

A fermentagdo com 30% (v/v) de hidrolisado envolveu a adigdo de um volume
consideravelmente maior desse substrato em comparagao as condigdes com 20% (v/v)
e 10% (v/v), o que resultou em concentragdes mais elevadas de compostos inibitorios

no meio. Dentre esses compostos, o acido acético foi identificado e quantificado como
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principal inibidor microbiano. O hidrolisado utilizado continha, em média, 21,47 + 0,46
g/L de acido acético (Tabela11), o que correspondeu a introdugéo de aproximadamente
4,50 g, 3,00 g e 1,50 g desse inibidor nas fermentagées com 30% (v/v), 20% (v/v) e
10% (v/v) de hidrolisado, respectivamente. Esse aumento na carga inibitéria pode ter
contribuido para a redug&o da atividade metabdlica microbiana, com impacto direto na
taxa de consumo de aglcares durante o processo fermentativo.®®

Os perfis de concentragdo de acido xilénico ao longo das fermentagdes estédo
apresentados na Figura 26, e indicam que a maior producéo desse acido organico foi
observada na condicdo com 10% (v/v) de hidrolisado. Ao final de 96 horas de
fermentagao, as concentragdes de acido xilénico atingiram 42,30 g/L, 18,86 g/L e 8,80
g/L nas fermentacdes conduzidas com 10% (v/v), 20% (v/v) e 30% (v/v) de hidrolisado,
respectivamente. Esses resultados sugerem que concentragdes mais elevadas de
hidrolisado podem ter impactado negativamente a sintese do produto, possivelmente
devido a maior presenga de compostos inibitérios no meio.
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Figura 26. Perfil de concentragao de acido xildnico durante as fermentacdes realizadas em meio minimo
(branco) e em meios contendo 10% (v/v), 20% (v/v) e 30% (v/v) de hidrolisado de bagaco de cana-de-
agucar.

A fermentagcdo com 10% (v/v) de hidrolisado apresentou conversao praticamente
completa da xilose (42,33 g/L para 42,30 g/L de acido xil6nico; 99,93%), resultado
semelhante ao obtido na fermentagdo com meio minimo (98,38%). Em contraste, as
condigdes com 20% e 30% (v/v) de hidrolisado exibiram baixo desempenho, com
conversdes de 51,07% e 49,17%, respectivamente. Esses resultados indicam que o

aumento na concentracdo de hidrolisado e, consequentemente, de compostos
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inibitérios, comprometeu o metabolismo microbiano, reduzindo a conversao da xilose
ao produto de interesse.

A Figura 27 apresenta os perfis de viabilidade celular e concentracdo de
biomassa da levedura P1HL2 ao longo das fermentagdes. Em todas as condicbes
avaliadas, a fermentagao foi iniciada com 100% de viabilidade celular e concentragao
inicial de biomassa de 10,75 g/L. Observa-se que, ao longo das 96 horas de
fermentagdo, a menor concentracéo celular foi registrada na condigdo com 30% (v/v)
de hidrolisado, sugerindo que o maior teor de compostos inibitérios presentes nessa

condicdo pode realmente ter impactado negativamente o crescimento da levedura.
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Figura 27. Perfil de viabilidade () e concentragéo celular (m) durante as fermentagbes realizadas em
meio minimo (branco) e em meios contendo 10%, 20% e 30% de hidrolisado de bagago de cana-de-
agucar

Além disso, percebe-se que a concentragao celular foi maior para a fermentagcao
com 10 % de hidrolisado. Considerando a menor propor¢ao de hidrolisado no meio
fermentativo, é possivel que os alguns compostos presentes no hidrolisado, mesmo
que em baixas concentragdes, tenham atuado como elementos-trago, exercendo
efeitos benéficos sobre o desempenho fermentativo. A velocidade especifica de
crescimento (u) foi de 0,17 h' na fermentagdo com 10% (v/v) de hidrolisado e na
fermentagao controle, 0,16 h™! para fermentagdo com 20% (v/v) de hidrolisado, 0,11 h-

' na fermentagao com 30% (v/v) de hidrolisado (Tabela12).
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Em relagdo a viabilidade celular, observa-se que, ao longo de todo o processo
fermentativo, a condicdo controle apresentou valores ligeiramente superiores,
alcancando 93,04% de células viaveis ao final das 96 horas. A menor viabilidade foi
observada na fermentagdo com 30% (v/v) de hidrolisado. Esses resultados indicam que
a fermentacéo com 30% de hidrolisado ndo apenas comprometeu a viabilidade celular,
mas também resultou em um crescimento mais lento da levedura, possivelmente em
funcado da maior concentracdo de compostos inibitérios presentes no meio. Além disso,
variaveis de fermentacdo como condig¢des fisioldgicas celulares, concentracdo de
oxigénio dissolvido e pH do meio também interferem na toxicidade desses compostos,
0 que pode acentuar seu efeito toxico sobre o microrganismo durante a producéo de
acido xilénico. Portanto, a presenca de compostos toxicos, como o acido acético, pode
levar ao estresse da levedura e a redugao da eficiéncia no uso de agucares, levando a
menor formagao do produto de interesse e menor produtividade do processo. &

Apos analisar os perfis de concentracao da xilose, do glicerol e do acido xilonico,
foi possivel calcular a produtividade (gacido xilsnico/L.h), 0 rendimento (gacido xilénico/Jxiose) €
a velocidade de consumo do substrato xilose (gxiose/L.h). Os resultados obtidos estédo

apresentados a Tabela 12.

