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RESUMO

O 4cido xilonico (AX) ¢ um composto organico com aplicagdes promissoras nas
industrias farmacéutica, quimica e téxtil. Ele pode ser produzido a partir da oxidacao da
xilose, presente na fracdo hemiceluldsica dos materiais lignoceluldsicos, pela acdo da
enzima xilose desidrogenase (XDH). A levedura Komagataella phaffii tem sido
amplamente utilizada na producdo de compostos quimicos de interesse industrial.
Previamente, linhagens recombinantes de K. phaffii capazes de produzir AX foram
obtidas pela expressdo de genes bacterianos codificadores da XDH. Embora essas
linhagens apresentem rendimento g AX/g xilose e produtividade volumétrica em meio
sintético, o desempenho em hidrolisado necessita ser melhorado. Este trabalho teve como
objetivo estabelecer parametros fisico-quimicos adequados para a producdo de AX e
aplica-los em hidrolisado de biomassa de cana-de-acucar. Para isso, foram avaliados, de
forma sequencial e em ensaios independentes, cinco parametros: concentragdo inicial de
xilose (20, 40, 80 e 120 g/L), pH (3,5; 4,5; 5,5 e 6,5), concentracdo inicial de biomassa
celular (0,5; 1,5; 3,0; 5,0 e 10,0 g/L), temperatura (26, 28, 30 e 32 °C) e nivel de oxigénio
dissolvido (1, 10 e 20%). Os cultivos foram conduzidos em frascos agitados e em
biorreatores de bancada, com quantificagdo de AX e aglicares por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC). Os resultados indicaram melhor desempenho do processo em
40 g/L de xilose; pH 5,5; temperatura de 30 °C, biomassa celular inicial de 5,0 g/L e
oxigénio dissolvido de 10%. Nessas condicdes, a partir de experimento em batelada de
24 h, foi obtido 20,12 £ 0,17 g/L de AX, produtividade especifica de 0,08 £ 0,01 g/g.h,
produtividade volumétrica de 0,84 + 0,01 g/L.h e rendimento de 0,61 + 0,01 g AX/g
xilose. Com base nesses resultados, os pardmetros estabelecidos em meio sintético foram
aplicados em cultivo em batelada alimentada utilizando hidrolisado de biomassa de cana-
de-agucar, alcangando 5,56 + 0,35 g/L de AX, produtividade volumétrica de 0,05 £+ 0,00
g/L.h e rendimento de 1,02 £+ 0,05 g/g. Embora a produtividade e concentragdo final de
AX tenham sido inferiores as reportadas na literatura para a linhagem K. phaffii XDH-
HL, o rendimento obtido foi superior ao previamente descrito em hidrolisado. Em
conclusdo, os resultados demonstram que a definicdo criteriosa de parametros fisico-
quimicos constitui uma base para a aplicacao do processo em hidrolisado lignoceluldsico,

evidenciando o potencial de aprimoramento da producao de AX por K. phaffii.

Palavras chaves: Acido xilénico; Xilose; Komagataella phaffii; Bioprocessos.



ABSTRACT

Xylonic acid (AX) is an organic compound with promising applications in the
pharmaceutical, chemical, and textile industries. It can be produced from the oxidation of
xylose, present in the hemicellulosic fraction of lignocellulosic materials, by the action
of the enzyme xylose dehydrogenase (XDH). The yeast Komagataella phaffii has been
widely used in the production of chemical compounds of industrial interest. Previously,
recombinant strains of K. phaffii capable of producing AX were obtained by expressing
bacterial genes encoding XDH. Although these strains show yield g AX/g xylose and
volumetric productivity in synthetic media, their performance in hydrolysate needs to be
improved. This work aimed to establish suitable physicochemical parameters to produce
AX and apply them to sugarcane biomass hydrolysate. To this end, five parameters were
evaluated sequentially and in independent assays: initial xylose concentration (20, 40, 80,
and 120 g/L), pH (3.5, 4.5, 5.5, and 6.5), initial cell biomass concentration (0.5, 1.5, 3.0,
5.0, and 10.0 g/L), temperature (26, 28, 30, and 32 °C), and dissolved oxygen level (1,
10, and 20%). The cultures were conducted in shaken flasks and benchtop bioreactors,
with quantification of AX and sugars by high-performance liquid chromatography
(HPLC). The results indicated better process performance at 40 g/L xylose; pH 5.5;
temperature of 30 °C; initial cell biomass of 5.0 g/L; and dissolved oxygen of 10%. Under
these conditions, from a 24-h batch experiment, 20.12 + 0.17 g/L of AX, a specific
productivity of 0.08 + 0.01 g/g.h, a volumetric productivity of 0.84 + 0.01 g/L.h, and a
yield of 0.61 + 0.01 g AX/g xylose were obtained. Based on these results, the parameters
established in synthetic medium were applied in fed-batch cultivation using sugarcane
biomass hydrolysate, achieving 5.56 + 0.35 g/L of AX, a volumetric productivity of 0.05
+ 0.00 g/L.h, and a yield of 1.02 + 0.05 g/g. Although the productivity and final
concentration of AX were lower than those reported in the literature for the K. phaffii
XDH-HL strain, the yield obtained was higher than that previously described in
hydrolysate. In conclusion, the results demonstrate that the careful definition of
physicochemical parameters constitutes a basis for the application of the process in

lignocellulosic hydrolysate, highlighting the potential for improving AX production by
K. phaffii.

Keywords: Xylonic acid; Xylose; Komagataella phaffii; Bioprocesses.
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1. Introducio

1.1. Biomassa lignocelulosica

A populagdo global demanda recursos fosseis para a produgdo de combustiveis e
compostos quimicos de interesse industrial, os quais sdo amplamente empregados na
fabricacdo de produtos de uso cotidiano, como plastico, fertilizante, solventes e farmacos
(Das, 2025; Jiang et al., 2024). Nesse contexto, o relatério mensal do mercado de petrdleo
da OPEC estimou a demanda brasileira por petroleo em 6,8 milhdes de barris por dia em

2025, com projecao de aumento para 7,1 milhdes em 2026.

Esse cenario € relevante quando se considera o carater finito e os impactos ambientais
associados ao uso intensivo de fontes fosseis. Diante dos efeitos das mudancas climaticas
e de questdes econOmicas, as industrias buscam reduzir a dependéncia de produtos
petroquimicos, direcionando esforgos para alternativas sustentaveis de base biologica
(MUJTABA et al., 2023). Nesse contexto, o uso de biomassa renovavel tem se destacado

como matéria prima para a producdo de combustiveis, produtos quimicos, energia e

materiais (YAMAKAWA et al., 2018).

Tradicionalmente, a economia opera de forma linear, baseada na extragdo de recursos
naturais, produgdo e descarte de residuos. Esse modelo ndo considera a finitude dos
recursos naturais, bem como a capacidade limitada de regeneragdo dos ecossistemas e de
absor¢ao de residuos. Como alternativa, o modelo de economia circular tem sido
discutido como uma abordagem para reorganizar sistemas produtivos, promovendo maior
integragdo entre producdo, sociedade e meio ambiente e possibilitando a geragdo de
produtos de interesse comercial a partir de uma nova cadeia econdmica, fundamentada
no principio dos 3Rs (reduzir, reutilizar e reciclar) (LU, ZHAO e LIU, 2022; MUJTABA
et al., 2023).

A economia circular propde manter um fluxo circular de uso de materiais, no qual
residuos que antes seriam descartados podem ser reutilizados como matéria prima para a
geracdo de combustiveis e produtos quimicos de alto valor agregado (LU, ZHAO e LIU,
2022; MUJTABA et al., 2023). Nesse cenario, a produ¢do mundial anual de biomassa
lignocelulodsica ¢ estimada em cerca de 181,5 bilhdes de toneladas, das quais apenas 8,2
bilhdes sdo reutilizadas em areas de aplicagdes (BANU et al., 2021; MUJTABA et al.,

2023). Assim, o aproveitamento dessa biomassa apresenta potencial de integracdo aos
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principios da economia circular, ao possibilitar a valorizagdo de subprodutos

agroindustriais (BANU et al., 2021).

A biomassa lignocelulésica ¢ um recurso abundante na natureza, barato e capaz de
reduzir conflitos alimentares (PARK et al., 2024). Trata-se de um polimero complexo
pertencente a matriz da parede celular vegetal, constituido principalmente por trés
fragdes: celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1), além de menores proporgdes de
compostos inorganicos, compostos de nitrogénio e pectina (CARNEIRO et al., 2022;

TRICHEZ et al., 2022).

A celulose ¢ formada pela jun¢do de moléculas de glicose interligadas por ligagdes
glicosidicas B (1-4). A hemicelulose, por sua vez, ¢ o segundo componente mais
abundante, formada por cadeias curtas de agucares piranoses e furanoses, incluindo D-
manose, D-glicose, D-galactosil, L-arabinose, acido glicuronico, acido galacturénico e
D-xilose (RAO et al., 2023). J4 a lignina apresenta estrutura amorfa, ndo cristalina, ndo
baseada em aglcares, composta por diversos grupos funcionais, como metoxil e
fenilpropanos. Essa macromolécula envolve a celulose e a hemicelulose, conferindo
rigidez e estabilidade a matriz vegetal (Figura 1) (ASHOKKUMAR et al., 2022;
JAYAKUMAR et al., 2023).

OH
OH

Hio O, HO OH

HO. o le]

OH

OH H
a. Celulose

OH OH
O R=A 82 °
: A AN

OH

b. Hemicelulose

Lignocelulose

c. Lignina

Figura 1. Estrutura da biomassa lignoceluldsica, com representacio da celulose (A), hemicelulose (B)
e lignina (C). (Fonte: Adaptado de Yusuf e Inambao, 2019)

Esse tipo de biomassa inclui uma ampla variedade de materiais de origem vegetal,
especialmente residuos agroindustriais, como palha de trigo, casca de coco, palha de

milho, madeira e bagaco de cana de agticar. Sua composic¢ao varia de acordo a origem do
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material vegetal. No caso do bagago de cana-de-agucar, por exemplo, sdo encontrados 32-

55% de celulose, 22-36% de hemicelulose e 14-30% de lignina (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢ao de diferentes biomassas lignocelulésicas. (Fonte: Adaptado de Riaz et al., 2025).

Biomassa Celulose Hemicelulose Lignina Referéncias
Palha de trigo 32-45% 20-45% 11-26% Sharma
etal. 2023
Palha de arroz 30-36% 19-32% 5-18% Silva
etal. 2010
Bagaco de cana- 32-55% 22-36% 14-30% Risanto
de-agticar etal. 2023
Fibras de coroa 79-83% 19% 5-15% Shah
de abacaxi et al. 2022
Talos e caules 41-50% 16-26% 26-39% Bhukya
de cebola e alho et al. 2022

No conceito de biorrefinaria, essa biomassa pode ser convertida em uma ampla gama
de produtos de interesse industrial, por meio de rotas de conversdo, incluindo métodos
termoquimicos e bioquimicos. Entre estes, destacam-se os bioprocessos microbianos, nos
quais microrganismos sdo empregados na conversao de fontes renovaveis de carbono em
bioprodutos, utilizando os acucares derivados das fracdes da celulose e hemicelulose
como substratos nos processos produtivos (BANU et al., 2021; CARNEIRO et al., 2022;
TRICHEZ et al., 2022). Apesar desse potencial, a utilizagdo direta desses aclcares €
limitada pela complexidade estrutural da matriz lignoceluldsica. Antes da conversdao em
produtos de interesse industrial, suas estruturas precisam ser desconstruidas, uma vez que
a forte estrutura cristalina da celulose e o entrelacamento entre a lignina, celulose e
hemicelulose conferem elevada resisténcia e estabilidade a matriz vegetal, dificultando a

atuacao microbiana (JAYAKUMAR et al., 2023).

Devido a elevada recalcitrancia estrutural da lignocelulose, esse material necessita ser
submetido a etapas prévias de processamento para viabilizar seu aproveitamento
microbiano, como o pré-tratamento e a hidrdlise. O pré-tratamento promove a

desestruturacdo da matriz vegetal, reduzindo a recalcitrdncia e aumentando a
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acessibilidade da celulose e da hemicelulose as etapas subsequentes (SONG et al., 2024).
Diferentes abordagens podem ser empregadas, incluindo métodos bioldgicos, fisicos,
quimicos e fisico-quimicos, sendo estes dois Ultimos considerados os mais eficientes
(ASHOKKUMAR et al., 2022). Entre os métodos quimicos, destaca-se o pré-tratamento
com acido diluido, amplamente empregado em aplicagdes industriais. Nesse processo, a
hemicelulose ¢ rapidamente hidrolisada e solubilizada, enquanto a celulose e lignina
permanecem na fragdo solida, sendo posteriormente submetidas a hidrolise (KEMITA,

SILVA e PRATTO, 2024; PORNINTA et al., 2024; ROBAK et al., 2019).

Na etapa de hidrolise, a celulose e a fragdo residual da hemicelulose podem ser
hidrolisadas, gerando hidrolisados lignocelul6sicos, ricos em agticares monomericos por
meio de processos acidos ou enzimaticos (KEMITA, SILVA e PRATTO, 2024;
PORNINTA et al., 2024, ROBAK et al., 2019), tornando-os disponiveis para posterior
conversao microbiana em etanol de segunda geracdo ou outros bioprodutos (Figura 2)

(FERREIRA, ALARCON e ROBERTO, 2026; HAHN-HAGERDAL et al., 2007).

