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RESUMO

O caju (Anacardium occidentale L.) € uma fruta nativa da América tropical, cujo processamento
para obtenc¢do da castanha gera um desperdicio de cerca de 90 % de pedunculos, os quais sdo
descartados como subproduto agricola. Tendo em vista a rica composi¢cdo nutricional, o
pedlnculo do caju pode ser utilizado como substrato para a producao de biomoléculas, como o
2-feniletanol (2-FE), por exemplo. O 2-FE é um composto aromatico que possui um odor
caracteristico de rosas e pode ser utilizado como aditivo nas industrias de alimentos, cosméticos
e perfumarias. Esse aroma pode ser produzido a partir de extratos naturais de rosas e por sintese
quimica, no entanto, essas duas rotas de producao trazem problemas quanto ao custo de extracdo
e quanto aos subprodutos toxicos formados pela sintese quimica. Devido a esses obstaculos, a
via biotecnologica para a producdo de 2-FE vem sendo estudada pela comunidade cientifica e
tem se mostrado uma rota promissora. A bioconversdo do 2-FE é fortemente influenciada pelas
condigdes de operagéo, principalmente pela suplementacdo do meio com L-fenilalanina (L-Phe)
e pela composicao do meio de cultivo. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar
a biossintese de 2-FE por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 utilizando o suco de caju
extraido dos pedunculos. Neste trabalho, o suco de caju in natura na concentragao de 131 + 5,7
g.L ! de glicose + frutose, e duas concentra¢des do suco diluido de 106 + 1,2 g.L e 74 + 2,8
g.Lt, foram avaliadas para producdo de 2-FE. Foi também realizado um estudo de batelada
alimentada com adi¢do de 50 g.L"! de glicose em 12; 24 e 48 horas. Os melhores resultados
ocorreram quando o cultivo foi conduzido utilizando o suco in natura (131 + 5,7 g.L de glicose
+ frutose), no qual foi possivel obter uma maxima producio de 0,84 g.L'! de 2-FE, rendimento
do produto (#7s) de 0,0066 g.g™! e uma produtividade volumétrica de (Qp) 0,0116 g.L1.h"!. No
estudo de batelada alimentada, a produgdo de 2-FE foi de 0,86 g.L!, a qual ndo apresentou
diferenga significativa em relagdo ao estudo anterior. Em seguida, utilizando o suco in natura,
foi realizado um estudo sobre o efeito da suplementacdo com diferentes concentracdes de L-
Phe (1,0; 3,0; 4,0 e 10,0 g.L1). Nesta fase do estudo, os resultados foram semelhantes para as
concentragdes de 3,0; 4,0 e 10,0 gL' de L-Phe no meio, nio apresentando diferencas
significativas na producdo do metabolito (p>0,05). Diante dos resultados, a concentracdo de
acucares no suco de caju demonstrou ser importante na producdo de 2-FE, assim como a
concentracao inicial de L-Phe. Os resultados mostram que o suco de caju ¢ um meio de cultivo,

nao convencional, apropriado para a bioprodugdo de 2-FE por K. marxianus ATCC 36907.

Palavras-chave: Composto aromatico. Bioprocesso. Leveduras. Caju.



ABSTRACT

Cashew (4Anacardium occidentale L.) is a native fruit from tropical America, which processing
to obtain the cashew apple nuts produces a waste of about 90 % of the cashew apple, which is
discarded as an agricultural byproduct. Considering the rich nutritional composition, the cashew
apple can be used as a substrate for the production of biomolecules, such as 2-phenylethanol
(2-PE). 2-PE is an aromatic compound that has a characteristic rose odor and can be used as an
additive in the food, cosmetics and perfumery industries. This aroma can be obtained by natural
extracts from roses and by chemical synthesis, however, these two production routes bring
problems as extraction cost and the toxic by-products formed by the chemical synthesis. Due
to these obstacles, biotechnology pathway for 2-PE production has been studied by the scientific
community and has shown a promising route. The bioconversion of 2-PE is strongly influenced
by the operating conditions, mainly by the supplementation of the medium with L-
phenylalanine (L-Phe) and the composition of the culture medium. In this context, the aim of
this study is to evaluate the biosynthesis of 2-PE by Kluyveromyces marxianus ATCC 36907
using cashew apple juice as a substrate. In this work, fresh cashew apple juice at the
concentration of 131 +5.7 g.L"! of glucose + fructose, and two diluted concentrations of cashew
apple juice of 106 £ 1.2 g. L't and 74 + 2.8 g.L"! were evaluated for 2-PE production. It was also
carried out a fed-batch study with the addition of 50 g.L! of glucose in 12; 24 and 48 hours.
The best results occurred when the culture was conducted using fresh cashew apple juice (131
+ 5.7 g.L'! of glucose and fructose), with a maximum 2-PE production of 0.84 g.L"!, product
yield (Ypss) of 0,0066 g.g”! and productivity of (Op) 0,0116 g.L'!.h!. In the fed-batch study, the
2-PE production was 0.86 g.L"!, which did not a present significant difference in relation to the
previous study. Furthermore, the effect of supplementation with different L-Phe concentrations
(1.0; 3.0; 4.0 and 10.0 g.L!) was evaluated using fresh cashew apple juice. In this study stage,
the results were similar for 3.0; 4.0 and 10.0 g.L"! of L-Phe concentration in the medium,
showing no significant differences in the metabolite production (p>0.05). Considering these
results, sugar concentration in the cashew apple juice was shown to be important in 2-PE
production, as well as the initial concentration of the precursor L-Phe. Finally, these results
show that cashew juice is an unconventional culture medium suitable for the bioproduction of

2-FE by K. marxianus ATCC 36907.

Keywords: Aromatic compound. Bioprocess. Yeasts. Cashew apple.
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1 INTRODUCAO

Os aromas s3o compostos que atribuem caracteristicas sensoriais a diversos
produtos da industria de alimentos, de cosméticos e perfumes. Além de conferir aroma, esses
compostos também podem ser utilizados como emolientes, surfactantes, antioxidantes na
formulagdo de produtos farmacéuticos, como shampoos e cremes antienvelhecimento (GUPTA;
PRAKASH; GUPTA, 2015; SA et al., 2017).

Esses compostos aromaticos podem ser produzidos por sintese quimica, a partir da
extracao de plantas superiores, bem como podem ser produzidos por meio de micro-organismos
durante processos de fermentagdo (TYLEWICZ; INCHINGOLO; RODRIGUEZ-ESTRADA,
2017).