Tabela 12: Parametros obtidos apds fermentagdes com 10% (v/v), 20% (v/v), 30% (v/v) de
hidrolisado de bagago de cana-de-agucar e fermentagao controle.

10% (v/v) 20% (v/v) 30% (v/v)  Branco
Hidrolisado Hidrolisado Hidrolisado (Controle)

L (velocidade especifica de crescimento) (h™) 0,17 0,16 0,11 0,17
Acido Xilonico obtido (g/L) 42,30 18,85 8,80 24,99
YP/S (Zicido xitonico/E,jo1c.) 1,0 0,51 0,84 0,98

Produtividade (gicido xitonico/L.h) 0,44 0,20 0,10 0,26
?g/i(:;ﬁi&;de consumo Substrato 0,44 0,38 0.11 0,26
Xilose Inicial (g) 29,63 25,84 25,20 17,78
Xilose Consumida (g) 29,63 25,53 7,61 17,78
Xilose residual (g/L) 0,0 0,45 25,5 0,0

De acordo com os resultados obtidos, o processo de fermentagao utilizando 10%
de hidrolisado apresentou maior produtividade, maior taxa de consumo de substrato e
maior concentragao final de acido xilénico. Além disso, ndo permaneceu xilose residual

no meio de fermentagao (Tabela 12). Por outro lado, as fermenta¢gées com 20% (v/v) e
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30% (v/v) de hidrolisado apresentaram os piores parametros de fermentagdo, com
valores de produtividade e concentracao final de acido xilénico proximos. Além disso,
a taxa de consumo de substrato foi muito menor para a fermentagédo com 30% (v/v) de
hidrolisado, o que significa que ao final de todo o processo ainda havia mais de 25 g/L
de xilose restante no meio de fermentagao.

A partir da analise dos perfis de concentragao de glicerol, xilose e acido xilénico,
bem como dos parametros fermentativos apresentados na Tabela 12, é possivel afirmar
gue a quantidade de hidrolisado utilizada nas fermentagdes exerceu influéncia direta
sobre a produgéo final de acido xilénico. Observou-se que, a medida que se aumentou
a proporcao de hidrolisado no meio, houve uma redugdo na concentracao final do
produto de interesse. Esse comportamento pode ser atribuido ao aumento da carga de
compostos inibitérios no meio fermentativo, que afetam negativamente o crescimento
celular (Figura 27), limitam o consumo de xilose (Figura 25) e, consequentemente,
reduzem a formagao de acido xilénico (Figura 26).

Por outro lado, a fermentacao realizada com 10% (v/v) de hidrolisado apresentou
nao apenas a maior concentracao final de acido xilénico, mas também produtividade
superior a observada na fermentacao controle com meio sintético. Esse resultado pode
estar relacionado a composi¢cao do meio: enquanto o meio sintético foi formulado com
meio minimo, possivelmente deficiente em algum elemento-tragco essencial a
conversao eficiente da xilose, a presenca de uma pequena quantidade de hidrolisado
(10% vl/v) forneceu tais componentes em concentragbes adequadas. Nessa condigéo,
os compostos inibitérios estavam presentes em niveis suficientemente baixos para nao
comprometer o metabolismo celular, podendo até atuar como elementos-trago
benéficos a fermentagao.

Um estudo preliminar, realizado por Ramos, et al. (2021), mostrou a capacidade
da linhagem recombinante P1HL2 da K. phaffii de produzir acido xildbnico na presenga
de hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar. Entretanto, as fermentacbes com
hidrolisado foram conduzidas em shaker orbital, utilizando em frascos erlenmeyer de
500 mL, com 50 mL de hidrolisado de bagago de cana-de-acgucar, diluido a 20% (v/v).
A concentragdo inicial de glicose e de xilose para a fermentagdo foram,
respectivamente 10 g/L e 30 g/L. O pH foi ajustado para 5,5 com KOH, e a ODsoo inicial
foi de 20. A fermentacéao transcorreu por 96 h, a 30 -C e agitacdo de 200 rpm. Eles
observaram que o consumo de glicose ocorreu apenas nas primeiras 24 h da

fermentacdo, e ndo houve a conversao de toda xilose disponivel em acido xilénico.
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Além disso, a producao de acido xilénico parou com 48 h de fermentagao. Ao final do
processo, obteve-se 11,7 + 1,6 g/L de acido xilénico, com produtividade de 0,16 Qacido

xilonico/L.h. 910

5.5 Purificagao do acido xilénico obtido apés fermentagdao com a linhagem
recombinante P1HL2 da levedura K. phaffii

Dois métodos distintos foram empregados para a purificacdo do acido xilénico
obtido apds a fermentacédo com a linhagem P1HL2 de K. phaffii. O primeiro consistiu
em ensaio de troca ibnica utilizando a resina aniénica de base fraca Amberlite IRA-67
na forma CI~, conforme o procedimento descrito por Zaini et al. (2019).76¢ O segundo
método adotado foi a purificagdo por precipitacdo com etanol (EtOH), seguindo o
procedimento proposto por Buchert et al. (1986). 72