HCITEIIEEE Poucos processos
Hemicelulose |—»  Hidrélise ~ —»| ricoemC5, /7" - coﬁverséo
principalmente
v xilose
Pré-tratamento "
o Hidrolisado Etanol 2G ou
Celulose —> Hidrolise —» "
rico em glicose outros produtos

Figura 2. Representacio esquemaitica das principais etapas e rotas de conversio da biomassa

lignocelulésica em etanol de segunda geragao e outros bioprodutos (Fonte: Autor).

O hidrolisado lignoceluldsico ¢ composto por acucares, incluindo glicose e xilose,
além de substancias formadas durante o processamento (Figura 2). Entre elas destacam-
se hidroximetilfurfural (HMF), furfural e 4cido acético, os quais podem atuar como
inibidores do metabolismo microbiano (PORNINTA et al., 2024). A composi¢do do
hidrolisado varia em fun¢do das condigdes adotadas no pré-tratamento e na hidrolise
(Tabela 2) (MORAIS JUNIOR et al., 2018). A presenca desses compostos inibidores €
um dos principais desafios para a conversdo microbiana eficiente, justificando a adogado
de estratégias operacionais, como o cultivo em batelada alimentada, a fim de reduzir

efeitos toxicos e melhorar o desempenho do processo (HUANG et al., 2024).
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Tabela 2. Composigdo de agucares ¢ compostos inibitdrios em hidrolisados lignoceluldsicos de diferentes

fontes. NR: néo reportado (Fonte: autor).

Biomassa Pré Hidrdlise Glicose Xilose @ HMF Furfural Acido Referéncias
tratamento (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) acético
(g/L)
Sabugo de Acido Enzimaética 51,50 10,60 0,32 0,12 3,11 Porninta
milho et al. 2024
Palha de Acido Enzimaética 34,60 7,34 0,05 0,06 1,11 Porninta
arroz etal. 2024
Bagaco de Acido Enzimatica 21,30 5,92 0,12 0,04 1,07 Porninta
cana de et al. 2024
agucar
Bagaco de Explosio Acida 5,81 91,15 NR NR 21,47 Almeida
cana de a vapor etal. 2025
acgucar
Bagaco de Explosdo Acida 5,08 95,24 0,38 3,13 21,62 Ramos
cana de a vapor etal. 2021
agucar
Palha de Acido Enzimatico 107,00 9,00 0,05 0,02 0,13 Ferreira,
arroz (alto teor de Alarcén e
solidos) Roberto,
2016
Palha de Acido Enzimatico 18,20 19,30 0,05 0,36 NR Robak
centeio etal. 2019
Palha de Micro-ondas Enzimatico 109,26 19,30 1,34 1,22 NR Mikulski e
trigo + hidrotropo Klosowki,
2023
Palha de Peroxido Enzimatico 19,35 6,64 NR NR 1,30 Santos
sorgo alcalino et al. 2021

Os microrganismos desempenham papel fundamental tanto no fornecimento de

enzimas hidroliticas no processo da hidrolise quanto na etapa de bioconversdo,

consumindo os agucares presentes no hidrolisado lignocelulosico (GUO et al., 2023;
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TRICHEZ et al., 2022). Enquanto a glicose ¢ preferencialmente metabolizada pelos
microrganismos ¢ amplamente utilizada na produ¢@o de etanol e outros bioprodutos, a
xilose ¢ ainda subutilizada e pouco usada em processos de conversao (CARNEIRO et al.,
2022; DEV, JILANI e YAZDANI, 2022; FERREIRA, ALARCON e ROBERTO, 2016;
KIM et al., 2019; PARK et al., 2024). Para que esse recurso renovavel seja plenamente
aproveitado de forma econdmica, ¢ fundamental a valorizagdo da xilose como matéria

prima em rotas biotecnologicas para a geracao de bioprodutos.

1.2. Metabolismo da xilose por microrganismos

A D-xilose ¢ uma aldopentose, ou seja, um agucar C5 com um grupo funcional aldeido
(-CHO) em sua estrutura (MORTLOCK, 1984). Apo6s a glicose, essa pentose € o segundo
agucar mais predominante na natureza e, ¢ utilizado como fonte de carbono para a sintese
de diversos compostos por conversao microbiana, tais como sorbitol, furfural, acido
gluconico, acido levulinico, xilitol e 4cido xilonico (RAMOS et al., 2021; WANG et al.,
2016). Entretanto, poucos microrganismos sao capazes de metabolizar a xilose de forma

eficiente (PARK et al., 2024; VALDEHUESA et al., 2018; WANG et al., 2016).

A degradacao de xilose ocorre por trés rotas metabdlicas principais: a via isomerase
(XIP), a via oxidorredutiva (ORP) e a via oxidativa da xilose (XOP), sendo as duas
primeiras as mais frequentemente reportadas e a ultima considerada uma via alternativa.
A via isomerase ocorre predominantemente em bactérias, na qual a D-xilose ¢
1somerizada a D-xilulose pela acdo da enzima xilose isomerase. Em seguida, a D-xilulose
¢ fosforilada a D-xilulose-5-fosfato pela xiluloquinase, direcionada a via das pentoses
fosfato (Figura 3). A via oxidorredutiva, por sua vez, ¢ observada majoritariamente em
fungos, na qual a D-xilose € reduzida a xilitol pela acao da D-xilose redutase, geralmente
dependente de NADPH. O xilitol ¢ oxidado a D-xilulose pela xilitol desidrogenase,
geralmente dependente de NAD™ e, por fim, a D-xilulose é fosforilada, assim como na
via XIP, formando o mesmo composto (D-xilulose-5-fosfato), intermediario da via das

pentoses fosfato (Figura 3) (VALDEHUESA et al., 2018).

A via oxidativa da xilose foi descrita em arqueas, em cepas bacterianas e fungicas. Na
XOP, a D-xilose ¢ oxidada a D-xilonolactona, por meio da enzima xilose desidrogenase
(XDH), comumente dependente de NAD(P)". Depois, a D-xilonolactona ¢é hidrolisada

em D-acido xilonico, de forma espontdnea ou pela enzima xilonolactonase (XLA).
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Subsequentemente, o D-acido xilonico ¢ transformado em acido 2-ceto-3-deoxi-D-
xilonico (KDX) pela acdo da xilonato desidratase. Apds a formagdo de KDX, a XOP
ramifica-se em duas vias distintas: a via de Weimberg e a via de Dahms. Na via Weimberg,
o KDX passa por desidratagdo, formando semialdeido a-cetoglutarato, o qual ¢
posteriormente oxidado a acido a-cetoglutarato, um intermediario do ciclo do acido
citrico. Na via Dahms, o KDX ¢ clivado por uma aldolase, originando glicoaldeido e
piruvato. Enquanto o piruvato pode ser diretamente assimilado ao ciclo do écido citrico,
o glicoaldeido ¢ posteriormente convertido em glioxilato e finalmente em malato para o
ciclo do acido citrico (Figura 3) (KUSCHMIERZ et al., 2022; VALDEHUESA et al.,
2018).

Viada Via Oxidativa Via
Isomerase da Xilose Oxidorredutiva
D-xilose D-xilose . D-xilose
Xilose Xilose NAD(P) Xilose isomerase | NADPH+H"
isomerase { desidrogenase { {
- NAD(PH + HT ~~ NADP*
D-xilulose D-xilonolactona Xilitol
, . ATP . Hz0 ) . NAD T
Xiluloquinase Xilonolactonase Xiluloguinase
~-ADP+H* Ou espontaneo |+ - NADH + H¥
D-xilulose-5-fosfato D-acido xilénico D-xilulose
Xilonato ATP
desidratase |\ o . ADP+H*
Via das pentoses Acido 2-ceto-3-deoxi-D- D-xilulose-5-fosfato
fosfato 2-ceto-3-deoxi ‘;XI|OnICO (KDX) | 2cetoddeox {
xilonato \ xilonato aldolase
desidratase 4 “~+Hz0 v Via das pentoses
Semialdeido a- Piruvato + Glicoaldeido fosfato
cetoglutarato
Semialdeido o | - NAD(P)'+ He0
X cetoglutérico
I Via de Dahms desidrogenase + ™~ NAD(P)H +2H*
B Via de Weimberg a-cetoglutarato —— Ciclo do Acido citrico

Figura 3. Esquema representativo das trés rotas metabdlicas principais de degradacio da xilose:

Isomerase, Oxidativa da Xilose e Oxidorredutiva. (Fonte: Adaptado de Valdehuesa et al., 2018).

Nas vias de Weimberg e Dahms em XOP, cada etapa das reagdes apresenta valores
altamente negativos de variagdo da energia livre de Gibbs, apontando ser reacodes
termodinamicamente favoraveis (VALDEHUESA et al., 2018). Na via de XOP, o acido

xilénico é formado como um intermediario metabolico de interesse industrial

(CARNEIRO et al., 2022; RAMOS et al., 2021).

1.3.  Acido xilénico

O 4cido xilonico (AX) ¢ um composto organico, pertencente a classe dos acidos

carboxilicos, com formula quimica CsH10Os. Trata-se de um éacido organico fraco, com
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constante de dissociacao (pKa) de 3,56 £ 0,07, para a primeira desprotonagao do grupo
carboxilico (HUANG et al., 2017). O valor de pKa ¢ uma propriedade fundamental, pois
dita caracteristicas como a atividade quimica, solubilidade em agua e propriedades
espectroscopicas dos acidos (CAO et al., 2021). Assim, dependendo do pH do meio, o
AX pode existir predominantemente na sua forma protonada (-COOH) ou na forma
desprotonada, como anion carboxilato (-COQO"), nomeando-se D-xilonato (Figura 4). Em
pH menor ao seu pKa de 3,56 = 0,07, o grupo carboxila permanece protonado, € acima

do pKa, ocorre a ionizagao.

A B
O\/OH 0O o
H—r—0OH OH
HO——H HO
H——OH OH
CH,OH CH>0H

Figura 4. Férmulas estruturais do AX: forma protonada (A) e desprotonada (B). (Fonte: Adaptado de
HUMMEL et al., 2010 e Toivari et al., 2012).

O AX se destaca como composto quimico de interesse industrial pelo potencial de
aplicagdes, incluindo produgdo de copolimeros, desenvolvimento de roupas com
propriedades de refrescancia e reducao de 4gua no concreto (HAN et al., 2024; JIN et al.,
2021; TRICHEZ et al., 2022). Além disso, o AX surge como uma alternativa a
substituigdo do acido gluconico no mercado, devido as suas propriedades fisicas
semelhantes (TOIVARI et al., 2012; TRICHEZ et al., 2022). A substitui¢ao desse acido
pode ser vantajosa, uma vez que o acido gluconico ¢ produzido a partir de glicose,
enquanto o AX ¢ derivado da oxidagdo da xilose, um agticar abundante e que nao compete
com cadeias alimentares (TOIVARI et al., 2012). Dessa forma, o uso de AX pode

contribuir para reduzir a dependéncia da glicose como matéria prima industrial.

A sintese de AX pode ocorrer por via quimica ou microbiana. Na via quimica,
catalisadores de ouro (Au) ou platina (Pt) sdo utilizados na eletro oxidacao da xilose em
meio alcalino. O ouro tem maior atividade catalitica e as rea¢des de formacao de AX nele
sdo representadas pela figura 5 (GOVERNO et al., 2004). Entretanto, a sintese de AX por
meios quimicos ¢ mais poluente e dispendioso. Por isso, o uso de vias biologicas baseadas

no desempenho de microrganismos capazes de oxidar xilose em AX representa uma
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opg¢ao promissora para a reducao de custos e priorizagcdo de sistemas mais sustentaveis.
Devido a isso, microrganismos naturalmente produtores de AX vém sendo estudados,
bem como linhagens geneticamente modificadas t€ém sido desenvolvidas (TRICHEZ et

al., 2022).

Au+0OH — Au-OH + e

Au-OH + CHO(CHOH);CH,0H

o |[COOH(CHOH)3CH,OH] 4 + €~ + H,0

Figura 5. Equacdes de formacio de AX a partir da oxidaciio da xilose eletro catalisada em eletrodo

de ouro em meio alcalino. (Fonte: Governo et al., 2004).

Os microrganismos que produzem AX naturalmente sintetizam o acido nas etapas
iniciais da via oxidativa da xilose. A D-xilose ¢ oxidada em D-xilonolactona pela atuagao
da enzima XDH, dependente de cofator NAD(P)" ou pirroloquinolina quinol (PQQ). Em
seguida, D-xilonolactona ¢ hidrolisada em D-acido xil6nico, de maneira espontanea ou
enzimdtica, através da XLA (Figura 6) (TRICHEZ et al.,, 2022). Dentre esses
microrganismos, espécies de arqueas, bactérias e fungos ja foram descritas como
produtores naturais, incluindo Haloarcula marismortui, Gluconobacter oxydans,
Pseudomonas fragi, Paraburkholderia sacchari, Aspergillus niger, Caulobacter

crescentus e Trichoderma reesei (TRICHEZ et al., 2022).