Dentre os aromas produzidos por processo microbioldgico, como a vanilina,
cumarina, pirazina, o 2-feniletanol (2-FE) apresenta um grande interesse industrial (XU; HUA;
MA, 2007). O 2-FE ¢ um alcool aromatico que apresenta um odor caracteristico de rosas e
representa uma das substincias volateis mais significativas comercialmente (MEI; MIN; LU,
2009). Esse composto pode ser utilizado como aditivo na induastria de alimentos, cosméticos e
perfumaria (GUPTA; PRAKASH; GUPTA, 2015).

A produgéo natural de 2-FE ocorre a partir da extracdo do 6leo essencial de flores,
mas principalmente de rosas. Porém, os rendimentos ndo sdo favoraveis e ndo justificam o
elevado custo de extracdo (ETSCHMANN; SELL; SCHRADER, 2004; OLIVEIRA, 2010). No
mercado mundial, a maior parte do 2-FE ¢ sintetizado quimicamente por meio de reagdes
cataliticas que utilizam compostos toxicos e poluentes, e sua pureza nem sempre é elevada
(MEI;, MIN; LU, 2009). Apesar disso, a sintese quimica apresenta vantagens no custo de
producdo sendo 250 vezes menos onerosa que a producdo natural (ETSCHMANN; SELL;
SCHRADER, 2004).

Tendo em vista essas questdes, a producdo do 2-FE por vias biotecnologicas tem se
mostrado um processo alternativo e promissor, € € uma forma de minimizar os custos, uma vez
que a producéo de 2-FE por extracdo natural tem um valor em torno de US$ 1000 / kg (XU;
HUA; MA, 2007).

A sintese de 2-FE por métodos microbioldgicos pode ocorrer a partir de duas rotas
independentes, sendo uma delas a sintese de novo, utilizando a via do xikimato, porém a
producao por essa via ¢ geralmente muito baixa. A outra via utilizada para a producao de 2-FE
¢ a via de Ehrlich, que em condigdes aerdbicas ¢ mais eficiente quando o aminoacido L-

fenilalanina ¢ adicionado ao meio de cultivo e, portanto, mais atraente industrialmente. Nessa
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rota, os micro-organismos sdo capazes de metabolizar a L-fenilalanina pela transaminagao do
aminoacido a fenilpiruvato, seguida da descarboxilacdo em fenilacetaldeido e a reducao em 2-
FE (ETSCHMANN et al., 2002).

Algumas espécies de fungos ja demonstraram ter potencial para a produgao de 2-
FE, como Geotrichum penicillatum, Phellinus ignarius, P. laevigatus e P. tremulae
(ETSCHMANN et al., 2002), mas as leveduras sdo mais conhecidas pelo seu papel na produgao
desse aroma. Algumas espécies de leveduras como Kluyveromyces marxianus,
Zygosaccharomyces rouxii, Saccharomyces cerevisiae, Pichia fermentans sao capazes de
produzir quantidades relevantes 2-FE, dependendo da composi¢ao do meio e das condi¢des do
cultivo (ANGELOV; GOTCHEVA, 2012).

Dentre as leveduras produtoras de 2-FE, a cepa K. marxianus apresenta um bom
desempenho para a elaboracdo desse composto, pois € uma cepa reconhecida como segura, ou
seja, nao patogénica (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1985). Essa levedura mostra
uma capacidade de metabolizar um amplo espectro de substratos, possui um efeito Crabtree-
negativo, que ¢ uma vantagem, pois implica na reduzida producdo de etanol em condigdes
aerdbias, diminuindo assim a inibi¢do do crescimento do micro-organismo e consequentemente
ndo interferindo na producdo de 2-FE (FONSECA et al., 2008). Diante disso, varios estudos
foram realizados utilizando a cepa K. marxianus para a produgdo de 2-FE (ETSCHMANN;
SELL; SCHRADER, 2003; GARAVAGLIA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2013b; GUNESER
et al., 2016; CONDE-BAEZ et al., 2017; PALITOT, 2017).

Apesar da producao de 2-FE por bioprocesso representar uma alternativa para evitar
os problemas causados na producdo quimica, ainda sdo apresentados baixos rendimentos,
provavelmente pelas condigdes operacionais que influenciam na produgdo de 2-FE. Essas
condi¢des de processo, como a temperatura, pH do meio, agita¢do, aeracdo, a fonte carbono
utilizada, tém sido avaliadas para aumentar a producgdo de 2-FE, além da extragdo do produto
in situ para evitar o efeito inibitorio sobre o micro-organismo. A remocao do produto pode
ocorrer por métodos de adsor¢do, extracdo de duas fases, imobilizagdo de solvente e
pervaporacdo organofilica, cuja aplicagdo depende principalmente da natureza do produto
(PEREZ, 2001; ETSCHMANN; SELL; SCHRADER, 2004; FLAGFELDT et al., 2009; HUA;
XU, 2011).

Os custos dos processos biotecnoldgicos dependem dos pregos dos substratos,
reagentes, equipamentos e purificagdo do produto final. Para minimizar os custos da produgao,
fontes alternativas de carbono devem ser testadas. Uma diversidade de matérias-primas

oriundas da agroindustria pode ser utilizada como fonte de carbono para o desenvolvimento de
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tecnologias de bioprocessos. Em resumo, essas matérias-primas sdo agrupadas em funcdo de
sua estrutura e complexidade molecular, por exemplo, algumas encontram-se na sua forma
polimérica e é necessario hidrolisar para que o agente bioldgico possa utiliza-las (JUNIOR;
BON; FERRARA, 2008).

De fato, € oportuno utilizar subprodutos remanescentes da agroinddstria como fonte
de carbono para sintese de metabdlitos, visando minimizar os custos de produgao, bem como o
aproveitamento desses subprodutos para adigdo de valor. Além disso, a produgdo
microbioldgica ndo constitui uma fonte importante de poluicdo e, consequentemente ¢
preferivel para superar os problemas ambientais decorrentes de métodos quimicos (SINGH et
al.,2017).

O caju (Anacardium occidentale L.) ¢ uma cultura agricola economicamente
disponivel em muitos paises. O caju é composto pela améndoa da castanha que representa o
real fruto e pelo pedunculo denominado pseudofruto, o qual representa 90 % do caju em termos
de massa. A castanha do caju ¢ o principal produto explorado e o pedinculo ainda ¢ pouco
aproveitado, o qual representa cerca de 10 a 15 toneladas de subproduto agricola para cada
tonelada de castanha de caju produzida (DAS; ARORA, 2017). Apenas 12 % do total dos
pedunculos obtidos, a partir da extragdo da castanha, pode ser consumido fresco ou processado
em outros produtos (KAPRASOB et al., 2017). O suco extraido a partir do pedunculo € rico em
acUcares redutores, vitaminas, minerais € aminoacidos (SILVEIRA et al., 2012).