Embora ndo existam, até o momento, relatos na literatura sobre a purificacéo de
acido xilénico por meio de troca ibnica, optou-se por realizar este experimento com base
no estudo de Bayazit et al. (2011), que descreve a formagédo de um complexo acido-
amina durante a adsorgado de acidos organicos pela resina Amberlite IRA-67, de base
fraca e matriz acrilica. 8 Essa metodologia tem sido bastante empregada na purificagdo
de outros acidos organicos, como: acido latico, acido acético, acido glutarico e acido
glioxilico.8-°" Nesse processo, ocorre uma reagao de neutralizagéo representada pelo
equilibrio: n(R-N) + AHn <R-(NH")nA™ em que n representa o numero de grupos
ionizaveis da molécula do acido (AH,), R—N corresponde a amina terciaria presente na
estrutura da resina, e (R-NH"),An~ refere-se ao complexo acido-amina formado.®®

Essa abordagem ja demonstrou eficacia na purificagdo de outros acidos
carboxilicos, como o acido D-latico. No estudo conduzido por Zaini et al. (2019), foi
desenvolvido um processo de purificagcdo em trés etapas para o acido D-latico de
origem microbiana. A primeira etapa consistiu no tratamento do fermentado com carvao
ativado a 7%, seguido pela acidificacdo do meio utilizando a resina catiénica Amberlite
IRA-120. Na etapa final, realizou-se a adsor¢do do acido latico por meio de troca
anibnica utilizando a resina Amberlite IRA-67. Como resultado, o processo permitiu a
recuperagao de 80,4% de acido D-latico, com pureza final de 91,8%.76

Diversas solugbes podem ser utilizadas como eluentes na purificagdo de acidos
organicos por meio da resina Amberlite IRA-67. Dentre elas, destaca-se o acido

cloridrico, que, embora efetivo na eluicdo, demonstrou elevado potencial de
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degradacgdo da matriz acrilica da resina.”® Com o objetivo de preservar a integridade
estrutural da resina e prolongar sua vida util, estudos anteriores tém explorado a
aplicacao de outros eluentes menos agressivos, tais como hidréxido de sodio, hidréxido
de aménio, carbonato de sodio e bicarbonato de amonio.®? Dentre essas alternativas,
a eluicdo com bicarbonato de aménio apresentou resultados promissores em termos
de eficiéncia de recuperagao e preservacgao da resina. Assim, neste trabalho, optou-se
por utilizar o bicarbonato de amdnio como eluente no processo de purificacédo por troca
iGnica.

A Figura 28 mostra o perfil de eluigdo do acido xildnico com NH4HCO3 para o
experimento com carregamento em coluna de vidro com 34 mL de meio fermentativo
no carregamento a 14,37 g/L de acido xilénico. As amostras foram coletadas a cada 1

mL, resultando no perfil da Figura 28.
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Figura 28. Curva obtida na etapa de eluigédo do acido xildbnico com NH4sHCO:s.

Ao término do processo de purificagao por troca idbnica com a resina Amberlite
IRA-67, foi obtida uma taxa de recuperacao de 65,05% de acido xilénico, com pureza
final de 8,05%. Esses resultados séo considerados insuficientes para aplicagbes
industriais, especialmente naquelas que demandam alta pureza, como a producao de
polimeros. Com o objetivo de aumentar a eficiéncia na recuperacéo e purificagdo do
acido xilénico, adotou-se uma segunda metodologia de purificagdo por precipitagao
com EtOH. Apds a o processo fermentativo, embora 0 meio apresentasse aspecto

limpido, exibia uma coloragdo amarelada, que poderia estar relacionada a presencga de
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impurezas residuais. Para reduzir essa coloragao e viabilizar uma purificacdo mais
eficaz foi feita uma etapa de clareamento utilizando o carvao ativado, conforme
procedimento adaptado de Buchert et al. (1986).72

A Tabela 13 apresenta as concentragdes de glicerol, xilose e acido xilénico no
produto obtido ao final da fermentagdo, bem como as respectivas concentragoes
desses compostos apds a etapa de evaporagdo da agua e, posteriormente, apds o
tratamento com carvdo ativado seguido de filtragdo a vacuo. Além disso, s&o
apresentados os percentuais de pureza e de recuperagao do acido xilénico ao longo do
processo de purificagao, permitindo a comparagao entre os ensaios conduzidos com e

sem a etapa de clarificagdo por carvao ativado.