D-xilose
Xilose NAD(P)* ou PQQ
desidrogenase J
" NAD(P)H + H* ou PQQH,,

D-xilonolactona

. Hz0
Xilonolactonase
“~H

ou espontaneo +

D-acido xildnico
Figura 6. Rota de oxidacdo da xilose em AX por microrganismos produtores. XDH: xilose
desidrogenase e XLA: xilonolactonase. (Fonte: Autor)

Enquanto os géneros Acetobacter e Pseudomonas foram os primeiros
microrganismos bacterianos relatados como produtores naturais de AX, a bactéria C.

crescentus foi o primeiro organismo com via oxidativa da xilose bem descrita, a partir da
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identificacdo dos genes e enzimas envolvidos nessa rota. Os genes xy/B e xylC foram
identificados como codificadores das enzimas xilose desidrogenase e xilonolactonase,
respectivamente. Além disso, ambos estdo dispostos no operon xil, induzivel por xilose.
Isso significa que, na presenca desse agucar, a transcrigao desses genes ¢ ativada e as
enzimas sdo expressas para a oxidagao do substrato. A xilose desidrogenase codificada
por xylB de C. crescentus exibe alta especificidade por xilose, ndo possuindo atividade
sobre hexoses, como a glicose. Essa enzima utiliza o cofator NAD" para a conversio da
xilose em xilonolactona. Entretanto, xilose desidrogenase provenientes de outros
microrganismos podem descrever diferentes preferéncias por cofatores. A XDH
codificada pelo gene XYDI, proveniente do fungo 7. reesei, apresenta preferéncia pelo

cofator NADP" (TRICHEZ et al., 2022).

A bactéria P. sacchari, produtora natural de AX, atingiu elevado desempenho
produtivo quando cultivada sob estratégia de batelada alimentada, por meio da adi¢ao de
pulsos de xilose (Tabela 2) (BONDAR, FONSECA e CESARIO, 2021). Por sua vez, o
fungo Aspergillus niger apresentou baixa concentracao final de AX, a partir de 45 g/L de
xilose, indicando limitada eficiéncia desse microrganismo para producdo de AX (Tabela

2) (TOIVARI et al., 2012; TRICHEZ et al., 2022).

O desenvolvimento de um processo produtivo de AX em escala industrial requer
controle do metabolismo celular. O direcionamento do carbono para vias metabdlicas
concorrentes pode resultar na formagdo de subprodutos indesejaveis, comprometendo a
eficiéncia do processo. Nesse contexto, a engenharia metabdlica possibilita o
redirecionamento dos fluxos metabolicos em direcdo a sintese de AX, contribuindo para
areducdo da formagao de subprodutos e para o aprimoramento do desempenho produtivo
(ALMEIDA et al., 2025; HERREIRA et al., 2021). Além disso, estratégias voltadas ao
aumento da capacidade de assimilag@o da xilose sdo fundamentais para a conversao desse
substrato (ALMEIDA et al., 2025). Dessa forma, desafios associados ao controle
metabolico e a formagdo de subprodutos tém motivado o desenvolvimento de linhagens
recombinantes capazes de produzir AX a partir da xilose, por meio da inser¢ao de genes

e enzimas de produtores naturais em diferentes hospedeiros microbianos.

A Escherichia coli foi a primeira bactéria engenheirada para a producdo de AX.
Inicialmente, o gene xy/B de C. crescentus foi expresso na bactéria. Apos isso, observando
que o sucesso desse processo de expressdao heterdloga esta relacionado com a obstrugao

das outras vias degradativas da xilose, que competem com a via oxidativa, os genes
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naturais xyIAB, yagE e yihG foram interrompidos (Figura 7). Enquanto o gene xy/AB ¢
codificador para as enzimas xilose isomerase e xiluloquinase, atuantes na via da xilose
isomerase, os genes yagE e yihG codificam para as enzimas xilonato desidratase e 2- ceto-
3-deoxi xilonato desidratase, responsaveis pela desidratacdo do AX. O silenciamento

desses genes levou a producao de AX (Tabela 3) (LIU et al., 2012).

D-xilose
D-xilose
D-xilulose 'i_X_Jk_‘l‘i, D-4cido xildnico
1: Xilose desidrogenase
5 2 2: Xilonato desidratase
. 3: 2-ceto-3-deoxi xilonato desidratase
D-xilulose-5-fosfato KDX 4: Xilose isomerase
* 5: Xiluloguinase
3

Semialdeido a-cetoglutarato

Figura 7. Esquema das reacdes metaboélicas envolvidas no metabolismo da xilose e na producio de
AX em E. coli geneticamente modificada. Os simbolos X ¢ seta grossa indicam a interrupgdo e expressao

dos genes, respectivamente. (Fonte: Adaptada de Liu et al., 2012)

A Gluconobacter oxydans € naturalmente capaz de oxidar xilose em AX, porém a
producdo desse metabdlico foi aprimorada apds a combinacdo de estratégias de
engenharia genética e de bioprocessos. A superexpressao do gene mGDH, codificador
da enzima glicose desidrogenase ligada a membrana, junto a adogao de uma estratégia de
batelada alimentada com adi¢do controlada de xilose sélida para manter concentragdes
do substrato abaixo de 40 g/L e evitar efeitos adversos associados a altas concentragdes,
permitiu alcancar o maior titulo de AX reportado até o momento na literatura (Tabela 3)

(MAO et al., 2022).

Como a produgdo bacteriana de AX tende a ser reduzida quando hidrolisado
lignocelulosico sdo utilizados como substrato, devido a presenga de compostos
inibitorios, a levedura Saccharomyces cerevisiae, reconhecida por sua tolerancia a esses
inibidores, passou a ser explorada como hospedeira para a producdo de AX (TOIVARI et
al., 2012). Assim, a S. cerevisiae foi a primeira levedura modificada com esse objetivo.
Os genes xy/B e xylC, provenientes de C. crescentus, foram introduzidos, enquanto o gene
endogeno GRE3, codificador de uma aldolase redutase responsavel pela redugdo

indesejada da xilose em xilitol, foi deletado (Tabela 3) (TOIVARI et al., 2012).
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Linhagens recombinantes de Pichia kudriavzevii também foram exploradas para a

producdo de AX. Nesse caso, a expressao do gene xy/B, proveniente de C. crescentus,

permitiu a conversdo da xilose quando a levedura foi cultiva em batelada sob pH 5,5,

resultando em elevadas concentragdes de AX (Tabela 3) (TOIVARI et al., 2013).

Tabela 3. Titulos, rendimentos e produtividades da produ¢do de AX por microrganismos naturais e

recombinantes.
Organismo Modificagio Acido xilonico Rendimento Produtividade Referéncia
genética (g/L) (ax/gx) (g/L.h)
P, sacchari --- 390,00 1,11 6,41 Bondar
etal. 2021
A. niger -—- 10,00 0,80 0,12 Toivari et al.
2012
P, fragi -—- 162,00 1,08 1,40 Buchert
eViikari,
1988a
G. oxydans mGDH 588,70 1,09 8,66 Mao et al.
2022
Z. mobilis xylB- 56,40 1,08 0,99 Herrera et
BXAZMO097 al. 2021
6
C. glutamicum xylB 56,32 1,00 0,93 Sundar et
al. 2020
C. glycerinogenes xylB 42,00 0,84 0,72 Qiao et al.
2021
P, kudriavzevii xylB 171,00 1,00 1,40 Toivari et al.
2013
K. pneumoniae A gad 103,00 1,11 1,30 Wang et al.
2016
K. lactis XYD1 18,90 0,60 0,15 Nygard et
al. 2011
S. cerevisiae xylB 43,00 0,80 0,21 Toivari et
xylC al., 2012

AGRE3
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K. phaffii xylB 37,10 0,96 0,41 Ramos et al.
2021
E. coli xyIB, 39,20 0,98 1,09 Liu et al.
A xylAB, 2012
A yagE
A yihG

1.4. Komagataella phaffii

A levedura Komagataella phaffii ¢ uma levedura hapldide, aerdbica obrigatéria e nao
patogénica, anteriormente denominada Pichia pastoris. Ela é encontrada em exsudatos
de arvores e estd inserida na ordem Saccharomycetales, familia Phaffomycetaceae e
género Komagataella. O género Komagataella foi estabelecido pela primeira vez em
1995, a fim de separar a Pichia pastoris das outras leveduras metilotroficas. Atualmente,
o género compreende sete espécies distintas isoladas de arvores da Europa e América do
Norte, sendo K. phaffii e K. pastoris as mais estudadas (HEISTINGER, GASSER e
MATTANOVICH, 2020).

A morfologia de K. phaffii é caracterizada por colonias esféricas com coloracao
branca, reproducao de forma assexuada por brotamento multilateral e sem apresentacao
de hifas verdadeiras ou pseudo-hifas (KURTZMAN, 2005). Além disso, ¢ considerada
uma levedura metilotrofica, uma vez que € capaz de metabolizar o metanol como fonte
de carbono e energia (HEISTINGER, GASSER e MATTANOVICH, 2020). Utiliza outras
fontes de substrato, como glicerol, glicose e etanol, alcangando rapido crescimento e altas
densidades celulares em condicdes aerdbicas. Apesar de mais lenta, também foi relatado
o crescimento da K. phaffii em xilose. A assimilagdo dessa pentose pela levedura ocorre
a partir da via oxidorredutiva, na qual a xilose ¢ convertida em D-xilulose-5-fosfato, que

entrard na via das pentoses fosfato (HEISTINGER et al., 2022).

K. phaffii é considerada um microrganismo Crabtree negativo (ATA et., 2018). Esse
carater favorece a sua aplicagdo como plataforma para expressio de proteinas
heterdlogas, pois evita a producao de etanol em condi¢des aerdbicas, mesmo em altas
concentragdes de glicose, beneficiando o direcionamento de recursos celulares para a
producdo de proteinas recombinantes de interesse industrial. Por outro lado, essa
caracteristica exige a manuten¢do do nivel de oxigénio dissolvido elevado no cultivo,

sobretudo em altas densidades celulares, o que pode ser oneroso para processos
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industriais. Ainda assim, essa levedura apresenta outras caracteristicas que fazem dela
uma escolha valiosa para o desenvolvimento de bioprocessos: necessidades nutricionais
simples, crescimento celular rapido, constru¢des genéticas estaveis, capacidade de atingir
altas densidades celulares, cumprimento de modificagdes pds-traducionais eucarioticas e
crescimento em pH baixo (~ 3.0) (BARONE et al., 2023; CARNEIRO et al., 2022;
RAMOS et al., 2021).

Reconhecida como uma “levedura biotecnologica”, a K. phaffii tem sido
amplamente utilizada para a producao de proteinas recombinantes e para a biossintese de
metabolitos, considerados compostos quimicos valiosos, a partir de diversos substratos,
incluindo hidrolisados lignoceluldsicos (Figura 8) (CARNEIRO et al., 2022). Essa
levedura consegue se manter ativa em hidrolisado, uma vez que tolera os compostos
inibitérios presentes nesse meio, suportando 6 g/L. de acido acético, caracteristica

relevante no contexto de biorrefinarias (PAES et al., 2021).

Acetato de isobutila

Glicose Metanol Xilose Glicerol
CHZOH
o N OH om0 oH
OH OH HO\)\/OH
OH OH OH oH
OH
o0 e \ ] 2000000 90000000000 0000 1
080000 9000000000000 9000000080000 800 0000090800000 200000
| xilitol | Citrina | Xilitol || isobutanol |
‘ Ischutanol | Malato ‘ Acido xilénico ‘ | Resveratrol |
| 2,3-butanediol ‘ B-alanina | Narigenina |
| Acido sacérico ‘ | Acido latico |
Condroitina ‘ Norcoclaurina ‘

Lovastatina

Acido 3-
hidroxipropiénico

Monacolina J

| Heparina |

Acido hialurénico

Figura 8. Produtos quimicos obtidos por K. phaffii a partir de diversos substratos. (Fonte: Adaptado
de Carneiro et al., 2022)

Nesse contexto, linhagens recombinantes de K. phaffii foram desenvolvidas com
o objetivo de converter xilose em AX, uma vez que essa levedura ndo ¢ naturalmente
capaz de produzir esse composto. Para isso, o gene xyIB, codificador da XDH, foi inserido

e expresso em K. phaffii. Inicialmente, apenas dois genes codificadores de XDH eram
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conhecidos, xy/B de C. crescentus e XYDI de T. reesei. Posteriormente, analises in silico
permitiram a identificacdo de onze novos genes de XDH de origem fungica e bacteriana,

dos quais seis foram expressos em K. phaffii.

Entre as linhagens avaliadas, a cepa recombinante K. phaffii XDH-HL, contendo
o gene xy/B derivado de Halomonas lutea, destacou-se pelo desempenho produtivo, em
termo de concentracao final de AX e rendimento (RAMOS et al., 2021). Em biorreator,
sob condi¢des controladas de pH e oxigénio, essa cepa produziu 37,1 g/ de AX, com
rendimento de 0,96 g/g e produtividade volumétrica de 0,41 g/L.h, utilizando meio
mineral FM22. A produgdo de AX também foi avaliada em hidrolisado de bagago de cana-
de-agticar. Nessa condigdo, os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer, sem
controle de pH e oxigénio, resultando na produgdo de 11,7 g/L de AX, com rendimento

de 0,43 g/g e produtividade volumétrica de 0,16 g/L.h (RAMOS et al., 2021).