O desenvolvimento de diversos estudos utilizando o pedinculo de caju como
matéria-prima tem sido alvo nos ultimos anos do Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Processos Biotecnologicos (GPBio). Por exemplo, na producdo de etanol de segunda geragao
(ROCHA et al., 2011; COSTA et al., 2015; BARROS et al., 2017), produgao de xilitol (ROCHA
et al., 2014; ALBUQUERQUE et al., 2015), biossurfactante (ROCHA et al., 2006; ROCHA,
2007) e mais recentemente a producdo de 2-FE a partir do suco de caju (PALITOT, 2017).

Embora a produgao de 2-FE utilizando meio de cultura convencional tenha sido
amplamente estudada, poucas sdo as pesquisas sobre a producdo desse aroma em diferentes
fontes renovaveis de carbono (ETSCHMANN; SELL; SCHRADER, 2003; GARAVAGLIA et
al.,2007; OLIVEIRA et al., 2013b; GUNESER et al., 2016).

Nesse contexto, os objetivos deste trabalho visam avaliar a biossintese de 2-FE por
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 utilizando o suco de caju em diferentes concentragdes
dos agucares redutores (glicose e frutose), bem como estudar o efeito das concentragdes de L-
fenilalanina no meio de producdo. Além disso, analisar a biossintese de 2-FE em batelada

alimentada e calcular a massa de 2-FE arrastada pela corrente de gés, com o objetivo de
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aumentar o rendimento da produgdo. Para isso, os principais parametros cinéticos e de

conversao foram avaliados para identificar as melhores condigdes para a produgdo de 2-FE.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Compostos Aromaticos

Os compostos aromaticos se apresentam como uma das principais caracteristicas
sensoriais dos alimentos, os quais afetam a preferéncia e aceitacdo do consumidor. Tais
compostos podem estar naturalmente presentes em certos alimentos por consequéncia de
processos fisioldgicos e/ou enzimaticos, ou podem ser formados por micro-organismos durante
processos de fermentacdo de produtos lacteos, bebidas alcodlicas e produtos de panificacio
(TYLEWICZ; INCHINGOLO; RODRIGUEZ-ESTRADA, 2017). Os aromas também podem
ser produzidos por sintese quimica ou por extragdo de plantas superiores (GUPTA; PRAKASH;
GUPTA, 2015).

Os compostos aromaticos sdo moléculas organicas presentes em fase fluida,
caracterizadas por apresentar baixo peso molecular (< 400 Da), alta volatilidade e capacidade
de interacdo com receptores olfativos. As principais classes desses compostos sdo; os alcodis,
aldeidos, cetonas, ésteres, terpenos e lactonas (BUZZINI et al., 2005; TYLEWICZ;
INCHINGOLO; RODRIGUEZ-ESTRADA, 2017). Esses compostos apresentam propriedades
emolientes, surfactantes, antioxidantes e podem ser empregados como aditivos no
aprimoramento sensorial de alimentos e bebidas, ou na formulacio de cosméticos, detergentes
e produtos farmacéuticos (GUPTA; PRAKASH; GUPTA, 2015). Algumas classes desses
compostos aromaticos sao apresentadas na Tabela 1.

Os primeiros processos de obtencao de aromas eram realizados a partir da extracao
de fontes naturais (biomassa vegetal) e por meio de fermentagdo, e esses métodos foram os
unicos realizados por muitos séculos. Com o desenvolvimento da quimica organica e com a
melhoria do conhecimento analitico, iniciou-se a produgdo de aromas por sintese quimica, de
modo que a cumarina (1868) e a vanilina (1874) foram os primeiros compostos sintéticos de
fragrancias produzidos (SERRA; FUGANTI; BRENNA, 2005).

Com o progresso da produg¢do sintética de aromas, o mercado anual teve um forte
avango, € no ano de 2015 a produgéo foi avaliada em torno de US$ 26,0 bilhdes. Estima-se que
esse mercado apresente um aumento para US$ 37,0 bilhdes até 2021, com uma taxa de

crescimento de 6,4% ao ano (MARTfNEZ etal.,2017;SA etal., 2017).
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Tabela 1 - Compostos aromaticos agrupados por classes quimicas.

Classes
P Compostos
Quimicas
acetona, 2-butanona, 2-pentanona, 3-pentanona, 2-hexanona, 2-heptanona,
Cetonas 2-octanona, 2-nonanona, 2-undecanona, 2-tridecanona, acetofenona, 2,3-

butanodiona, 2,3-pentandiona, 3-hidroxi-2-butanona, 3-metil-2-butanona, 4-

metil-2-pentanona, 2,5-dimetil-4-hidroxi-3 (2H)-furanona.

acetaldeido, propanal, butanal, pentanal, hexanal, isohexanal, heptanal,
Aldeidos octanal, nonanal, decanal, 2-metilpropanal, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal,
propenal, 2-hexenal, (Z)-4-heptenal, (Z)-2-nonenal, (E)-2-nonenal, (E, E) -
2,4-nonadienal.
acetato de metila, acetato de etila, acetato de 3-octila, acetato de pentila,

Esteres acetato de feniletila, acetato de 2-metil-1-butila, acetato de 3-metil-1-butila,
etanol, feniletanol, 2-feniletanol, 2-metilpropanol, 2-butanol, isobutanol,
Alcosis 2-metilbutanol, 3-metilbutanol, 2-etilbutanol, 1,2-butanodiol, 2,3-

butanodiol, 1-pentanol, 1-hexanol, 2-heptanol, 2-octanol, 1-nonanol, 2-

nonanol, 1-octen-3-ol, (Z)-1,5-octadien-3-ol.

a-Pineno, pB-pineno, limoneno, carvonas, carveolos, dihidrocarvonas,
Terpenos  dihidrocarveois, perilaldeido, 4alcool perilico, a-metil-cinamaldeido,

myrtenal, geraniol, nerol.
Fonte: Adaptado de Forti et al. (2018).

Na sintese quimica dos aromas as quantidades produzidas sdo mais elevadas e de
forma menos onerosa, mas esse substituto do natural geralmente ndo apresenta a mesma
qualidade. Além disso, atualmente, os consumidores apresentam uma preferéncia por produtos
naturais e isso incentivou uma parte crescente das comunidades cientificas a desenvolver novos
processos para produzir essas moléculas aromatizantes (MARTINEZ et al., 2017).