Tabela 13: Concentragoes de glicerol, xilose e acido xilonico antes da purificagéo, e percentuais
de pureza e recuperacio do acido xilénico apds os ensaios de purificagao.

Antes dos ensaios de Purificagao Apbs os ensaios de Purificag@o
Amostra [Glicerol] [Xilose] [Ac.Xilénico] | Precipitado nﬁc.rfclio?cl:c?o Pureza Recuperagdo
gL (L) (/L) @ e (%) (%)
Fermentado 3,4 13,8 13,8 - - - -
ancentrado de
Ac. Xilonico 7,8 40,7 30,1 0,102 0,062 61,06 41,46
(sem carvao ativo)
Apbs adigdo de
carvao ativo e 5,9 35,2 25,6 0,100 0,050 49,59 33,21
filtragao

Com base nos dados apresentados, observa-se que a etapa de evaporagao da
agua por banho-maria resultou em um aumento superior ao dobro nas concentragdes
desses compostos. No entanto, verificou-se uma redugdo nas concentragdes de
glicerol, xilose e acido xilénico apds o tratamento com carvao ativado e subsequente
filtragdo a vacuo com membrana de 0,22 um. Especificamente, a concentragao de
glicerol reduziu-se de 7,8 g/L para 5,9 g/L, a de xilose de 40,7 g/L para 35,2 g/L, e ade
acido xilénico apresentou uma queda de 14,95%, passando de 30,1 g/L para 25,6 g/L.

Essas reducdes indicam que houve adsorcédo parcial desses compostos pelo
carvao ativado, impactando na recuperacdo do produto de interesse. Para se obter
maiores indices de recuperagao e pureza do acido xilénico € fundamental minimizar

perdas ao longo das etapas de purificagao.
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A Figura 29 ilustra cada uma dessas etapas descritas no processo de

purificagao.
a) Evaporacdo da agua para b) Produto da fermentacdo c) Filtragdo a vacuo apos
aumento da concentragdo dos concentrado apds etapa de adicdo de carvao ativo
compostos  presentes  no evaporagao da agua
produto da fermentagao. utilizando banho-maria.

e) Sobrenadante e
precipitado apos adicao
de EtOH

f) Secagem do precipitado a
vacuo em liofilizador

d) Precipitacdo por
EtOH (3:1 v/v)

Figura 29. Etapas do processo de purificagdo do acido xildnico obtido apdés a fermentagdo: (a)
evaporagdo da agua e concentragdo dos compostos no fermentado; (b) produto fermentativo apés
evaporagao em banho-maria; (c) filtragdo a vacuo apds adigéo de carvao ativado; (d) precipitagdo do
acido xilénico com EtOH (3:1 v/v); (e) separagdo entre sobrenadante e precipitado; (f) secagem do

precipitado a vacuo por liofilizagao.

A Figura 30 apresenta os cromatogramas obtidos por UHPLC apds os ensaios
de purificagdo, realizados com e sem a etapa de clarificagdo com carvao ativado.
Observa-se que, apos os ensaios de purificagdo, os cromatogramas nao indicaram a
presenca de xilose e glicerol, compostos inicialmente detectados no sobrenadante da
fermentacdo. Em contrapartida, o acido xilénico, produto de interesse, foi identificado
nas amostras purificadas. Esses resultados indicam que o método proposto por Buchert
et al. (1986) foi eficaz na remogéo de impurezas e na recuperagao seletiva do acido
xilénico, demonstrando sua viabilidade para aplicagdo na etapa de purificagcao deste

composto em processos biotecnoldgicos.”?
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Os cromatogramas exibiram perfis semelhantes entre si, com um pico
correspondente ao acido xilénico, e um pico duplo nao identificado. Este ultimo,
possivelmente, esta relacionado a compostos residuais oriundos do meio fermentativo,
os quais podem ter sido precipitados durante a adigao de etanol na etapa de purificagao.
A presencga desses componentes n&o identificados pode ter contribuido para a redugéo

da pureza final do acido xilénico, impedindo que se atingisse 100% de eficiéncia na

SAMPLE INFORMATION SAMPLE INFORMATION
Sample Name Acquired By Sysem Sample Name Tese B Acquired By System
Sample Type: Unknown Sample Set Name Sample Type: Unknown Sample Set Name
Vial 1TA7 Acg. Method Set.  Bioacids BEHAmide T2 Grad5 Vial 1A8 Acq. Method Set:  Bioacids BEHAmide T2 Grad5
Injection # 1 Processing Method  Glicerol _xilose_xilonico2022 Injection # 1 Processing Method  Glicerol_xilose_xilonico2022
Injection Volume: 050 ul Channel Name: ELSD Signal Injection Volume: 0.50 ul Channel Name: ELSD Signal
Run Time 11.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  ELSD Signal Run Time: 11.0 Minutes Proc. Chnl. Descr:  ELSD Signal
Date Acquired 3/10/2022 6:26:05 PM BRT Date Acquired:  3/10/2022 6:37:41 PM BRT
Date Processed: ~ 3/11/2022 11:53:01 AM BRT Date Processed:  3/11/2022 11:53:01 AM BRT
Auto-Scaled Chromatogram Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 30. Cromatogramas obtidos por UHPLC utilizados para a quantificagdo do acido xilénico (g/L)
apos os ensaios de purificagdo. A: amostra submetida a etapa de clarificagdo com carvao ativado; B:

amostra sem clarificagao.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 13, verificou-se que os
maiores valores de pureza (61,06%) e de recuperagao (41,46%) do acido xilénico foram
obtidos no ensaio em que a etapa de clarificagdo com carvao ativado nao foi executada.
A inclusdo dessa etapa resultou em perdas significativas do produto de interesse,
atribuidas a adsorcdo do acido xilénico pelo carvao ativado, o que se refletiu em
menores percentuais de pureza (49,59%) e recuperagao (33,21%). Do ponto de vista
visual, o precipitado obtido apds a adigdo de etanol nos dois ensaios apresentava
coloracdo branca, indicando que a etapa de descoloragdo ndo se mostrou
imprescindivel. Além disso, sua execuc¢ao implicou reducao indesejavel nos indices de
purificagdo do produto de interesse, sendo, portanto, contraproducente para o

processo.
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Outro parametro avaliado foi a razdo volumétrica de EtOH em relagdo a
quantidade do produto da fermentacéo concentrado, na etapa de precipitagao do acido
xilénico. Os ensaios foram conduzidos utilizando as seguintes proporc¢des (v/v) de
etanol em relagao ao volume do concentrado: 3:1 (ensaio C), 4:1 (ensaio D), 5:1 (ensaio
E) e 6:1 (ensaio F).

Tabela 14: Testes realizados para a purificagdao do acido xilénico obtido via fermentagdo com
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar

Ac. Xilonico

Ensaios Precipitado [Ac.Xilonico] no precipitado Pureza Recuperacao

(8) (g/L) () (%) (%)
A Com carvao ativo  0,1008 9,997 0,050 49,59 33,21
B Sem carvio ativo 0,1022 12,48 0,062 61,06 41,46
C EtOH (3:1 v/v) 0,0767 11,86 0,059 77,31 39,40
D EtOH (4:1 v/v) 0,0796 11,63 0,058 73,05 38,64
E EtOH (5:1 v/v) 0,0801 10,64 0,053 66,42 35,35
F  EtOH (6:1 v/v) 0,0840 12,62 0,063 75,12 41,93

Com base nos dados apresentados na Tabela 14, verifica-se que o ensaio C,
correspondente a razao volumétrica de etanol de 3:1, resultou no maior percentual de
pureza do acido xilénico, alcangando 77,31%. No entanto, esse valor ndo apresentou
diferenga significativa em relacdo aos ensaios D (4:1) e F (6:1), os quais também
apresentaram niveis de pureza superiores a 70%. Por outro lado, os percentuais de
recuperacao do acido xilénico foram inferiores a 42% em todos os ensaios avaliados.
E importante destacar que, para a analise da influéncia da razao etanol:concentrado na
etapa de precipitagdo, utilizou-se fermentado contendo 30,10 g/L de acido xilénico, sem
a etapa de clarificagdo, o que possivelmente contribuiu para as baixas taxas de
recuperacao observadas. Diante desses resultados, recomenda-se a realizagdo de
novos experimentos com concentragdes mais elevadas de acido xilénico no
fermentado, com o objetivo de aumentar tanto a pureza quanto a recuperagao do
produto.

Os resultados obtidos indicam que o aumento do volume de etanol néo é
essencial para a eficiéncia da precipitacdo do acido xilénico. A razao volumétrica de 3:1
(etanol:concentrado fermentativo) foi suficiente para atingir um percentual de pureza
superior a 75%, valor que nao diferiu daqueles observados nos ensaios com maiores
proporgdes de etanol, considerando o desvio padrao obtido com as triplicatas. Esses

dados sugerem que a utilizagao de volumes mais elevados do agente precipitante nao

77



proporciona ganhos significativos em termos de pureza. Dessa forma, volumes
menores de etanol podem ser empregados sem prejuizo a eficiéncia do processo,
favorecendo uma operagao mais simplificada e tecnicamente viavel.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da concentragao inicial de acido xilénico
do fermentado durante as etapas de purificagdo, foram conduzidos experimentos
utilizando amostras com concentragbes de 279,80g/L e 447,80g/L desse acido
organico. Verificou-se que, ao se empregar a amostra com 447,80 g/L, a precipitagao
com EtOH ocorreu de forma imediata, indicando uma possivel relacdo entre a maior
saturagao do meio e a formagao mais rapida do precipitado. Esse comportamento nao
foi observado com a amostra contendo 279,80 g/L, na qual a precipitagao ocorreu de

maneira menos evidente. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Percentuais de pureza e de recuperacgao do acido xilonico obtidos a partir de triplicatas
experimentais com concentrados iniciais de 279,80 g/L e 447,80 g/L.