Além dessa linhagem, a cepa recombinante K. phaffii XDH-AM, contendo o gene
xylB proveniente de Azospirillum amazonense, também foi descrita, apresentando menor
consumo de xilose ¢ elevada concentragdo residual desse ac¢ticar no meio. Considerando
esses resultados, as linhagens K. phaffii XDH-HL ¢ K. phaffii XDH-AM foram
selecionadas para o presente estudo, visando avaliar diferengas no metabolismo da xilose

e no desempenho na producio de AX.

Esses resultados reforcam o potencial de K. phaffii para processos utilizando
substratos lignoceluldsicos, embora evidenciem a necessidade de ajuste nos parametros
fisico-quimicos em meio sintético, da ampliacdo da producdo de AX em hidrolisado em
biorreatores de bancada e do estabelecimento de estratégias operacionais, como o cultivo

em batelada alimentada, visando maximizar o rendimento e a produtividade do processo.

1.5. Determinaciao de parametros fisico-quimicos para a producio de AX

Embora a levedura K. phaffii seja uma plataforma microbiana promissora para a
producdo de proteinas recombinantes e substancias quimicas, como o AX, sua aplicagdo
ainda ndo apresenta o mesmo grau de consolidacdo observado em microrganismos
amplamente utilizados em processos produtivos, como a E. coli e S. cerevisiae (ORTEGA
et al., 2019). Para que a produgdo de AX ultrapasse o ambiente laboratorial e se torne
viavel em escala industrial, ¢ fundamental que a modifica¢do genética da levedura esteja

acompanhada de estratégias de processo adequadas. Assim, os parametros fisico-
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quimicos devem ser ajustados em fun¢ao das caracteristicas do AX, da cepa desenvolvida
e dos biorreatores empregados, uma vez que o processo ideal se distancia de protocolos

convencionais e varia de acordo com o produto-alvo (CARNEIRO et al., 2022).

O dominio sobre o microrganismo empregado, o processo produtivo e seu
escalonamento € essencial para aprimorar a producdo. Esse conhecimento permite elevar
a formac¢ao do produto em menor tempo € com menor consumo de recursos, contribuindo
para um processo mais eficiente € economicamente vidvel. Nesse contexto, os parametros
cinéticos sdo fundamentais para a avaliagdo do desempenho de um bioprocesso
(CARNEIRO et al., 2022). A abordagem cinética investiga o comportamento dos
principais componentes do processo produtivo — biomassa (X), produto (P) e substrato
(S) — por meio da anélise da variagdo de suas concentragdes ao longo do tempo de cultivo.
Em processos descontinuos, o aumento da concentracdo celular tende a favorecer a
conversao de substrato em produto (SCHMIDELL et al., 2021). Assim, as produtividades
especificas de formagao de produto e de consumo de substrato consistem em critérios
importantes para o delineamento de estratégias que atendam aos objetivos do bioprocesso

(ORTEGA et al., 2019).

A correlagdo entre a produtividade especifica e a velocidade especifica de
crescimento celular (ux) define a “cinética de producdo”, a qual permite avaliar a
eficiéncia do processo e comparar diferentes sistemas produtivos, por se basear em
parametros intensivos e independentes da escala operacional (ORTEGA et al., 2019).
Além disso, indicadores como o rendimento de produto em relagdo ao substrato (Ypix, g
de produto / g de substrato), produtividade volumétrica (r,, em g de produto / L.h), e titulo
final do produto (g de produto / L) sdo priorizados, concomitantemente a busca por meios
de cultivo menos complexos, com vistas a redu¢do de custos e a facilitagdo das etapas de

downstream (PONTE et al., 2018).

O bom desempenho de um processo produtivo estd associado a maximizagao
simultanea da produtividade e do rendimento. Nesse cendrio, destaca-se também a taxa
de crescimento especifica méxima (pmax), @ qual expressa a capacidade méaxima de
consumo de substrato pelo microrganismo (CARNEIRO et al., 2022). A determinagdo
desse pardmetro € relevante nas etapas iniciais do processo, por fornecer informagdes
sobre o desempenho fisiologico da cepa na produgdo do composto de interesse (LOOSER
et al., 2015). Quanto mais proximo pix estiver de pUmax, melhor tende a ser o desempenho

produtivo, indicando adequada adaptagdo do microrganismo ao meio, condi¢do
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observada em ambientes com elevada concentracao inicial de substrato e auséncia de

limitagdes nutricionais (SCHMIDELL et al., 2021; TAYPE, et al., 2020).

Parametros fisico-quimicos exercem influéncia direta sobre a eficiéncia do
processo produtivo, afetando os critérios cinéticos descritos anteriormente. Dentre eles,
destacam-se o pH, a temperatura, a osmolaridade, a composi¢cdo do meio, o oxigénio
dissolvido e o modo de operacio (KARBALAEI, REZAEE e FARSIANI, 2020;
ORTEGA et al., 2019). Embora sejam conhecidas faixas gerais consideradas favoraveis
para K. phaffii (28-30 °C, pH 5-6,5; oxigénio dissolvido entre 20-30% de satura¢do), a
definicdo criteriosa desses pardmetros deve ser ajustada ao produto-alvo e a estratégia de
cultivo, visando ao aprimoramento do desempenho, do rendimento, da produtividade e
do custo-beneficio do processo (CARNEIRO et al., 2022; KARBALAEI, REZAEE e
FARSIANI, 2020; LOOSER et al., 2015).

Nesse contexto, o ajuste criterioso dos parametros fisico-quimicos ¢ fundamental
para a utilizacdo de hidrolisados lignoceluldsicos como substrato, visto que a presenca de
compostos inibitérios nesses meios comprometem o desempenho produtivo e,
consequentemente, reduzir a producdo de AX (CHANDEL et al., 2018; PAES et al.,
2021).

2. Objetivos

2.1.  Objetivo geral

O objetivo deste trabalho ¢ estabelecer parametros fisico-quimicos adequados
para a producdo de AX por linhagem recombinante de K. phaffii em hidrolisado de

biomassa de cana-de-agtcar.

2.2.  Objetivos especificos

e Estabelecer a concentracgao inicial de substrato e pH para a produgdo de AX;

e [Estabelecer a concentracdo inicial de biomassa celular e temperatura para a
producao de AX;

e Estabelecer a oxigenagao para a producao de AX;

e Avaliar a producao de AX por K. phaffii em hidrolisado.
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3. Justificativa

Diante da crescente demanda por processos produtivos mais sustentaveis, alinhados
aos conceitos de biorrefinarias ¢ economia circular, ¢ fundamental a substituicao das
fontes ndo renovaveis finitas e danosas, como o petroleo, por fontes renovaveis,
abundantes e de baixo custo, como a biomassa lignocelulésica. Essa biomassa inclui
residuos e coprodutos agroindustriais, dentre os quais se destacam a palha de trigo, casca
de coco, palha de milho, a madeira e o bagaco de cana-de-agucar, que surgem como
alternativas promissoras para a obtencdo de bioprodutos e compostos quimicos de
interesse industrial. Esses materiais, que antes seriam descartados, passam a ser
valorizados como matéria-prima, integrando os principios dos 3R (reduzir, reutilizar e

reciclar) e gerando um sistema circular de produgao.

A utilizagdo da xilose € interessante nesse contexto, pois esse agucar ¢ considerado o
segundo mais abundante na natureza e esta presente na fracdo hemicelulosica da
lignocelulose, sendo ainda subutilizado. Além disso, constitui um substrato de baixo custo
para a sintese de compostos quimicos de alto valor agregado, com destaque para o AX.
Esse composto apresenta grande potencial de aplicacdo em diversos setores industriais,
cuja producdo por meio da oxidagdo microbiana da xilose esta alinhada aos principios da
economia sustentdvel, ao substituir rotas quimicas convencionais, mais poluentes e

economicamente dispendiosas.

O emprego de linhagens recombinantes de K. phaffii na producao do AX a partir
da conversdo da xilose presente em hidrolisados lignoceluldsicos € relevante devido a
capacidade dessa levedura de se manter ativa em meios complexos. No entanto, a
obten¢do de uma linhagem produtora, por si s0, ndo garante o desempenho do processo
nesses meios, uma vez que a presen¢a de compostos inibitorios torna o desempenho
produtivo dependente das condi¢des de cultivo. O ajuste de parametros fisico-quimicos
que influenciam a cinética, o rendimento e a produtividade do processo em meio sintético
torna-se fundamental para sua posterior aplicagdo em hidrolisado, contribuindo para
reduzir os efeitos negativos desses compostos e melhorar a produgdo de AX. Dessa forma,
este trabalho tem como objetivo estabelecer parametros fisico-quimicos adequados para
a producdo de AX por linhagem recombinante de K. phaffii utilizando hidrolisado de

biomassa de cana-de-agtcar.



4. Materiais e métodos
4.1. Materiais

4.1.1. Linhagem
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Neste trabalho foram utilizadas as linhagens de levedura K. phaffii XDH-HL e K.

phaffii XDH-AM, previamente construidas pelo grupo de pesquisa a partir da inser¢ao

dos genes xy/B, codificadores da enzima xilose desidrogenase (XDH), oriundos de

Halomonas lutea e Azospirillum amazonense, respectivamente.

4.1.2. Meio de cultura

YPD 1x (Yeast Extract — Peptone — Dextrose)

1% (p/v) de Extrato de Levedura

2% (p/v) de Peptona

2% (p/v) de D-glicose

1,5% (p/v) de Agar Bacteriologico, quando solido

Suplementado com zeocina para 100 pg/mL

YNB 10x (Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids)

6,7% (p/v) de Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids (YNB)

Meio mineral FM22

2% (p/v) de D-glicose

4% (p/v) de D-xilose

4,29% (p/v) de Fosfato de Potassio (KH2PO4)

1,43% (p/v) de Sulfato de Potassio (K2SO4)

1,17% (p/v) de Sulfato de Magnésio heptahidratado (MgSOs . 7H,0)

0,5% (p/v) de Sulfato de Amoénio (NH4)2SO4
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0,2% (p/v) de Cloreto de Calcio diidratado (CaCl; . 2H>0)

4,35 mL/L (v/v) de PTM4

4.1.3. Soluc¢des

PTM4

2,2% (p/v) de Sulfato de Ferro heptahidratado (FeSO4 . 7H20)
0,7% (p/v) de Cloreto de Zinco (ZnCly)

0,2% (p/v) de Sulfato de Cobre pentahidratado (CuSO4 . 5H>0)
0,3% (p/v) de Sulfato de Manganés monoidratado (MnSO4 . H>0)
0,05% (p/v) de Sulfato de Calcio diidratado (CaSOs4. 2H>0)
0,05% (p/v) de Cloreto de Cobalto hexahidratado (CoCl> . 6H20)
0,02% (p/v) de Molibdato de Sédio diidratado (NaMoO4. 2H>0)
0,02% (p/v) de Biotina

0,01% (p/v) de Acido Sulfurico (H2SO4)

0,008% (p/v) de lodeto de Sédio (Nal)

0,002% (p/v) de Acido Bérico (H;BO:)

Tampao ftalato de potassio monobasico pH 5.5

5,1% (p/v) de Ftalato de potassio monobasico
1,1% (p/v) de Hidroxido de potéssio (KOH)
Completado com 4gua ultrapura para o volume final de 500 mL

pH ajustado para 5,5 com 1 M KOH

Solucdo Hidréxido de potdssio SM

140,25g de Hidroxido de potassio (KOH)
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Completado com agua ultrapura para o volume final de 500 mL

Solucdo Acido Sulftrico 5M

135,9 mL de Acido sulfiirico (H2SOs4)

Completado com dgua ultrapura para o volume final de 500 mL

4.2. Métodos

4.2.1. Efeito de parametros fisico-quimicos na producio de AX por K.
phaffii: ensaio padrao
Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes parametros fisico-quimicos sobre a
produgdo de AX, foram conduzidos cinco experimentos independentes, nos quais variou-
se: a concentracdo inicial de xilose (20, 40, 80 e 120 g/L), a concentracdo inicial de
biomassa celular (0,5; 1,5; 3,0; 5,0; 10,0 g/L), a temperatura (26, 28, 30 e 32 °C), a faixa
de pH (3,5; 4,5; 5,5 € 6,5) e a pressdo parcial de oxigénio (1, 10 e 20%)).

As linhagens foram cultivadas em dois pré-indculos sequenciais, ambos em meio
YPD 2x, contendo zeocina (100 pg/mL), a 28 °C, por 24 h. O primeiro pré-indculo foi
realizado em tubos conicos 10 mL de meio, seguido da transferéncia para frascos
Erlenmeyer de 100 mL, para o segundo pré-indculo. Posteriormente, as células foram

inoculadas no meio de cultivo de acordo com o delineamento de cada ensaio.

Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40
mL de meio FM22 suplementado com PTM4, glicose (20 g/L) e xilose (40 g/L), com pH
ajustado para 5,5 e tamponado com ftalato de potassio monobasico, exceto nos ensaios
destinados a avaliacdo do pH e da pressdo parcial de oxigénio. Os cultivos foram

incubados a 28 °C, 200 rpm por 96 h.