Na producdao de aroma por extracdo direta de materiais botanicos, o custo €
dispendioso e esta sujeito a alguns problemas, como o lento crescimento dos tecidos vegetais,
a baixa concentra¢do dos compostos desejados, a influéncia das condigdes climaticas e doencas
nas plantas. Portanto, esses compostos extraidos a partir de fontes naturais podem nao satisfazer
o mercado e por isso fontes alternativas sdo necessarias (XU; HUA; MA, 2007).

Uma via de substitui¢cdo do processo por sintese quimica ¢ a producdo do aroma a
partir da biossintese microbiana ou bioconversao de nutrientes, como aglicares € aminoacidos.
Os compostos de aroma sdo resultantes, principalmente, do metabolismo secundario dos micro-
organismos durante o bioprocesso (MARTINEZ et al., 2017). A biossintese de aromas durante
a fermentagao garante uma producao com qualidade, a qual independe das condi¢des climaticas

ou fatores ambientais (GUPTA; PRAKASH; GUPTA, 2015).
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2.2 Producio de aromas por métodos microbioldgicos
2.2.1 Compostos primdrios e secunddrios

A sintese microbiana esta se tornando um processo que cada vez mais substitui os
processos de sintese quimica. Os produtos do metabolismo microbiano incluem vitaminas,
aminoacidos, acidos organicos, metabolitos importantes para agricultura, enzimas, agentes
aromatizantes, corantes e produtos farmacéuticos (DEMAIN, 2007).

Conforme as células microbianas crescem durante o cultivo, elas quebram fontes
complexas de carbono por meio de enzimas catabdlicas, e os produtos finais do catabolismo
sdo agrupados para formar intermedidrios primarios. Os compostos e enzimas do metabolismo
primario desempenham papeis fisioldgicos durante a fase exponencial do micro-organismo, ou
seja, esses compostos sdo produzidos associados ao crescimento (DREW; DEMAIN, 1977)

Certos micro-organismos possuem genes responsaveis para a producdo de
metabolitos secundarios, além dos necessarios para o crescimento. Sob estresse metabolico,
quando a taxa de crescimento diminui, os intermedidrios primarios podem induzir vias para
formar metabolitos secundarios (DREW; DEMAIN, 1977). A diversidade estrutural dos
metabolitos secundarios € estabelecida por conversdes de moléculas precursoras adicionadas
ao meio de cultivo e, as vezes, por condensagdo com outros intermediarios derivados de rotas
metabolicas centrais. A introducdo de oxigénio, nitrogénio, cloro ou enxofre, € mudancas no
nivel de oxidag@o também podem alterar o tipo de metabolito produzido (MALIK, 1980).

Geralmente esses compostos secundarios sdo resultados da desintoxicacdo que as
células desenvolvem por lidar com condicdes desfavoraveis ao ambiente de cultivo, por
exemplo, alta concentragdo de nutrientes ou outros metabolitos (SERRANO-CARREON,
2003).

Os metabolitos secundarios sdo compostos que se formam moderadamente durante
o crescimento logaritmico, mas que tem melhor produgdo na fase estacionaria € ndo estdao
diretamente associados ao crescimento, desenvolvimento e replicacdo do micro-organismo

(DEMAIN, 1999).

2.2.2 Métodos microbiologicos

Os métodos microbiologicos utilizados na sintese de aromas podem ser divididos
em sintese de novo e biotransformacao. Na sintese de novo a produgdo do aroma ocorre a partir

da metabolizacdo de meios de culturas simples, enquanto na biotransformacdo o micro-
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organismo selecionado deve ser cultivado sob condi¢des que beneficiem a producdo do aroma
pretendido, ou seja, ¢ necessario adicionar um precursor para a biossintese da molécula. (BEN

AKACHA; GARGOURI, 2015). A Figura 1 ilustra alguns exemplos de aromas produzidos.

Figura 1 - Exemplos de compostos aromaticos produzidos por métodos microbioldgicos.

Produciio de Compostos aromaticos

Sintese de novo /

Produgéo por biotransformagéo

Fermentacao
submersa

Fermentacdo em
estado solido

Substratos - Precursores

Bagaco de

Meios de cultura simples Eugenol Lignina L-fenilalanina mandioca Soja Arroz

Casca de café

pré-gelatinizado

Micro-organismos

Pleurotus  Mycena pura
sapidus

Ischnoderma Ceratosystis
benzoinum  fimbriata

Pseudomonas sp. Pleurotus cornucopia

Aspergillus niger Pleurotuseryngii

Corynebacterium Pleurotus floridanus
Pleurotus pulmonarius

Micro-organismos ‘

Ischnoderma Ceratosystis
benzoinum fimbriata
Kluyveromyces Kluyveromyces
marxianus marxianus

Bacillus natto Neurospora sp.

Bacillus subtilis

Aromas Aromas

Benzaldeido  Citronelol

2-feniletanol Vanilina Anisaldeido 2-feniletanol Acetato de etila Pirazina Caproato de etila

Fonte: Adaptado de Ben Akacha e Gargouri (2015).

Provavelmente, mais de 1000 micro-organismos foram relatados por produzir
compostos aromaticos. Estima-se que existam mais de 100 compostos de aroma impactantes
produzidos por bioprocessos no mercado (BEN AKACHA; GARGOURI, 2015). A Tabela 2

apresenta alguns componentes aromaticos produzidos por micro-organismos.
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Tabela 2 - Compostos de aroma de impacto produzidos por micro-organismos.

Micro-organismos

Compostos aromaticos

Bactérias

Amycolatopsis, Pseudomonas
Brevibacterium, Micrococcaceae
Lactobacillus lactis, Streptococcus diacetylactis
Leuconostoc citrovorum, Enterobacter
Acetobacter aceti, Gluconobacter oxydans,
Propionibacterium, Clostridium, Lactococcus
Streptomyces citreus

Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces
Bacillus cereus

Escherichia coli (recombinant)
Pseudomonas, Bacillus

Leveduras
Candida, Pichia, Saccharomyces, Geotrichum,

Saccharomycopsis, Rhodotorula, Yarrowia, Hansenula
Kluyveromyces

Kluyveromyces lactis

Zygosaccharomyces rouxii

Fungos

Ceratocystis

Bjerkandera, Trametes, Polyporus
Ischnoderma benzoinum
Pycnoporous cinnabarinus

Nidula niveo-tomentosa

Phellinus

Pleurotus euosmus

Trichoderma harzianum
Aspergillus, Penicillium

Vanilina, guaiacol (baunilha)
Tioestéres

Butanediona

Acidos graxos de cadeia curta

Geosmina
Pirazinas
2-acetil-1-pirrolina
Alcool cinamilico
Acido perilico

Acidos carboxilico, ésteres
Metilbutanois, fenilacetaldeido
Feniletanol e ésteres de feniletilo
Citronelol, geraniol, linalool
Furaneol

Monoterpendis
Benzaldeido
4-Metoxibenzaldeido
Antranilato de metilo, vanilina
4-(4-Hidroxifenil) -2-butanona
Salicilato de metilo
Cumarinas
6-Pentil-a-pirona
Metil cetonas

Fonte: Adaptado de Berger e Krings (2014).