Precipitado
Ensaio Precipitado Acido Xilénico Pureza ~
Recuperacao (%
(2 (2 (%) peragdo (%)
’Concentrado
Acido Xilonico 3,03+ 0,05 1,49 + 0,28 49,22 + 8,67 53,31 £ 9,88
279,80 g/L
Concentrado
Acido Xilonico 5,58 £0,35 4,12+ 0,63 74,38 £ 7,77 91,90 £ 13,99
447,80 g/L

Com base nos dados apresentados na Tabela 15, observou-se que 0s ensaios
conduzidos com maior concentragao inicial de acido xilénico (447,80 g/L) resultaram
em percentuais superiores de pureza e recuperagao. Nessa condicdo, foram obtidos
74,38 £ 7,77% de pureza e 91,90 £ 13,99% de recuperagao. Esses resultados indicam
que a concentracao inicial do acido xilonico exerce influéncia direta sobre a eficiéncia
do processo de purificagao, favorecendo a precipitacdo e o rendimento do produto final

em concentragdes mais elevadas.
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Figura 31. Grafico com a porcentagem de pureza obtidos com as os concentrados de acido xilénico
279,80 g/L e 447,80 g/L.

A analise da Figura 31 evidencia diferengas significativas nos percentuais de
pureza e recuperagao do acido xilénico entre os ensaios com concentragdes iniciais de
279,80 g/L e 447,80 ¢g/L. Os resultados indicam que a concentragao inicial de acido
xilénico € um fator critico para os processos de purificagdo, sendo que niveis mais
elevados aproximam o sistema do ponto de precipitacdo, favorecendo tanto a

recuperacao quanto a pureza final do produto.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou a capacidade da linhagem recombinante
Komagataella phaffii PIHL2 na produgédo de acido xilénico por meio de diferentes
estratégias fermentativas. Foram avaliadas variaveis fundamentais como a fonte de
carbono para o crescimento celular, a razao entre os substratos glicerol/xilose, o uso
de hidrolisado de bagago de cana-de-agucar como alternativa a xilose comercial, além
de metodologias para purificagdo do acido xilénico obtido.

Nas fermentagdes realizadas em frascos Erlenmeyer, o glicerol foi selecionado
como a melhor fonte de carbono, promovendo maior crescimento celular e rendimento.
Em batelada, a conversdao de xilose em &acido xilénico foi de 0,55 * 0,03 Qacido
xilanico/Qxilose, cOm produtividade de 0,26 £ 0,02 gacido xilonico/L.h € concentragao de acido
xilénico de 24,88 + 1,64 g/L.

Nos estudos que avaliaram a razdo entre os substratos glicerol e xilose,
verificou-se que a razéo 1:4 resultou nos melhores indicadores, com 43,30 £ 0,62 g/L
de acido xilénico e produtividade de 0,45 * 0,01 gacido xilénico/L- .

No sistema de batelada alimentada em biorreator, com controle de pH (5,5),
temperatura (30 °C) e aeragao (0,800 L/min), foi alcangada a maior concentragdo de
acido xilénico (55,11 £ 2,36 g/L) e rendimento (0,19 £ 0,01 gacido xilenico/ xilose), Superando
os resultados obtidos em frascos Erlenmeyer. Esses dados evidenciam a importancia
do controle rigoroso das condigdes operacionais para aumentar a produtividade do
processo.

O uso de hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar como complemento a xilose
comercial foi avaliado. A condi¢do com 10% (v/v) de hidrolisado resultou em 42,30 g/L
de acido xilébnico e e produtividade de 0,44 gacido xisnico/Qxiose. Em contrapartida, a
condigdo com 30% (v/v) de hidrolisado resultou na menor produc¢do de acido xilénico
(8,80 g/L) e produtividade reduzida (0,10 gacido xilsnico/xilose), provavelmente a presenca
de compostos inibitérios no hidrolisado comprometem o processo fermentativo,
afetando negativamente o crescimento celular, o consumo de xilose e,
consequentemente, a produgao do acido xilénico.

Quanto a purificagédo, a primeira estratégia avaliada foi por troca ibnica com
resina Amberlite IRA-67 CI7, utilizando coluna de vidro. No entanto, esse método
apresentou baixa eficiéncia, com taxa de recuperacdo de 61,05% e pureza final de
apenas 8,05%, valores considerados insuficientes para aplicagdes industriais ou para
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a sintese de polimeros. Diante desses resultados, foi conduzido um segundo estudo
utilizando o método de precipitacdo com etanol, no qual diferentes parametros foram
avaliados com o objetivo de aumentar a eficiéncia do processo.