Para os ensaios de pH e de pressdo parcial de oxigénio, os cultivos foram conduzidos
em biorreatores de bancada, utilizando-se um Infors HT de 3,5 L para os experimentos de

pH e um Multifors de 1 L para os ensaios de oxigenacgao.

Amostras foram coletadas diariamente para o monitoramento do crescimento celular,
do consumo de aclicares e da produgdo de metabolitos realizadas por cromatografia

liquida. O crescimento celular foi determinado por densidade optica (ODsoo), utilizando
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espectrofotometro. A biomassa seca foi determinada ao final do cultivo em 96 h,
centrifugando 10 mL da cultura a 4000 rpm por 15 min. O pellet obtido foi lavado com 5
mL de 4gua destilada, ressuspendido em 2 mL e transferidos para tubos de vidro
previamente pesados. Apos a secagem em estufa a 60 °C por 192 h, os tubos foram
pesados novamente. A diferenca de massa foi utilizada para o calculo da biomassa seca,
a qual foi correlacionada com os valores de ODeso. Em seguida, as variagdes

metodologicas especificas de cada condicao experimental serdo descritas.

4.2.1.1. Efeito de parametros fisico-quimicos na producio de AX por K.

phaffii: concentracio inicial de xilose

A fim de estabelecer o efeito da concentragao inicial de xilose na producao de AX, os
cultivos foram conduzidos conforme o ensaio padrao descrito na Secdo 4.2.1, utilizando
duas linhagens recombinantes de K. phaffii, XDH-HL e XDH-AM. A concentragao inicial
de xilose foi variada entre 20 e 120 g/L, sendo ambas as linhagens inoculadas para uma

ODsoo 1nicial de 6.

4.2.1.2. Efeito de parametros fisico-quimicos na producio de AX por K.
phaffii: pH

Com o intuito de determinar o efeito do pH na producdo de AX, os cultivos foram

conduzidos conforme o ensaio padrdo descrito na Secdo 4.2.1, utilizando a linhagem

recombinante de K. phaffii XDH-HL. A linhagem foi inoculada para uma ODsoo inicial de

4, em 800 mL de meio FM22. Os valores de pH 3,5; 4,5; 5,5 e 6,5 foram mantidos

constantes pela adicdo automatica de KOH 5 M e H>SO4 5 M. O sistema foi mantido sob

agitacao de 250 rpm e um fluxo de ar constante de 0,7 L/min.

4.2.1.3. Efeito de parametros fisico-quimicos na producio de AX por K.

phaffii: temperatura

Para avaliar o efeito da temperatura na produ¢do de AX, os cultivos foram conduzidos
conforme o ensaio padrdo descrito na Se¢do 4.2.1, utilizando a linhagem recombinante
de K. phaffii XDH-HL. A linhagem foi inoculada para uma ODsoo inicial de 6. Os frascos

foram incubados em shakers, nas temperaturas de 26, 28, 30 e 32 °C.
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4.2.1.4. Efeito de parametros fisico-quimicos na producio de AX por K.

phaffii: concentracao inicial de biomassa celular

Para avaliar o efeito da concentracdo inicial de biomassa celular na produgdo de AX,
os cultivos foram conduzidos conforme o ensaio padrdo descrito na Secdo 4.2.1,
utilizando a linhagem recombinante de K. phaffii XDH-HL. A linhagem foi inoculada

para concentragdes iniciais de biomassa de 0,5; 1,5; 3,0; 5,0; 10,0 g/L.

4.2.1.5. Efeito de parametros fisico-quimicos na producio de AX por K.
phaffii: pressao parcial de oxigénio

Com o intuito de determinar o efeito da pressdo parcial de oxigénio na producdo de

AX, os cultivos foram conduzidos conforme o ensaio padrao descrito na Se¢do 4.2.1,

utilizando a linhagem recombinante de K. phaffii XDH-HL. A linhagem foi inoculada

para uma ODsoo inicial de 10, em 300 mL de meio YPD, a 30 °C. Valores constantes de

pO2de 1, 10 e 20% foram mantidos por controle de cascata, em fungdo da agitagao (200

a 500 rpm) e do fluxo de ar (0 a 2 L/min).

4.2.2. Producao de AX por K. phaffii a partir de hidrolisado de biomassa de

cana-de-agucar

A linhagem K. phaffii XDH-HL foi cultivada em dois pré-indculos sequenciais,
conforme descrito na Secdo 4.2.1. Posteriormente, a levedura foi inoculada para uma
ODsoo inicial de 30 em quatro biorreatores de 1 L da Multifors, contendo volume inicial
de 300 mL dos meios: YPD (glicose 20 g/L) suplementado com xilose (40 g/L) em dois
vasos, € YPD (glicose 20 g/L) suplementado com hidrolisado de biomassa de cana-de-
acucar (30%), nos outros dois. Os parametros fisico-quimicos (xilose 40 g/L, glicose 20
g/L, biomassa celular 5 g/L, pO2 10%, pH 5,5 e 30 °C) selecionados nas etapas anteriores
foram aplicados, com o objetivo de mitigar os efeitos toxicos do hidrolisado, melhorando

rendimento e produtividade do processo.

Apos 24 h, com o consumo total da glicose, foi iniciada uma alimentagdo, em que
quatro vasos foram alimentados com 600 mL de hidrolisado (100%). A alimentacao durou
24 h, finalizado ap6s 48 h do inicio do experimento, com fluxo de 25 mL/h. O pH 5,5 foi
mantido constante pela adi¢cdo automéatica de KOH 5 M. O pO; foi mantido a 10%, por
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controle de cascata, em fungdo da agitacao (200 a 800 rpm) e do fluxo de ar (0,5 a 1
L/min). O cultivo continuou por mais 72 h, contabilizando 120 h de experimento, apos a
finalizagdo da alimentagdo. Amostras foram coletadas diariamente para quantifica¢do dos

metabolitos por cromatografia liquida.

O hidrolisado 100% apresentava concentragdes iniciais de glicose (6,90 g/L), xilose
(66 g/L), acido acético (12,34 g/L), glicerol (0,40 g/L), etanol (0,27 g/L), furfural (1,18
g/L) e hidroximetilfurfural - HMF (0,41 g/L). O hidrolisado foi obtido por explosao a
vapor, seguida de hidrolise acida da fracao rica de hemicelulose, visando a quebra dos

oligossacarideos (MORAIS JUNIOR et al., 2018).

4.2.3. Quantificacdo de metabdlitos por cromatografia liquida

As quantificagdes de AX, xilose e glicose foram feitas por cromatografia liquida
empregando-se um Ultra-high Performance Liquid Chromatography (UHPLC) (Waters,
AcQuity UPLC H-Classe PDA), equipado com uma coluna ACQUITY Premier BEH
Amide (1,7 pm, 2,1 mm X 150 mm) a 50 °C. A taxa de fluxo da fase moével foi de 0,3
mL/min, com elui¢do gradiente de fase A 70% (CHsCH 80% + CH;COONH4 10 mM +
NH. OH 0,2%) e fase B 30% (CHsCH 40% + CHsCOONH.4 10 mM + NH. OH 0,2%), no
tempo de corrida de 11 minutos. O volume de inje¢do foi de 0,5 pL.. O detector usado na
quantificagdo foi o Espalhamento de Luz Evaporativo (ELS), de modo que foi
configurado com gain a 200, a pressao do gas a 35 psi, Drift tube a 40 °C e o modo do

nebulizador como cooling.

Outros compostos, incluindo xilitol, acido acético, furfural, etanol e HMF, também
foram quantificados por cromatografia liquida, porém utilizando um High-performance
Liquid chromatography (HPLC) (Waters, AcQuity UPLC H-Class RID), com a coluna
Aminex HPX-87H a 45 °C. O detector aplicado foi o Indice de Refragdo (RID) e o
Detector de Arranjo de Fotodiodos (PDA). A fase mdvel era composta por acido sulftrico
SmM, com taxa de fluxo de 0,6 mL/min. O volume de inje¢ao das amostras foi de 10 pL
e tempo de corrida de 60 minutos. Os tempos de retencdo dos metabolitos analisados

estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Coluna e detector utilizados e tempos de retengdo dos metabolitos quantificados.

Composto Coluna Detector Tempo de retencio
empregada aproximado (min)

Xilose BEH Amide ELSD 2.1

Glicose BEH Amide ELSD 3.0

Acido xilénico BEH Amide ELSD 3.4

Glicerol HPX 87H RID 13.9

Acido acético HPX 87H RID 15.1

Xilitol HPX 87H RID 17.7

Etanol HPX 87H RID 20.5

HMF HPX 87H PDA 34.5

Furfural HPX 87H PDA 514

4.2.4. Determinacio dos parametros cinéticos em processos produtivos

Os parametros cinéticos foram determinados ao longo do tempo para os diferentes
parametros fisico-quimicos avaliados, com o objetivo de identificar as condigdes mais
favoraveis a producdo de AX. Os célculos correspondentes a cada parametro sio
apresentados a seguir e foram fundamentados nas metodologias descritas na literatura
(ASLAN et al., 2024; DETCHOMPHOO et al., 2025; SCHMIDELL et al., 2021;
SCHULER E KARGI, 2002).

Rendimento produto sob substrato

Yors = 55,
Yrss = Rendimento de produto em fung¢do de substrato consumido (g/g)
P = Concentragao de produto (g/L)
Py = Concentragdo de produto no tempo zero (g/L)
S = Concentragdo de substrato (g/L)

So = Concentracao de substrato no tempo zero (g/L)



Produtividade volumétrica

1p = Produtividade volumétrica do produto (g/L.h)
P = Concentracgao de produto (g/L)

t = Tempo (h)

Produtividade especifica

qp =

~ | ™o
ST

gp = Produtividade especifica do produto (g/g.h)
P = Concentragao de produto (g/L)
X = Concentracao de biomassa celular (g/L)

t =Tempo (h)

Taxa de consumo de substrato

~+ | W

ds

gs = Taxa de consumo de xilose (g/L.h)
S = Concentrag¢do de xilose consumida (g/L)

t = Tempo (h)

Taxa especifica de crescimento celular

In(X) = pt+1In (X,)
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1 = Taxa especifica de crescimento celular (h!)
X = Concentracao de biomassa celular (g/L)
Xo= Concentracao de biomassa celular no tempo zero (g/L)

t = Tempo (h)

5. Resultados e Discussoes

5.1.  Efeito da concentracio inicial de xilose na producio de AX

Para avaliar o efeito da concentragdo inicial de xilose na producdo de AX pelas
linhagens K. phaffii XDH-AM e K. phaffii XDH-HL, os cultivos foram realizados em
meio mineral FM22, suplementado com 20, 40, 80 e 120 g/L de xilose. Como a glicose ¢
o principal substrato para crescimento celular, sua concentracdo inicial foi mantida
constante em todos os ensaios. Nas primeiras 24 h de cultivo, ambas as linhagens
apresentaram maiores concentracoes de biomassa celular nos meios contendo menores
concentragdes de xilose (20 e 40 g/L). Entretanto, a partir de 48 h, o crescimento das

linhagens atinge valores similares em todas as condi¢des avaliadas (Figuras 9, 10, 11 e
12).
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Figura 9. Perfil de consumo de substratos e formacio de produtos das linhagens K. phaffii XDH-HL

e XDH-AM em 20 g/L de xilose. Perfis cinéticos de consumo de glicose (alaranjado) e xilose (verde), e
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produgdo de biomassa celular (roxo) e AX (azul), da linhagem XDH-HL (A) e XDH-AM (B) no meio
mineral FM22 contendo glicose 20 g/L e xilose 20 g/L.
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Figura 10. Perfil de consumo de substratos e formacio de produtos das linhagens K. phaffii XDH-HL
e XDH-AM em 40 g/L de xilose. Perfis cinéticos de consumo de glicose (alaranjado) e xilose (verde), e
producdo de biomassa celular (roxo) e AX (azul), da linhagem XDH-HL (C) e XDH-AM (D) no meio
mineral FM22 contendo glicose 20 g/L e xilose 40 g/L.

m
m

3 o

320 320

o 18 80 18 80
8 o

Qo Q

0 14 60_ ol4 60 _
© - @ -
@12 3 nl2 3
£ 10 o £10 0
8 403 o 403
m 8 g2 8 k %
S 6 S 6

S 4/ 20§ 4 20
5 2f o 2f

3 0 0 T o0 0
g 24 48 72 % < 24 48 72 96

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 11. Perfil de consumo de substratos e formacio de produtos das linhagens K. phaffii XDH-HL
e XDH-AM em 80 g/L de xilose. Perfis cinéticos de consumo de glicose (alaranjado) e xilose (verde), e
producdo de biomassa celular (roxo) e AX (azul), da linhagem XDH-HL (E) ¢ XDH-AM (F) no meio
mineral FM22 contendo glicose 20 g/L e xilose 80 g/L.