Os fungos filamentosos, especialmente basidiomicetos, possuem caracteristicas de

produzir compostos aromatizados quimicamente idénticos aos encontrados nas plantas

superiores. Esses fungos ja comprovaram serem capazes de produzir aromas usando a sintese

de novo e a biotransformacao de precursores especificos. Ceratocystis fimbriata e Ceratocystis

moniliformis sdo conhecidos por produzirem uma ampla gama de aromas complexos, tais como:

aromas de péssego, banana, pera, rosa ou citros. Os fungos filamentosos ja demonstraram ter

habilidade para a valorizagdo de subprodutos da agroindustria na producdo de compostos

aromaticos (BOSSE; FRAATZ; ZORN, 2013). Bosse, Fraatz e Zorn (2013) utilizando bagago
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de maga, conseguiram demonstrar que os produtos de biotransformag¢ao mais potentes formados
pelo fungo Tyromyces chioneus foram: 3-fenilpropanal, 3-fenil-1-propanol e 4lcool benzilico.

Diferentes leveduras (Candida kefyr NCYC 143, Candida utilis CUM,
Kluyveromyces lactis KL 71, Saccharomyces bayanus SB1, Saccharomyces cerevisiae EC
1118, Saccharomyces chevalieri CCICC 1028, Candida famata, Torulopsis candida CCICC
1041 e Williopsis saturnus var. saturnus CBS 254) foram selecionadas quanto a capacidade de
produzir aroma 3-(Metiltiol)-1-propanol utilizando creme de coco como meio de cultivo,
suplementado com 0,10 % de L-metionina (SEOW; ONG; LIU, 2010).

Mais recentemente, Braga e Belo (2015) estudaram a producao de y-decalactona a
partir de acido ricinoleico por células de Yarrowia lipolytica em processo de batelada
alimentada, e uma alta produtividade de y-decalactona (215 mg.L"1.h!") foi encontrada nesse
trabalho.

Dentre os aromas produzidos por métodos microbioldgicos, o 2-feniletanol ¢
considerado um componente importante na elaboragdo de varios produtos e tem recebido um

grande destaque (XU; HUA; MA, 2007).

2.3 Alcool 2-Feniletilico

O 2-feniletanol (2-FE) ¢ uma substancia que possui um aroma caracteristico de
rosas e ¢ amplamente utilizado na industria de cosmético, perfumaria e de alimentos (MEI;
MIN; LU, 2009). O 2-FE pode ser conhecido também como alcool feniletilico, 4lcool 2-
feniletilico, alcool B-feniletilico, benzil carbinol, B-hidroxi-etil-benzeno (GARAVAGLIA,
2006). A Figura 2 mostra a formula estrutural do 2-FE e a Tabela 3 apresenta as propriedades
fisico-quimicas.

Figura 2 - Férmula estrutural do 2-FE.

OH

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas do 2-FE.

Propriedades Descricéo
Coloragéo N&o apresenta
Ponto de Ebulicéo (101.3 kPa) 219,8°C
Ponto de Fusao -27°C

Peso Molecular 122
Densidade a 20 °C 10,202

indice de Refracdo a 20 °C 15,325
19 g.Lt em agua a 20°C.

Solubilidade Soltvel em élcoois, ésteres, aldeidos, benzil benzoato,
6leo mineral.
12-24 ng.L  no ar

Limiar de percepcéao de odor 1 ,
1000 pg.L~ em agua (ortonasal)

Fonte: Garavaglia (2006).
2.3.1 Producdo de 2-FE

O 2-FE pode ser obtido por extracdo natural de rosas, bem como por sintese
quimica. No mercado mundial, a maior parte do 2-FE ¢ sintetizado por trés vias quimicas; a
partir da reag¢do de Friedel-Craf, pela reducao do 6xido de estireno ou por meio da oxidacao de
propileno. No entanto, essas reagdes de sintese quimica do 2-FE estdo associadas com a
formagao de subprodutos indesejados, os quais sdo toxicos ao ambiente e também dificultam a
purificagdo do produto esperado (MEIL; MIN; LU, 2009), mesmo possuindo a vantagem de ter
baixo custo, com um valor de 250 vezes menor que a produgdo por extragcdo natural
(ETSCHMANN; SELL; SCHRADER, 2004).

A producao de 2-FE também ocorre por processos biotecnoldgicos a partir das vias

de sintese de novo e da via de Ehrlich (ETSCHMANN et al., 2002).

2.3.1.1 Extracdo natural de 2-FE

O 2-FE pode ser extraido do 6leo essencial de flores como rosas, jacintos, jasmim,
narcisos e lirios, mas nesses casos, os rendimentos de 2-FE ndo sdo favoradveis e ndo justificam
os custos da extragdo (ETSCHMANN; SELL; SCHRADER, 2004; OLIVEIRA, 2010). Apesar
do oleo essencial de rosa conter 60 % (v/v) de 2-FE, dependendo da variedade, ainda se torna
uma matéria-prima de alto custo para ser utilizada na producdo natural desse aroma

(SCHRADER et al., 2004).
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2.3.1.2 Produgdo de 2-FE por sintese quimica

As reacdes de sintese quimica do 2-FE ocorrem por meio da oxidagdo de etileno
com benzeno na presenca de quantidades molares de cloreto de aluminio. A adi¢do do cloreto
de aluminio gera uma hidrolise liberando o 2-FE a partir da reacdo de Friedel-Craft. O 2-FE
também pode ser sintetizado, a baixas temperaturas, pela redu¢ao do 6xido de estireno usando
niquel de Raney como catalisador e pequenas quantidades de hidréxido de sédio. O 2-FE pode
ser também produzido como um subproduto da oxidagdo de propileno com hidroperéxido de
2-feniletil (ETSCHMANN et al., 2002; MARTINEZ-AVILA et al., 2018). Os detalhes das

reagdes sdo apresentados na Figura 3

Figura 3 - Reagdo de Friedel-Craft para a sintese de 2-FE (A). Reducdo de 6xido de estireno
para sintese de 2-FE (B). Oxidacao de propileno com hidroperédxido de 2-feniletil (C).

g OAICI
OH
N/ ACl ? H,0
+ 5 > +HCl — > + Al(OH)CI,

0
B
N _R OH
©/\ 0-0 + H, <J/v
> +H/ I
C /O OH
CH,

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em 2010, a producdo anual de 2-FE no mundo foi estimada em cerca de 10.000
toneladas, cuja a maior quantidade do 2-FE produzido foi obtido por sintese quimica a um valor
de USS$ 5 / kg, enquanto que o mesmo obtido por processo de extragdo natural, custa cerca de
USS$ 1000 / kg (HUA; XU, 2011).