A adocao da etapa de clarificagdo com carvao ativado resultou em um
percentual de pureza de 49,59%, enquanto a omissdo dessa etapa elevou a pureza
para 61,06%. Outro pardmetro avaliado foi a razdo volumétrica entre etanol (EtOH) e
concentrado de acido xilénico na etapa de precipitacdo, observando-se que a proporgao
de 3:1 (v/v) ja proporcionou resultados equivalentes aos obtidos com razdes superiores,
alcangando purezas superiores a 77%. Ademais, a concentragéo inicial de acido
xilénico no produto fermentado mostrou-se determinante para a pureza final apos as
etapas de purificagdo; quanto maior a concentragao inicial, mais préxima do ponto de
precipitacao, maior a recuperacao do acido xilénico com pureza elevada. Utilizando um
concentrado com 447,8 g/L de acido xilénico, foram obtidos 74,38 + 7,77% de pureza e
91,90 + 13,99% de recuperagéo.

Dessa forma, os resultados demonstram o potencial biotecnolégico da linhagem
K. phaffii P1HL2 para produgdo de acido xilénico, bem como a viabilidade da sua
purificagdo por precipitacdo com EtOH, contribuindo para o desenvolvimento de
plataformas sustentaveis de produgdo de acidos organicos a partir de fontes

renovaveis.
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ANEXO

Resultados nao apresentados no corpo original da tese

No estudo de purificagao e recuperagao do acido xildnico, avaliou-se o efeito da
razao volumétrica de etanol em relagao ao volume do concentrado obtido apds a etapa
fermentativa. Para essa analise, foram utilizados concentrados contendo 136,35 g/L e
309,38 g/L de acido xilonico.

Inicialmente, os ensaios de precipitacdo foram conduzidos com o concentrado
de 136,35 g/L, empregando diferentes proporgdes volumétricas de etanol (v/v) em
relagcdo ao concentrado. As razdes avaliadas foram: 1:1 (ensaio A), 2:1 (ensaio B), 3:1
(ensaio C), 4:1 (ensaio D), 5:1 (ensaio E), 6:1 (ensaio F), 7:1 (ensaio G), 8:1 (ensaio
H), 9:1 (ensaio ) e 10:1 (ensaio J).

Tabela 16: Percentuais de pureza e de recuperagao do acido xilénico obtidos a partir de triplicatas
experimentais com concentrado inicial de 136,35 g/L.

Ac. Xildnico

Ensaios Precipitado [Ac.Xilonico] no precipitado Pureza Recuperagao
(2 (g'h) (g) (%) (%)

A EtOH (1:1v/v) 0,027+0,002 2,48+0,32 0,012+0,002 46,11 +7,55 3,034+0,392
B EtOH (2:1v/v) 0,038 £0,003 3,16+0,21 0,016+0,001 41,30+1,23 3,861 +0,251
C EtOH (3:1v/v) 0,081+0,023 7,30+1,65 0,037+0,008 45,74+3,22 8,923+2,016
D EtOH (4:1v/v) 0,151+0,008 2445+232 0,073 +£0,007 48,60+3,95 17,929+ 1,703
E EtOH (5:1v/v) 0,194+0,007 38,74+1,77 0,116 0,005 59,76 1,19 28,412+ 1,294
F EtOH (6:1 v/v) 0,228+0,017 46,75+1,98 0,140+0,006 61,51 £1,90 34,284 + 1,454
G EtOH (7:1v/v) 0,238+0,009 72,52+0,95 0,218+0,003 91,38 +2,45 53,187 + 0,694
H EtOH (8:1v/v) 0,247+0,019 7425+4,56 0,223+0,014 90,26 +2,57 54,458 + 3,341
I EtOH (9:1v/v) 0,251+£0,017 52,62+1,97 0,158+0,006 62,88+ 1,88 38,592 + 1,444
J EtOH (10:1 v/v) 0,235+0,019 48,66 +1,66 0,146+0,005 62,26+2,73 35,688+1,219

Com base nos resultados apresentados na Tabela 16, observa-se que a razéo

volumétrica de etanol influencia nos percentuais de pureza e de recuperag¢ao do acido
xilénico precipitado. As maiores purezas foram obtidas nos ensaios G (7:1) e H (8:1),
que atingiram valores proximos a 90%. Esse comportamento sugere que o aumento
gradual do volume de etanol promove inicialmente a redugao da solubilidade do acido
xilénico, favorecendo sua precipitagdo com menor quantidades de impurezas.
Entretanto, nos ensaios conduzidos com razdes superiores (I 9:1 e J 10:1),

observou-se uma queda expressiva da pureza para valores proximos a 60%, apesar do
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maior volume de solvente empregado. Esse resultado indica a existéncia de um ponto
6timo de proporcéo etanol/concentrado, acima do qual a adicao excessiva de etanol
pode alterar o equilibrio de solubilidade do sistema, ocasionando a precipitacdo de
compostos indesejados.