38

T
I

o o
320 320
2187 120 318 120
2 S 16

16
5 100 3 100
o 14 o l4 R
© -l -
812 80 3812 80 s
£ 10 o g 10 0
8 60 3o 60 2
@ 8 g8 8 =
g 6 40 8 6 40
< <
© 41 S 4
g F 20 & 20
s 2 s 2f
3 0 0o %o 0
< 24 48 72 9 < 24 48 72 9%

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 12. Perfil de consumo de substratos e formacio de produtos das linhagens K. phaffii XDH-HL
e XDH-AM em 120 g/L de xilose. Perfis cinéticos de consumo de glicose (alaranjado) e xilose (verde), e
produgdo de biomassa celular (roxo) e AX (azul), da linhagem XDH-HL (G) e XDH-AM (H) no meio
mineral FM22 contendo glicose 20 g/L e xilose 120 g/L.

Nas primeiras 24 h de cultivo, o crescimento celular esteve predominantemente
associado ao consumo da glicose, enquanto a xilose permaneceu praticamente inalterada
nesse periodo (Figura 9, 10, 11 e 12). Em fun¢do da mesma concentracao inicial de glicose
em todos os ensaios, a similaridade observada nas concentracdes finais de biomassa pode
ser atribuida a limitagdo desse substrato. Nos meios contendo 20 e 40 g/L de xilose, a
glicose foi completamente consumida em 24 h (Figura 9 e 10), ao passo que, nas
concentragoes de 80 e 120 g/L, seu consumo ocorreu de forma mais lenta, prolongando a

fase de crescimento e retardando a entrada na fase estacionaria (Figura 11 e 12).

Apbs 96 h de cultivo, observou-se aumento no consumo de xilose com o aumento
da concentragdo inicial do substrato. Em 120 g/L, as taxas de consumo foram 1,4 ¢ 1,6
vezes superiores as observadas em 20 g/L para as linhagens XDH-HL e XDH-AM,
respectivamente (Tabela 5). Entretanto, as concentracdes finais de AX permaneceram
semelhantes entre as quatro condi¢des avaliadas (Tabela 5), resultando na reducdo do
rendimento de conversao da xilose em AX com o aumento da concentracdo inicial do

substrato (Tabela 5).

Em 40 g/L de xilose inicial, a linhagem XDH-HL atingiu rendimento de 1,08 g/g,
préximo ao maximo teodrico de 1,11 g AX/g xilose (RAMOS et al., 2021), enquanto a

linhagem XDH-AM exibiu rendimento de 0,55 g/g na mesma condi¢do. Em todas as
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concentragdes avaliadas, a linhagem XDH-AM apresentou taxas de consumo de xilose
superiores as da XDH-HL, contudo, a XDH-HL demonstrou maior conversdo do

substrato consumido em AX, evidenciando maior efici€éncia metabolica (Tabela 5).

Tabela 5. Consumo de xilose e desempenho do cultivo de K. phaffii XDH-HL e K. phaffii XDH-AM no
meio mineral FM22, suplementado com xilose 20, 40 80 e 120 g/L ap6s 96 h.

Condi¢io  Linhagem Xilose Xilose qs Acido Yaxix
avaliada de K. phaffii inicial consumida (@/L.h) xilonico (g/g)
(g/L) (g/L) (g/L)
20 g/L XDH-HL 18,93 £0,7 4,91 £0,61 0,05+0,01 4,47+0,49 0,91 £ 0,08

XDH-AM 18,01 £ 0,54 10,77 +1,22  0,11+£0,01  6,15+0,62 0,57 + 0,04

40 g/L XDH-HL 4134+ 1,16 4,88 +0,40 0,05+0,00 5,28+0,49 1,08 £0,01
XDH-AM 41,72 £0,73 11,04 £0,15 0,11+0,00  6,06+0,30 0,55+ 0,03

80 g/L XDH-HL 77,43 +1,43 6,73 +2,19 0,07+0,02 5,16+0,32 0,82 +0,24
XDH-AM 81,34 £ 1,15 13,87 £ 1,51 0,14+0,02 6,08+0,52 0,44 +0,07

120 g/L XDH-HL 124,05 +5,67  6,87+1,02 0,07+0,01  5,25+0,33 0,78 +0,14
XDH-AM 121,68+ 1,25 17,60 +5.41 0,18+0,06 5,89+0,41 0,29+ 0,11

Esses resultados indicam que concentragdes iniciais mais elevadas de xilose nao
resultam em aumento proporcional da formagao de AX, sugerindo o desvio do substrato
para a formacao de outros compostos, como o xilitol. Em cepas selvagens de K. phaffii
X-33, aassimila¢do de xilose ocorre pela via oxidorredutiva, na qual a xilose € convertida
em xilitol e posteriormente em D-xilulose-5-fosfato, intermediario da via das pentoses
fosfato (HEISTINGER et al., 2022). Dessa forma, em altas concentragdes iniciais de
xilose (80 e 120 g/L), parte do substrato pode ser direcionado para essa rota, reduzindo o

rendimento de AX.

Além disso, o consumo de xilose ocorreu apos a metabolizacdo da glicose por
ambas as linhagens nas quatro condigdes avaliadas. Esse comportamento esté relacionado
a repressao catabodlica de carbono (RCC), que favorece o consumo prioritario de glicose

em detrimento da xilose (JAGTAP ¢ RAO, 2018; WANG et al., 2022). Em menores
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concentracgdes iniciais de xilose (20 e 40 g/L), a glicose foi consumida nas primeiras 24
h de cultivo. Por outro lado, em concentracdes mais elevadas (80 e 120 g/L), esse
consumo foi mais lento e ndo ocorreu nas primeiras 24 h. Em K. phaffii, o sistema de
transporte de acucares ainda nao ¢ completamente elucidado. Estudos relatam a presenga
de transportadores de glicose com alta afinidade (VILLEGAS et al., 2023), enquanto
transportadores especificos para xilose ainda ndo foram caracterizados. De modo geral,
em leveduras, os agucares sdo internalizados por transportadores de hexoses, que
apresentam maior afinidade por glicose do que por xilose. Como consequéncia, ocorre
competi¢ao entre esses acucares pelo sistema de transporte, resultando no consumo

preferencial de glicose (QIAO et al., 2021).

De modo geral, a linhagem XDH-HL apresentou maior eficiéncia de conversao da
xilose em AX, enquanto a linhagem XDH-AM destacou-se pelo maior consumo do
substrato. Considerando que o rendimento ¢ um pardmetro-chave para a eficiéncia do
processo (PONTE et al., 2018), a linhagem K. phaffii XDH-HL foi selecionada para as
etapas subsequentes, bem como a concentracdo de 40 g/L de xilose, por apresentar

elevada eficiéncia de conversdo e potencial reducao de custos operacionais.

5.2.  Efeito do pH na producio de AX

A fim de avaliar o efeito do pH na producdo de AX por K. phaffii XDH-HL, a
linhagem foi cultivada em meio mineral FM22, contendo glicose 20 g/L e xilose 40 g/L.
O pH da cultura foi mantido constante a 3,5, 4,5, 5,5 ¢ 6,5 por adi¢do de KOH 5 M e
H>SO4 5 M. O perfil de crescimento celular foi semelhante entre os pH de 3.5, 4,5 ¢ 5,5.
Embora, o pH 6,5 apresente valores médios aparentemente superiores, os elevados
desvios padrdes, como observado em 72 h (16,10 £ 7,99 g/L), impedem a confirmacgao

dessa tendéncia (Figura 13).
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Figura 13. Perfil de consumo de substratos e formacio de produtos da linhagem K. phaffii XDH-HL
em diferentes pH. Perfis cinéticos de consumo de glicose (alaranjado) e xilose (verde), e produgdo de
biomassa celular (roxo) e AX (azul), da linhagem XDH-HL no meio mineral FM22 com glicose 20 g/L e
xilose 40 g/L, sob pH 3,5 (A), 4,5 (B), 5,5 (C) ¢ 6,5 (D).

K. phaffii destaca-se por sua capacidade de crescimento em ampla faixa de pH (3-7)
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005). O crescimento observado em pH 3,5, semelhante
ao de 4,5 e 5,5, confirma sua elevada tolerdncia a ambientes acidos (Figura 13).
Entretanto, o intervalo usualmente empregado em cultivos ¢ entre 5,0 e 6,5, sendo a
escolha do pH dependente da proteina recombinante ou metabolito de interesse

(CARNEIRO et al., 2022).

O consumo de xilose foi fortemente influenciado pelo pH do meio. A taxa de consumo

de xilose pela levedura foi 2,6 vezes maior em pH 5,5 do que em pH 3,5 (Tabela 6). Como
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consequéncia, a producao de AX também foi negativamente afetada em pH mais acido.
Em pH 5,5, os valores de concentragdo final de AX, produtividade volumétrica e
rendimento foram, respectivamente, 4,3, 4,7 e 1,5 vezes superiores aos obtidos em pH 3,5

(Tabela 6).

Tabela 6. Consumo de xilose ¢ parametros de desempenho do cultivo de K. phaffii XDH-HL sob diferentes
pH apos 120 h.

Condicio Xilose Xilose Acido Ip Qs Y axix
avaliada Inicial consumida xilonico (g/L.h) (g/L.h) (g/g)
(g/L) (g/L) (g/L)
pH 3,5 4434 + 1,87 16,91 + 1,47 8,25+0,21 0,06 + 0,01 0,12 +£0,01 0,59 + 0,03
pH 4,5 44,86 + 4,40 16,30 £ 7,39 1239+476  0,10+0,04 0,14 + 0,06 0,77 £ 0,06
pH 5.5 40,95+0,66 38,78 £0,84 3581+0,25 0,28+0,04 0,32 +£0,01 0,92 + 0,03
pH 6,5 4091+533 36,95+3,04 3820+249 0,32+0,02 0,31 £ 0,03 1,02 £ 0,03

A redug@o no consumo de xilose e produgdo de AX em pH mais baixos pode ser
atribuida ao aumento da demanda energética para manuten¢ao da homeostase intracelular.
Em condig¢des éacidas, o gradiente de protons entre o meio e o citosol ¢ intensificado,
exigindo maior gasto energético para a regulacdo do pH citoplasmatico (TOIVARI et al.,
2012; TRICHEZ et al., 2022). O AX ¢ um &cido fraco, com pKa de 3,56 para a primeira
desprotonacdo (HUANG et al., 2017). Em pH inferior a esse valor, o0 AX encontra-se
predominantemente na forma nao dissociada, favorecendo sua difusdo pela membrana
plasmatica e promovendo acidificagdo intracelular apds dissociagdo no citosol, o que

compromete o metabolismo celular (GUO e OLSSON, 2016).

Os pH 5,5 e 6,5 resultaram em produgdes semelhantes de AX, ndo sendo
observado ganho adicional de desempenho produtivo em pH 6,5. Considerando que
cultivos em pH mais elevado requerem maior consumo de base para manutencdo do pH
ao longo do processo, a elevagdo para 6,5 implica aumento de custo operacional. Dessa
forma, o pH 5,5 representa a condi¢ao mais adequada, conciliando desempenho produtivo

e viabilidade econdmica, sendo selecionado para as etapas subsequentes.
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5.3. Efeito da temperatura na producio de AX

No intuito de avaliar a influéncia da temperatura na producdo de AX pela linhagem
K. phaffii XDH-HL, a levedura foi cultivada em meio mineral FM22, contendo glicose
20 g/L e xilose 40 g/L, sob temperaturas de 26, 28, 30 e 32 °C. Nas primeiras 72 h de
cultivo, o crescimento celular foi maior a 26 °C e 28 °C, em comparagao a 30 °C e 32 °C.
Ao final de 96 h, entretanto, as concentracdes de biomassa se aproximaram entre todas as

condi¢des avaliadas (Figura 14).
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Figura 14. Perfil de consumo de substratos e formacio de produtos da linhagem K. phaffii XDH-HL
em diferentes temperaturas. Perfis cinéticos de consumo de glicose (alaranjado) e xilose (verde), e
produgdo de biomassa celular (roxo) e AX (azul), da linhagem XDH-HL no meio mineral FM22 com

glicose 20 g/L e xilose 40 g/L, sob 26 °C (A), 28 °C (B), 30 °C (C) e 32 °C (D).
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Por outro lado, o consumo de xilose e sintese de AX foram favorecidas em
temperaturas mais elevadas. Os valores de taxa de consumo de xilose e concentragao final

de AX em 30 °C foram 1,7 e 1,3 vezes superiores aos obtidos a 28 °C, respectivamente

(Tabela 7).

Tabela 7. Consumo de xilose ¢ parametros de desempenho do cultivo de K. phaffii XDH-HL sob diferentes

temperaturas de cultivo ap6s 96 h.

Condiciio Xilose Xilose Acido Qs

Avaliada inicial (g/L) consumida (g/L) xilonico (g/L) (g/L.h)
26 °C 37,66 £ 0,50 10,73 £ 0,88 6,22 £ 0,57 0,10£0,01
28 °C 42,39+ 0,32 8,31£0,33 6,50 £ 0,02 0,09 + 0,00
30°C 37,42 £ 0,90 14,26 +0,79 8,34 +0,22 0,15+0,01
32°C 37,02+ 1,13 15,33 £2,01 8,45+ 1,35 0,14 £ 0,03

A temperatura € um fator critico no ajuste de processos produtivos, uma vez que
influencia tanto no crescimento quanto a produg¢do de metabolitos (KARBALAEI,
REZAEE e FARSIANI, 2020). Para K. phaffii, a faixa ideal situa-se entre 28 e 30 °C,
enquanto valores acima de 32 °C podem comprometer a expressao de proteinas e causar
morte celular (KARBALAEI REZAEE e FARSIANI, 2020; TAYPE et al., 2020). Nesse
contexto, a menor biomassa observada a 32 °C pode estar associada a exposi¢cdo da
levedura a condigdo térmicas que ultrapassa a faixa térmica ideal. Resultados semelhantes
foram descritos na literatura (SEVERINSEN et a., 2024). O maior crescimento celular de
K. phaffii recombinante a 28 °C foi observado, enquanto maiores produgdes de acido
itaconico ocorreram a 30 e 32 °C, indicando que temperaturas elevadas favorecem a

biossintese de acidos organicos (SEVERINSEN et a., 2024).