Uma alternativa aos processos quimicos ¢ a produ¢do de 2-FE por via
biotecnoldgica, pois ndo envolve o uso de reagentes toxicos, os quais apresentam subprodutos

que diminuem a qualidade final do 2-FE.
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2.3.1.3 Produgdo Biotecnologica de 2-FE

A abordagem da produgdo biotecnologica, em geral, traz algumas vantagens, tais
como condi¢des de reagao relativamente brandas, alta especificidade de substratos, reducao dos
problemas ambientais, e ¢ considerada uma estratégia promissora para a producdo de compostos
de alto valor (XU; HUA; MA, 2007).

A producdo de 2-FE por bioprocesso se torna mais eficiente por meio da
bioconversao da L-fenilalanina (L-Phe) a 2-FE, utilizando as leveduras como biocatalizadores.
Esta rota da bioconversao da L-Phe foi descoberta por Ehrlich (1907) e, portanto, chamada de
via de Ehrlich. Dessa forma, o 2-FE produzido por via bioldgica pode ser rotulado como natural,

tornando esse processo cada vez mais interessante (ETSCHMANN et al., 2002).

2.3.1.4 Produgdo de 2-FE pela Via de Ehrlich

Embora os micro-organismos, especialmente leveduras, sejam capazes de produzir
2-FE, a concentracdo final desse aroma no meio de cultura continua sendo muito baixa. No
entanto, a producao pode ser melhorada adicionando L-fenilalanina (L-Phe) no meio, a qual ¢
convertida em 2-FE a partir do caminho de Ehrlich (HUA; XU, 2011). S@o necessarias
concentragoes relevantes de L-Phe, bem como a auséncia de outras fontes de nitrogénio, para
fazer com que o metabolismo das leveduras se desvie para rota de Ehrlich (WITTMANN;
HANS; BLUEMKE, 2002; ESHKOL et al., 2009).

Na biossintese de 2-FE, a glicose contribui com fenilpiruvato a partir da glicolise,
seguido da transformag¢do em fenilacetaldeido, que ¢ posteriormente convertido em 2-FE
(MARTINEZ-AVILA et al., 2018).

No entanto, quando a L-Phe est4 disponivel no meio de cultura, a biotransformagao
em 2-FE segue preferencialmente por meio da rota de Ehrlich. A L-Phe ¢é transaminada para
fenilpiruvato por uma transaminase, descarboxilada a fenilacetaldeido por fenilpiruvato
descarboxilase, e em seguida reduzida a 2-FE por uma desidrogenase. O fenilacetaldeido pode
ser também transformado em fenilacetato em uma reagdo catalisada por uma desidrogenase
(HUA; XU, 2011). A via de Ehrlich pode ser observada na Figura 4.

O fenilpiruvato realiza o papel principal, ele ¢ o metabolito utilizado na rota da
biossintese da L-fenilalanina pela célula da levedura, e também na producdo de 2-FE (vide

Figura 6) (GARAVAGLIA, 2006).
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Figura 4 - Via de Ehrlich para a produgdo de 2-FE a partir da bioconversdo da L-Phe.

COOH
COOH
COOH
NH, o _
2-oxoglutarato fenllplruvato g E_lcljde'do
transamlnase descarboxnase esidrogenase
H,0+NAD®  NADH"+ H*
L-fenilalanina L glutamato fenilpiruvato co, femlacetaldeldo fenilacetato

o
3.
NADH*+ H* 2
(o)
Q
@D
=]
o @
NAD @

alcool acil
transferase

2-feniletil acetato Ace“' CoA  2-feniletanol

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.3.1.5 Producgdo de 2-FF pela Via Xikimato

Outra rota para a producao de 2-FE ¢ a partir da sintese de novo pela via xikimato,
onde agucares simples podem ser convertidos em 2-FE. Conforme ilustrado na Figura 5, a
Eritrose-4-fosfato a partir do caminho das pentoses-fosfato e o fosfoenolpiruvato da glicolise
sdo respectivamente condensados com o corismato e prefenato, como intermediarios que

conduzem ao fenilpiruvato e finalmente a 2-FE (ETSCHMANN et al., 2002).
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Figura 5 - Vias metabolicas microbianas associadas a L-fenilalanina.

__Pentoses-fosfato

Fosfoenolpiruvato  Eritrose-4-fosfato

l

xikimato

. (Via do xikimato)
corismato

|

prefenato

L-fenilalanina transaminase fenilpiruvato — fenilacetaldeido—= 2-feniletanol (Via de Ehrlich)

liase trans-cinamato —= 3-cetoadipato —= TCA (ciclo dos cidos tricarboxilicos) (Via do cinamato)

Fonte: Adaptado de Etschmann et al. (2002).

A principal desvantagem da sintese de novo na biossintese de 2-FE ¢ que a glicélise
e a via das pentoses-fosfato sdo utilizadas, principalmente, para o crescimento celular, razao
pela qual as quantidades relatadas de 2-FE produzidas por sintese de novo sao muito baixas
(ANGELOV; GOTCHEVA, 2012).

A L-Phe além de ser convertida em 2-FE, ela também pode ser degradada por uma
liase, a partir da via do cinamato, onde ¢ convertida em 3-cetoadipato até o ciclo dos acidos
tricarboxilicos (Figura 5). Esta via de utilizagdo da L-Phe ndo ¢ dirigida para a produgio de 2-
FE, o que nao ¢ desejavel, entdo mesmo se for adicionado concentragdes elevadas de L-Phe no
meio, ndo ocorrera a bioconversao completa da L-Phe em 2-FE (ANGELOV; GOTCHEVA,
2012).

O caminho preferencial para a produgao de 2-FE ira depender da fonte de nitrogénio
no meio. Quando os aminoécidos representarem a Unica fonte de nitrogénio, a via de Ehrlich
sera predominante, mas se tiver disponivel fontes de nitrogénio mais facilmente digeriveis, a
L-Phe serd também metabolizada a partir da via cinamato, o que limitara a produgdo de 2-FE
(ETSCHMANN et al., 2002). Uma representacao mais detalhada das rotas para a biossintese
de 2-FE pode ser observada na Figura 6.