Além disso, ao analisar simultaneamente os parametros de pureza e
recuperacao, verifica-se que o uso de volumes progressivamente maiores de etanol
nao resulta em um incremento proporcional da recuperagdo do acido xilénico. As
recuperagdes maximas foram observadas nos ensaios G e H (aproximadamente 53—
54%), e passaram a diminuir nos ensaios | e J, reforgando a conclusdo de que o
excesso de solvente nao favorece o processo. Assim, os resultados obtidos com esse
estudo demonstram que a razao volumétrica entre etanol e concentrado desempenha
um papel determinante, e que proporgdes intermediarias (7:1 e 8:1) representam a faixa
mais eficiente para maximizar simultaneamente a pureza e a recuperacdo do acido
xilénico.

Na etapa seguinte, os ensaios de precipitacdo foram realizados utilizando o
concentrado contendo 309,38 g/L de acido xilénico, aplicando-se as mesmas
proporgdes volumétricas de etanol (v/iv) em relagdo ao concentrado previamente
avaliadas. As razoes testadas foram: 1:1 (ensaio K), 2:1 (ensaio L), 3:1 (ensaio M), 4:1
(ensaio N), 5:1 (ensaio O), 6:1 (ensaio P), 7:1 (ensaio Q), 8:1 (ensaio R), 9:1 (ensaio S)
e 10:1 (ensaio T).

Tabela 17: Percentuais de pureza e de recuperacgao do acido xilonico obtidos a partir de triplicatas
experimentais com concentrado inicial de 309,38 g/L.

Ac. Xilonico

Ensaios Precipitado [Ac.Xil6nico] no precipitado Pureza Recuperagao
(2) (g/'L) (2 (%) (%)
K EtOH (I1:1v/v) 0,330+0,025 11,80+1,21 0,059+0,006 1791+1,93 6,355+0,653
L EtOH(2:1v/v) 0,542+0,115 39,34+8,15 0,167+0,059 27,73+2,83 21,193 +£4,388
M EtOH (3:1v/v) 0,831+0,043 77,08+4,44 0,385+0,022 47,49+0,73 40,178 +0,747
N EtOH (4:1v/v) 0,928+0,072 87,64+5,09 0,438 +£0,025 47,26+1,03 47,213 £2,743
O EtOH (5:1v/v) 0912+0,067 84,50+0,31 0,443 +0,035 48,53+1,16 45,522 +0,168
P EtOH (6:1 v/v) 0,956+0,057 158,94+3,48 0,815+0,037 88,23 +1,84 85,624 +1,874
Q EtOH (7:1v/v) 0,886=+0,051 9432+0,85 0,497+0,045 52,55+3,31 50,812+ 0,457
R EtOH (8:1v/v) 0919+0,171 107,58 +1,33 0,512+0,045 52,97+2,90 57,955+0,716
S EtOH (9:1 v/v) 0,940+0,061 115,70+2,285 0,535+0,084 60,21 +3,71 62,871 +1,231
T EtOH (10:1 v/v) 0,805+0,039 76,18 8,97 0,426 £0,084 46,62 +2,68 41,040 +4,830
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Os resultados obtidos com o concentrado de 309,38 g/L de acido xil6nico
revelaram um comportamento distinto daquele observado para o concentrado de
136,35 g/L. A razéo etanol:concentrado de 6:1 (ensaio P) mostrou ser a condi¢cdo de
melhor desempenho, alcangando pureza de 88,23% e recuperacao de 85,62%. Esses
valores superam os maximos obtidos com o fermentado de acido xilénico menos
concentrado, nos quais a pureza atingiu aproximadamente 90% apenas nas razdes
7:1-8:1, porém com recuperagao significativamente inferior (53-54%). Assim, para o
fermentado de acido xildnico mais concentrado, a propor¢ao 6:1 permitiu elevar os
percentuais de pureza e de recuperacao do acido xilénico precipitado.

De modo geral, observou-se um aumento progressivo dos indicadores de
desempenho entre os ensaios K (1:1) e P (6:1). Nesse intervalo, houve crescimento
consistente na massa precipitada, na quantidade de acido xildnico presente no
precipitado obtido e nos valores de pureza e recuperagao. Esse comportamento sugere
que o0 aumento da proporcao de etanol até um limiar critico favorece a supersaturagao
e a precipitagao do acido xilénico, elevando eficiéncia do processo.

Apds o ponto 6timo, entretanto, as razdes superiores a 6:1 (ensaios Q-T) nao
promoveram melhorias adicionais. Pelo contrario, tanto a pureza quanto a recuperagao
passaram a oscilar e, no ensaio T (10:1), apresentaram queda acentuada, com valores
de 46,6% e 41,0%, respectivamente. Esses resultados indicam que o excesso de etanol
pode reduzir a seletividade da precipitacao, possivelmente devido a co-precipitacdo de
impurezas ou redistribuicdo do soluto entre as fases, prejudicando o desempenho do
processo.

Dessa forma, a razdo 6:1 mostrou ser a condicdo mais favoravel para aumentar
tanto a pureza quanto a recuperagao, partindo de um concentrado com 309,38 g/L de
acido xildnico. Como recomendacgdes de trabalhos futuros, sugere-se validar essa
condigao com repeticdes, explorar razdes proximas (5:1-7:1), visando assegurar a

robustez do processo e seu potencial de escalonamento.
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