Com base nesses resultados, verificou-se que a producao de AX e a taxa de consumo
de xilose foram favorecidas em 30 e 32 °C, enquanto maiores concentracdes de biomassa

foram observadas em 26 e 28 °C. Considerando que o crescimento celular em K. phaffii
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¢ majoritariamente sustentado pelo consumo de glicose, € que a produgdo de AX estad
associada a oxidag¢do da xilose, a temperatura de 30 °C foi selecionada para a continuidade
dos experimentos, por proporcionar maior consumo de xilose e produgdo de AX,

mantendo crescimento celular adequado.

5.4. Efeito da concentracio inicial de biomassa celular na producio de AX

O efeito da concentragdo inicial de biomassa celular na producdo de AX pela
linhagem K. phaffii XDH-HL foi avaliado por meio da inoculacdo da levedura em
concentragdes iniciais de 0,5, 1,5, 3,0, 5,0 ¢ 10,0 g/L, em meio mineral FM22

suplementada com glicose 20 g/L e xilose 40 g/L.

Em todas as condic¢des avaliadas, o crescimento celular ocorreu predominantemente
nas primeiras 24 h de cultivo, periodo correspondente a fase exponencial, durante o qual
houve répido consumo da glicose disponivel no meio (Figura 15 e 16) (AN et al., 2022;
LV et al., 2017). Apos esse periodo, observou-se estabilizagao da biomassa, indicando a
entrada na fase estaciondria em decorréncia da limitacdo nutricional causada pelo
esgotamento desse substrato (AN et al., 2022; RAAD et al., 2021). A excecao foi o cultivo
iniciado com 0,5 g/L, no qual a presenca de glicose residual prolongou o crescimento até
72 h, retardando o consumo de xilose e, consequentemente, a producdo de AX (Figura
15). Em contraste, o cultivo iniciado com 5,0 g/L apresentou conversdo mais rapida da

xilose em AX, mantendo valores superiores ao longo de todo o processo (Figura 16).
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Figura 15. Perfil de consumo de substratos e formacao de produtos da linhagem K. phaffii XDH-HL

inoculada em concentracdes iniciais de 0,5 e 1,5 g/L. Perfis cinéticos de consumo de glicose (alaranjado)
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e xilose (verde), e produgdo de biomassa celular (roxo) e AX (azul), da linhagem XDH-HL no meio mineral

FM22 com glicose 20 g/L e xilose 40 g/L, inoculada em 0,5 (A), 1,5 g/L (B).
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Figura 16. Perfil de consumo de substratos e formacio de produtos da linhagem K. phaffii XDH-HL
inoculada em concentragoes iniciais de 3,0, 5,0 e 10,0 g/L. Perfis cinéticos de consumo de glicose
(alaranjado) e xilose (verde), e produg@o de biomassa celular (roxo) e AX (azul), da linhagem XDH-HL no
meio mineral FM22 com glicose 20 g/L e xilose 40 g/L, inoculada em 3,0 (C), 5,0 (D), 10,0 g/L (E).

Em 96 h de cultivo, a condicao iniciada com 5,0 g/L apresentou taxa de consumo
de xilose e concentragdo final de AX 3,4 e 2,3 vezes superiores, respectivamente, as
observadas no cultivo iniciado com 0,5 g/L (Tabela 8). Por outro lado, o aumento para
10,0 g/L resultou em reducdo de 1,4 e 1,5 vezes nas taxas de consumo de xilose e
concentragdo final de AX, respectivamente, em comparagao a condicdo de 5,0 g/L (Tabela
8). Esse comportamento ¢ refletido nos valores de produtividade volumétricas, sendo a
condicdo de 5,0 g/l que apresentou melhor desempenho dentre as concentracdes

avaliadas (Tabela 8).
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Tabela 8. Consumo de xilose e pardmetros de desempenho do cultivo de K. phaffii XDH-HL sob diferentes

concentragdes iniciais de biomassa celular apos 96 h.

Condicao Xilose Xilose Acido rp qs Biomassa
Avaliada inicial consumida xilénico (g/L.h) (g/L.h) celular (g/L)
(g/L) (g/L) (g/L)
0,5 g/L 44,11 £ 1,54 4,25+ 0,40 4,40 £ 0,11 0,05 £ 0,00 0,05 +0,01 8,38+0,83
1,5 g/L 42,39 +£0,32 8,31 £0,32 6,50 £ 0,02 0,07 £ 0,00 0,10 £0,01 9,11 £0,29
3,0 g/L 42264092 11,23+£0,58 8,07 £0,37 0,08 = 0,00 0,14 +£0,01 10,70 £ 0,33
5,0 g/LL 42,67+£0,53 14,65+0,82  10,05+0,37 0,10 £ 0,01 0,17 £0,02 13,15+0,84
10,0 g/LL 41,08 £ 0,32 9,30 £ 0,98 6,84 £ 0,34 0,07 £ 0,00 0,12 +£0,03 14,40 £ 0,83

O incremento da concentracdo inicial de biomassa de 0,5 para 5,0 g/L resultou em
melhor desempenho produtivo, provavelmente devido ao maior nimero de células
metabolicamente ativas, até o limiar em que transferéncia de oxigénio passa a se tornar
limitante (10,0 g/L). Em cultivos com alta concentragdo celular, o aumento da demanda
por oxigénio dissolvido pode levar a limitagdo de sua transferéncia para o meio liquido,
influenciando negativamente o desempenho metabdlico da levedura (BRABANDER et

al., 2023; TAYPE et al., 2020).

A transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase liquida ¢ um fator critico
em cultivos de K. phaffii, uma vez que se trata de uma levedura aerobica, cujo
metabolismo e desempenho produtivo dependem da disponibilidade desse elemento
(CARNEIRO et al., 2022; CREGG, CEREGHINO e HIGGINS, 2000; SCHMIDELL,
2021). Assim, concentragdes celulares elevadas podem comprometer o fornecimento
adequado de oxigénio, limitando a atividade metabolica e, consequentemente, a produgdo
de metabolicos de interesse. Apesar dessas limitagdes, estudos indicam que o aumento
da concentracdo inicial de biomassa pode elevar a produtividade volumétrica em
processos produtivos, como observado neste estudo até a concentragdo de 5,0 g/L (GUO

e OLSSON, 2016; WEI et al., 2009).
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Assim, o cultivo iniciado com concentracdo de biomassa celular de 5,0 g/L
apresentou o melhor desempenho, aliando maior produg¢do de AX, maior eficiéncia de
consumo de xilose e produtividade volumétrica. Esses resultados, em conjunto com dados
da literatura, sustentam a escolha dessa condigdo como a mais adequada para o
estabelecimento do processo produtivo de AX pela K. phaffii recombinante, sendo

selecionada para as etapas subsequentes.

5.5. Efeito da pressao parcial de oxigénio na produciao de AX

Para avaliar a influéncia da oxigenagao na producdo de AX, K. phaffii XDH-HL foi
cultivada em meio YPD (glicose 20 g/L), suplementado com xilose 40 g/L, sob pressdes
parciais de oxigénio (pO2) de 1, 10 e 20%. Os cultivos conduzidos sob maiores niveis de
oxigenacao (10 e 20%) apresentaram maior formacao de biomassa celular ao longo do
tempo (Figura 17), consequentemente resultando em maiores taxas especificas de
crescimento celular, enquanto a limitagdo de oxigénio (1%) levou a um crescimento

reduzido (Figura 17).
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Figura 17. Perfil de crescimento celular e taxas especificas de crescimento da linhagem K. phaffii
XDH-HL sob diferentes pO:. Perfis cinéticos de crescimento celular (A) e taxas especificas (B) da
linhagem XDH-HL no meio YPD (glicose 20 g/L), suplementado com xilose (40 g/L), sob pO, 1% (azul
claro), 10% (verde escuro) e 20% (vermelho). As taxas especificas de crescimento celular sdo os

coeficientes angulares das regressoes lineares, durante a fase exponencial (0 — 8 h).
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Em relagdo ao consumo e a producao de metabolitos, a configuragdo em cascata
nos valores maximos de agitacdo e aeragcdo promoveram elevada entrada de ar nos vasos,
resultando em arraste do meio de cultivo ao longo do experimento, e consequentemente,
na concentragdo aparente de seus componentes. Para determinar as concentragoes reais,
os valores obtidos por cromatografia liquida foram corrigidos considerando o efeito do
arraste. A linha tracejada representa os valores medidos experimentalmente, enquanto a
linha continua corresponde aos valores corrigidos (Figura 18). Dessa forma, os perfis
cinéticos de consumos e produgdes foram determinados a partir das concentragdes

corrigidas dos metabolitos (Figura 19).
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Figura 18. Perfil de consumo de substratos e formac¢iao de produtos da linhagem K. phaffii XDH-HL
a partir de dados medidos experimentalmente e corrigidos considerando a evaporacio. Perfis
cinéticos de consumo de xilose e produgido de AX, da linhagem XDH-HL no meio YPD (glicose 20 g/L),
suplementado com xilose 40 g/L, sob pO, 1% (azul claro), 10% (verde escuro), 20% (vermelho). Linhas

tracejadas indicam valores experimentais e linhas continuas valores corrigidos pelo efeito do arraste.
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Figura 19. Perfil de consumo de substratos e formacio de produtos da linhagem K. phaffii XDH-HL

sob diferentes pO:. Perfis cinéticos de consumo de glicose (alaranjado) e xilose (verde), e produgdo de
biomassa celular (roxo), AX (azul) e etanol (preto), da linhagem XDH-HL no meio YPD (glicose 20 g/L),
suplementado com xilose 40 g/L, sob pO2 1% (A), 10% (B), 20% (C).

A produgdo de AX teve inicio apos o consumo completo da glicose, ocorrido nas

primeiras 8 h de cultivo. Ao final de 96 h, o AX atingiu concentragdes semelhantes entre

as trés condigdes avaliadas (Figura 19), enquanto a xilose foi totalmente consumida em

todos os ensaios (Figura 19). Em contrapartida, sob maiores niveis de oxigenagdo (10 e

20%), o consumo de xilose ocorreu de forma mais rapida, levando a maiores taxas de

consumo e produtividades volumétricas em 48 h de cultivo (Tabela 9).
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Tabela 9. Consumo de xilose e pardmetros de desempenho do cultivo de K. phaffii XDH-HL sob diferentes

niveis de oxigenagdo apds 48 h.

Condicao Xilose Xilose Acido Ip qs Yaxx
Avaliada inicial (g/L) consumida xilénico (g/L) (g/L.h) (@/L.h) (g/g)
(g/L)
1% 42,00 + 0,81 27,93 £0,26 14,75+ 1,70 0,31 £0,04 0,58 + 0,01 0,53 £ 0,07
10% 40,67 +4,12 36,74 £ 1,01 23,42 £4,19 0,49 £ 0,09 0,77 £ 0,04 0,64 £ 0,15
20% 40,32 + 3,88 35,81 +£0,43 22,96 + 3,52 0,48 £0,28 0,75 £ 0,02 0,64 £ 0,11

A reducdo do crescimento celular sob condi¢des de baixa oxigenacao ja foi descrita
para K. phaffii (BAUMANN et al., 2010; KOSTOPOULOU et al., 2025). A limitacao de
oxigénio impacta o metabolismo central da levedura, reduzindo a capacidade respiratoria
de geracdo de ATP e promovendo a transicio do metabolismo respiratorio para um

metabolismo fermentativo (BAUMANN et al., 2010).

Uma das consequéncias dessa adaptacdo metabdlica ¢ a formagdo de subprodutos
fermentativos (GAMISANS et al.,, 2020; GASSET et al., 2022). Nesse contexto,
observou-se maior formacao de etanol na condicao de pO: de 1% em comparacdo as
demais condic¢des avaliadas (Figura 19). Nessa condi¢ao, o etanol permaneceu detectavel
até 48 h de cultivo, possivelmente devido ao arraste promovido pelo controle em cascata,
associado ao fluxo de ar utilizado para manter o pO: constante (STARINSKAYA et al.,
2021; TSACHAKI et al., 2008).

Em contraste, sob maiores niveis de oxigenagdo (10 e 20%), o etanol foi detectado
apenas nas primeiras horas de cultivo. Nesse periodo, a elevada taxa respiratoria da
levedura na presenga de glicose dificultou a manutencdo do pO: constante, resultando
temporariamente em condi¢des limitantes de oxigénio e favorecendo a formacgao de
etanol. Apds o consumo da glicose, o etanol deixou de ser observado, em decorréncia da
estabilizacdo do controle em cascata e do arraste pelo fluxo de ar (STARINSKAYA et al.,
2021; TSACHAKI et al., 2008).