Figura 6 - Vias metabolicas relacionadas a produ¢do de 2-FE.
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2.4 Fatores que influenciam na producio de 2-FE

Os niveis de 2-FE produzidos durante o processo dependem de fatores
fundamentais para se obter os rendimentos esperados (ETSCHMANN; SELL; SCHRADER,
2004; OLIVEIRA, 2010).

Esses fatores como, a cepa de levedura, temperatura, pH, oxigénio dissolvido,
concentragdo inicial de L-Phe, bem como a fonte de carbono do meio de cultivo agem em
conjunto sendo necessario defini-los bem para realizar a conversao de 2-FE pretendida.

Ja é de conhecimento na literatura que existem valores 6timos de pH e temperatura
para o crescimento de micro-organismos. Sabe-se também que as fontes mais frequentes de
carbono utilizadas sdo glicose, sacarose e frutose. Como fonte de nitrogénio os sais de amonia,
aminoacidos ou ureia sdo os mais regularmente usados em bioprocessos. Para cultivos que
envolvem células aerdbias existe a necessidade de um adequado sistema de transferéncia de
oxigénio, ou seja, a dissolugdo do oxigénio contido na fase gasosa para a fase liquida
(SCHMIDELL et al.,2001). Diante disso, um método para otimizagao das condi¢des de cultivo
envolve mudar uma variavel mantendo as demais fixadas. Assim, muitos autores fizeram uso
de planejamentos experimentais com o intuito de estabelecer as melhores condi¢des para a
produgdo de 2-FE.

Oliveira et al. (2015) avaliaram a producao de 2-FE por S. cerevisiae em residuo
liquido de fecularia (dgua residudria da industria de fécula de mandioca). A fim de obter as
melhores condicdes, os autores realizaram uma otimizacdo variando as concentragdes de
carbono (glicose e frutose) e L-Phe no meio, na qual a maior concentracao de 2-FE de 1,33 g.L
! foi obtida com a suplementagio do meio com 20,0 g.L!' de glicose e 5,5 g.L"! de L-Phe,
contendo 50 mL de meio de residuo de fecularia, em agitador regulado a 150 rpm e 24 + 1°C.

Para a producdo de 2-FE, Garavaglia et al. (2007) estudaram diferentes condigdes
de pH, temperatura e concentragdo do aminoacido L-Phe, bem como condi¢des de aeragdo e
agitacdo. Os autores conseguiram produzir 0,77 g.L! de 2-FE nas condi¢des 6timas de 37 °C,
concentragio de 3,0 g.L'! de L-Phe, pH 7,0, sob aeracdo de 1 vvm e agitagdio de 250 rpm por
K. marxianus CBS 6556.

Um efeito positivo na produgdo de 2-FE é mais pronunciado em temperaturas na
faixa de 30 °C a 35 °C (ETSCHMANN; SELL; SCHRADER, 2004). Existe uma correlagdo
positiva entre o rendimento de 2-FE e a velocidade de agitagdao e aeragdo no meio. Nesse

contexto, Palitot (2017) avaliou a aeragdo e a temperatura para a producao de 2-FE em suco de
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caju por K. marxianus CCA 510, em que a melhor produ¢do de 2-FE foi obtida nas condigdes
6timas de 35 °C, aeragdo de 2 L.min"! com uma agitagdo de 250 rpm.

Em relagdo ao micro-organismo, esse nao deve exigir condi¢des de processo muito
complexas, deve-se levar em consideracao as exigéncias para o crescimento € também os

aspectos economicos do meio de cultura.

2.5 Micro-organismos produtores de 2-FE

Apesar de bactérias e fungos terem demonstrado serem produtores de 2-FE, os
resultados ndo parecem ser vidveis para ampliagdo em escala industrial. As leveduras, por outro
lado, s3o bem conhecidas pelo seu papel na producdo de aromas. Algumas espécies de leveduras
como Kluyveromyces marxianus, Zygosaccharomyces rouxii, Saccharomyces cerevisiae €
Pichia fermentans sao capazes de produzir 2-FE em concentracdes relevantes (ANGELOV;
GOTCHEVA, 2012).

Um trabalho conduzido com quinze micro-organismos, incluindo cepas de
Saccharomyces cerevisiae, Clavispora lusitaniae, Pichia anomala, Pichia membranaefaciens,
Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromuyes marxianus e Zygosaccharomyces rouxii, todas
cultivadas em meio de melago de beterraba, apresentou quatro cepas de Kluyveromuyes
marxianus € uma cepa de Zygosaccharomyces rouxii como as cinco principais produtoras de 2-
FE. Foi possivel obter uma produgdo maxima de 0,89 g.L"! de 2-FE ap6s 41 horas de cultivo
pela Kluyveromyces marxianus CBS 600 (ETSCHMANN; SELL; SCHRADER, 2003).

Mais recentemente, a levedura Candida glycerinogenes WL 2002-5 foi testada
quanto ao estresse causado pela acumulagdo de 2-FE e mostrou ser capaz de produzir 5,0 g.L!
de 2-FE em meio convencional adicionado de 7,0 g.L"! de L-Phe (LU et al., 2016).

Tian et al. (2015) conduziram um estudo com adi¢do de 4cido ascérbico no meio
de cultivo para suprimir a geracdo de subprodutos durante o bioprocesso, visando melhorar a
qualidade final do 2-FE. Os autores conseguiram produzir uma concentragio de 3,24 g.L'! de
2-FE usando a levedura Saccharomyces cerevisiae, e um meio convencional dispondo de 8,0
g.L'! de L-Phe como precursor do produto.

Celinska et al. (2013) realizaram um estudo com a cepa Yarrowia lipolytica NCYC
3825 para produzir 2-FE utilizando 8,0 g.L"! de L-Phe no meio. Os autores conseguiram obter
uma producio de 2,0 g.L'! de 2-FE.

Eshkol et al. (2009) testaram cepas de Saccharomyces cerevisiae termotolerantes e

resistentes a multiplos estresses para a produgdo de 2-FE. Em condigdes ideais de processo, foi
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produzido 0,9 g.L! de 2-FE em frascos agitados e 4,5 g.L' em biorreator. Neste estudo foi
utilizado um meio convencional suplementado com 10,0 g.L"! de L-Phe.