O consumo de xilose mais rapido em elevada oxigenacdo (10 e 20%), e

consequentemente, maiores taxas de consumo e produtividades volumétricas em 48 h de
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cultivo, ¢ explicado pela carateristica da K. phaffii em ser uma levedura aerdbica
obrigatdria. Ela depende de oxigénio para sobrevivéncia e crescimento. O oxigénio
funciona como aceptor final de elétrons na cadeia transportadora de elétrons, liberando
energia para as células e regenerando os cofatores, como o NAD", essencial para a
oxidagdo da xilose em AX (SCHMIDELL, 2021; VALDEHUESA et al., 2018). Portanto,
a oxigena¢do do meio, assim como a transferéncia e dissolugao deste elemento, da fase
gasosa para a fase liquida, ¢ fundamental para o bom desempenho do processo

(CARNEIRO et al., 2022; SCHMIDELL, 2021).

A elevagdo do pO: influenciou diretamente o desempenho produtivo de AX. Aos 48
h de cultivo, a condi¢do de pO2 apresentou os melhores resultados, com maiores valores
de concentracdo de AX, produtividade volumétrica, taxa de consumo de xilose e
rendimento quando comparada a baixa oxigenacao (1%). O aumento do pO: para 20%
ndo resultou em ganhos adicionais em relacdo a 10%, além de tornar o processo
operacional mais complexo, em fun¢do do maior arraste do meio. Dessa forma, o pO> de
10% representa a condicdo mais adequada para a produc¢do de AX pela K. phaffii

recombinante, sendo escolhida para a etapa seguinte.

O desempenho produtivo da linhagem K. phaffii XDH-HL, em cultivo em batelada
por até 24 h, em meio sintético, foi comparado aos experimentos anteriores conduzidos
neste estudo, no mesmo periodo. Essa comparagdo teve como objetivo evidenciar os
avangos obtidos ap0s a aplica¢dao conjunta dos pardmetros fisico-quimicos selecionados.
A aplicagdo simultanea desses pardmetros ocorreu na fase inicial de batelada (0 — 24 h)

do cultivo em batelada alimentada, cujo experimento ¢ descrito no proximo tdpico (Tabela

10).

Tabela 10. Desempenho produtivo da linhagem K. phaffii XDH-HL em cultivo em batelada em meio

sintético sob aplicagdo dos pardmetros fisico-quimicos selecionados apds 24 h.

Condicio Acido r, qp Y axx
xilonico (g/L
/L) (g/L.h) (g/g.h) ®/2)
40 g/LL 3,96 £ 0,06 0,17 £0,03 0,02 £0,00 0,83 £0,02
pHS,S 4,06 £1,19 0,17 £0,05 0,02 £0,01 0,78 £ 0,30

Sg/L 6,92 +£0,20 0,29 £ 0,01 0,02 + 0,00 0,62 + 0,01
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30°C 5,62 0,09 0,23 £0,00 0,03 +0,00 0,83 £ 0,06
p0210% 10,82 £ 0,09 0,45+0,08 0,04 £0,01 0,45 £0,06
Aplicacgio 20,12 +0,17 0,84 £ 0,01 0,08 £ 0,01 0,61 £0,01

simultinea dos

pariametros

A aplicagao simultdnea dos parametros fisico-quimicos estabelecidos resultou em
diminui¢do do rendimento e aumento da concentracdo de AX, da produtividade
volumétrica e da produtividade especifica do processo (Tabela 10). A concentragdo de AX
foi 1,9 vezes superior a obtida no experimento de avaliagdo da oxigenacao, enquanto as
produtividades volumétrica e especifica foram 1,9 e 2,0 vezes maiores, respectivamente.
Com base nesses resultados, a estratégia de cultivo foi posteriormente avaliada em
batelada alimentada, visando a aplicagdo do processo em hidrolisado de biomassa de

cana-de-agucar.

5.6. Producao de AX por K. phaffii a partir de hidrolisado de biomassa de cana-

de-acucar

Para a avaliagdo do desempenho de K. phaffii XDH-HL em hidrolisado, a levedura
foi cultivada em meio YPD (glicose 20 g/L) suplementado com xilose 40 g/L. ou
hidrolisado de biomassa de cana-de-agucar (30% v/v), sob os parametros fisico-quimicos
previamente selecionados. Embora a biomassa celular inicial planejada tenha sido de 5

g/L, os cultivos foram inoculados com 7,5 g/L (Figura 20).

Durante a fase de batelada (0 - 24 h), o crescimento celular foi menor no meio
contendo hidrolisado que em meio sintético (Figura 20). Na fase de alimentacdo (24 — 48
h), observou-se redugdo da concentracdo de biomassa em ambos os cultivos, devido ao
efeito de diluigao decorrente do aumento do volume do meio durante essa etapa. Apds o
término da alimentagdo (48 h), com a estabilizagdo do volume do cultivo, observou-se
aumento na concentra¢ao de biomassa, indicando que, durante a fase de alimentagdo, o
crescimento celular ocorreu a uma taxa inferior a taxa de dilui¢do imposta pela estratégia

de cultivo (Figura 20).
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Em relagdo a produgao de AX, observou-se maior acumulo do produto quando a
levedura foi cultivada em meio sintético. A reduc¢ao da concentragdo de AX ap0s o inicio
da alimentacdo (24 h) estd associada ao efeito de diluicdo decorrente do aumento do
volume do meio durante essa etapa. A concentragao de AX diminuiu de 20,1 para 13,4
g/L no meio sintético e de 6,3 para 4,9 g/l no meio contendo hidrolisado ao final da
alimentagdo (Figura 20). Esses valores refletem o fator de dilui¢do volumétrica de trés
vezes, resultante do aumento do volume do cultivo de 300 mL para 900 mL durante a
alimentacdo, indicando que a producdo de AX nessa fase foi praticamente nula,

especialmente no cultivo contendo hidrolisado (Figura 20).
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Figura 20. Perfil de consumo de substratos e formacio de produtos da linhagem K. phaffii XDH-HL
em meio sintético e hidrolisado. Perfis cinéticos de consumo de glicose (alaranjado) e xilose (verde),
producdo de biomassa celular (roxo) e AX (azul), e concentragdo de acido acético (marrom) da linhagem

XDH-HL em meio contendo hidrolisado de biomassa de cana-de-agucar 30% v/v (A) e em meio sintético
(B).

O consumo total de xilose e os rendimentos do processo foram determinados a
partir de balango de massa, considerando as quantidades totais de substrato consumido ao
longo do cultivo. A producdo de AX apresentou rendimento mais elevado e proximo do
maximo tedrico quando conduzida em meio contendo hidrolisado (Tabela 11). Por outro
lado, a maior concentracdo final de AX e produtividade volumétrica foram observados

em meio sintético (Tabela 11).
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Tabela 11. Balango de substratos e parametros de desempenho do cultivo de K. phaffii XDH-HL em

batelada alimentada, em meio sintético e meio contendo hidrolisado, apds 120 h.

Condicao Glicose total Xilose total Xilose Acido Ip Yaxx
adicionada adicionada consumida xilénico (g/L.h) (g/g)
(® (® (® (g/L)

YP contendo 6,14 £ 0,36 49,27 +0,98 4,17 £0,57 5,56 £0,35 0,05 + 0,00 1,02 £ 0,05
hidrolisado

YP meio 5,29 £0,57 53,86 +0,35 14,13 +397 1492+143 0,12£0,01 0,76 £ 0,16

sintético

Os valores de produtividade e concentracao final de AX em meio sintético foram
2,4 e 2,7 vezes superiores em relacdo aos obtidos em meio contendo hidrolisado,
respectivamente. Isso porque meios sintéticos definem o potencial maximo da levedura
em condi¢des Otimas, ou seja, fora de condi¢des inibitorias (HUANG et al., 2019;
SMITH, RENSBURG e GORGENS, 2014). O hidrolisado lignoceluldsico contém
compostos inibidores que afetam o crescimento celular e desempenho produtivo (CANO
et al., 2020; GUO et al.,, 2022; HUANG et al.,, 2021). Consequentemente, altas
produtividades observadas em meios sintéticos sdo impactadas quando ocorre

transferéncia para esses substratos (CANO et al., 2020; GUO et al., 2022).

A presenca de xilose residual ao final do cultivo da K. phaffii XDH-HL em meio
contendo hidrolisado a 30% j& foi reportado em estudo publicado na literatura. A
metabolizacdo incompleta da xilose tem sido associada a presengca de compostos
inibitorios, especialmente o acido acético, cuja concentracdo de 4,14 = 0,02 g/L
apresentou potencial para reduzir o consumo de agucar (ALMEIDA et al., 2025). Além
disso, os valores de produtividade volumétrica e concentracao final de AX obtidos neste
estudo foram inferiores aos previamente relatados para cultivos em hidrolisado a 30%, a
partir da mesma linhagem, nos quais foram observados valores de 0,10 g/L.h e 8,80 g/L,
respectivamente. Em contrapartida, o rendimento obtido neste trabalho (1,02 g/g) foi
superior ao valor anteriormente reportado (0,84 g/g), indicando maior eficiéncia de

conversao da xilose em produto (ALMEIDA et al., 2025).

A fase de batelada (0 — 24 h) apresentou maior eficiéncia na conversao de xilose
em AX em comparagdo a fase de batelada alimentada. Durante a alimentacdo, a taxa de

entrada de substrato excedeu a capacidade metabdlica da levedura para consumo e
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oxidagdo da xilose, resultando em produgdo praticamente nula do produto. Esse
comportamento € consistente com o descrito na literatura para processos em batelada
alimentada, nos quais a alimentagdo superior a capacidade metabdlica compromete a
eficiéncia do processo (HUNG et al., 2023; JOHNSSON et al., 2013; STEIMANN et al.,
2024). Esse efeito foi intensificado pela entrada progressiva de compostos inibitorios do
hidrolisado, limitando ainda mais a atividade metabdlica da linhagem. Assim, a estratégia
de batelada alimentada adotada (alimentagdao de 600 mL em 24 h a fluxo constante de 25
mL/h), mostrou-se inadequada para maximizar a producdo do acido nesse sistema,

especialmente quando hidrolisados lignoceluldsicos sdo utilizados como substrato.

Para superar esses desafios, estratégias de desenvolvimento de bioprocessos podem
ser exploradas em estudos futuros. A constru¢do de modelos cinéticos e de fluxo
metabolico permitem descrever o comportamento de um processo produtivo, estabelecer
relagdes entre crescimento celular, consumo de substrato e formacdo do produto, bem
como identificar possiveis gargalos metabolicos (HEINONEN et al., 2019; XIA et al.,
2015). A partir do estabelecimento desses modelos, estratégias de alimentacao podem ser
implementadas em processos de batelada alimentada (HILLER et al., 2025; PARADA,
PETTERSEN e BAR, 2019), de modo que a taxa de alimentagdo nao exceda a capacidade
de consumo de xilose pela levedura, contribuindo para a reducao da xilose residual no

meio e para a menor exposi¢ao celular a compostos toxicos presentes no hidrolisado.

Portanto, os parametros fisico-quimicos previamente estabelecidos em meio sintético
foram aplicados ao cultivo em hidrolisado de biomassa de cana-de-agticar como substrato
para a produ¢do de AX pela linhagem K. phaffii XDH-HL. Nessas condi¢des, o processo
apresentou rendimento superior ao valor reportado na literatura. Esse resultado indica
que, embora o processo produtivo em hidrolisado ainda apresente limitagdes quanto a
produtividade volumétrica e ao acumulo do produto, ha potencial para aprimoramento do
desempenho, visando a consolidacdo de uma rota sustentavel para a produgdo de AX por

linhagens recombinantes.
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6. Conclusao

Em conclusdo, este trabalho estabeleceu os pardmetros fisico-quimicos que
favorecem a producdo de AX por linhagens recombinantes de K. phaffii, sendo eles:
concentragdo inicial de xilose de 40 g/L, pH 5,5, temperatura de 30 °C, concentragdo
inicial de biomassa celular de 5 g/L e pO2 de 10%. A aplicagdo simultanea dessas
condig¢des resultou em aumento da concentracao de AX, da produtividade volumétrica e

da produtividade especifica.

Além disso, a producao de AX a partir de hidrolisado de biomassa de cana-de-agucar
foi avaliada em cultivo em batelada alimentada, utilizando as condi¢des previamente
estabelecidas em meio sintético. Embora os valores de produtividade volumétrica e
concentracgao final de AX tenham sido inferiores aos relatados na literatura, o rendimento
obtido foi superior e proximo ao maximo tedrico, indicando elevada eficiéncia na

conversao do substrato em produto.

Dessa forma, os resultados demonstram que a definicdo criteriosa dos pardmetros
fisico-quimicos representa um passo importante para a aplicagdo do processo em
hidrolisados lignoceluldsicos. Apesar das limitagdes ainda observadas, relacionadas a
produtividade e ao acumulo do produto, o estudo evidencia o potencial de aprimoramento
do processo por meio de estratégias de desenvolvimento de bioprocessos, contribuindo
para o avanco de rotas sustentaveis para a produ¢do de 4cido xilonico por linhagens

recombinantes.
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