A toxicidade do 2-FE no meio limita sua alta produgdo por micro-organismos.
Concentragdes de 2-FE entre 2,0 g.L'! e 3,0 g.L"! reprime o crescimento de algumas espécies
de bactérias, fungos e leveduras. Por exemplo, a taxa de crescimento de S. cerevisiae diminui
em 75% quando uma concentrag¢io de 2,5 g.L!' de 2-FE est4 presente no meio. Portanto, as
concentracgoes de 2-FE obtidas nos processos biotecnologicos sao geralmente abaixo de 4,0 g.L°
!, Para melhorar a produgo sdo necessarias novas técnicas, que incluem mutagénese das células
ou tentativa de isolamento de cepas resistentes para atingir um rendimento consideravel na
produgdo de 2-FE (HUA; XU, 2011).

A cepa Kluyveromyces marxianus apresenta um bom desempenho na produgao de
2-FE e tem sido a cepa alvo dos estudos envolvendo a biossintese desse aroma (ETSCHMANN;
SELL; SCHRADER, 2003; GARAVAGLIA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2013b; CONDE-
BAEZ et al., 2017).

2.5.1 Kluyveromyces marxianus

Indicada pelo FDA (Food and Drug Administration) como micro-organismo
geralmente reconhecido como seguro GRAS (Generally Recognized as Safe), a cepa
Kluyveromyces marxianus ¢ uma levedura que possui uma caracteristica metabolica
denominada respiro-fermentativa, que significa que pode gerar energia por respiragdo e
fermentagdo. As vias fermentativa ou respiratéria podem ser favorecidas dependendo da
concentracdo de oxigénio e carboidrato no meio de cultivo. Essa capacidade conjunta ¢ comum
em leveduras hemiascomicetos e parece mais ordenada em Saccharomyces cerevisiae (LANE
etal., 2011).

As leveduras K. marxianus sdo caracterizadas como micro-organismos
unicelulares, nucleados, que ndao possuem motilidade, sdo capazes de se reproduzir
sexuadamente ou assexualmente. Elas podem ser esféricas, elipsoidais, cilindricas ou alongadas
(FONSECA et al., 2008). Essas leveduras sdo capazes de produzir compostos aromaticos, tais
como ésteres de frutos, acidos carboxilicos, cetonas, furanos, alcoois, alcoois monoterpénicos
e acetato de isoamilo, sendo o 2-FE o alcool comercialmente mais importante (FONSECA et
al., 2008).

O processo biotecnologico envolvendo a cepa K. marxianus tem sido motivado por

diversas vantagens que favorece a aplicagdo industrial. As principais vantagens sdo; a alta taxa
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de crescimento, termotolerancia, auséncia de metabolismo fermentativo no excesso de agucar
e também essas cepas podem utilizar um amplo espectro de substratos, tais como: lactose,
xilose, rafinose e sacarose (FONSECA et al., 2008).

As cepas K. marxianus possuem um efeito Crabtree-negativo, que ¢ um fenomeno
no qual a levedura tende a produzir baixas concentragdes de etanol sob condi¢des aerobias. Esse
efeito reduz a inibigcdo do crescimento da levedura, que ¢ uma vantagem para a produgdo de
aromas (FONSECA et al., 2008; FLAGFELDT et al., 2009).

Kluyveromyces marxianus podem ainda ser utilizadas para metabolizar substratos
de baixo custo, excedentes de processos industriais como exemplo, o soro de queijo, residuos
da fruticultura, que sdo constituidos por matéria organica rica em agticares ¢ fibras (FONSECA;
CARVALHO; GOMBERT, 2013). Essa versatilidade ¢ um ponto significativamente positivo,
porque possibilita o aproveitamento de substratos com menor valor agregado, facilitando a
aplicagdo a nivel industrial. A Tabela 4 apresenta alguns autores que utilizaram K. marxianus

para produzir 2-FE a partir de material remanescente da agroindustria.

Tabela 4 - Producdo de 2-FE por K. marxianus a partir de excedentes da agroindustria.

Referéncias 2-FE Meio Levedura CondicGes '(-gE*])e
(ETSCHMANN; : ° 1
SELL: SCHRADER,  0.89 g.L* Melago de K. marxianus 180 rpm, 35 °C, 60,0 g.L™* de 7.0
2003) beterraba CBS 600 Sacarose
(GARAVAGLIA et 0.77 o L Mosto de K. marxianus 250 rpm, 37 °C, 186.2 g.L* 30
al., 2007) 10 uva CBS 6556 acucares redutores '
(OLIVEIRAetal, o0 s Ifﬁ?g‘ge K.marxianus 150 rpm, 24 °C, 10057 gL 5
2013b) 8 . . ATCC 36907 agUcares redutores '
fecularia
(GUNESER et al., 167.9 Soro de K. marxianus 120 rpm, 25 °C, 56,37 g.Lde i
2016) ug.kg? leite LOCK 0024 lactose e 0,67 de glicose
(GUNESER et al., 63.36 Bagacode K. marxianus 120 rpm, 25 °C, 3,45 g.L-de i
2016) ug.kgt pimenta LOCK 0024 acucares redutores
C etal., . agaco de . marxianus rpm, , 1,92 g.Lde
(GUNESER et al 39.60 B d K 120 25°C, 1,92 g.Ld i
2016) ug.kg? tomate LOCK 0024 acucares redutores

Fonte: Elaborada pelo autor.

Com base na Tabela 4, pode-se observar que a influéncia da composi¢do do meio e
condi¢des de cultivo refletem significativamente na producdo de 2-FE por Kluyveromyces
marxianus.

Um estudo sobre a produgdo de 2-FE por Kluyveromyces marxianus geneticamente
modificada, mostrou que a cepa foi capaz de produzir 1,3 g.L'! de 2-FE a partir de 20 g.L"! de
glicose sem adi¢ao de L-Phe no meio (KIM; LEE; OH, 2014).
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No trabalho realizado por Gao e Daugulis (2009) foi utilizado um sistema de
biorreator de parti¢do de duas fases sdlido-liquido para reduzir a concentracdo aquosa de 2-FE
aniveis nao inibitdérios. Os autores conseguiram com esse sistema obter uma concentragao final
de 2-FE de 20,4 g.L! utilizando um meio estabelecido com 26,0 g.L"! de L-Phe e a levedura K.
marxianus CBS 600.

A resisténcia da cepa K. marxianus a toxicidade do 2-FE ¢ menor que a da S.
cerevisiae, e cerca de 2,0 g.L"! de 2-FE pode causar inibi¢do completa do crescimento de K.
marxianus (GAO; DAUGULIS, 2009). Isso ressalta a relevancia das técnicas de remogao do
produto in situ como um recurso que permite a escolha da cepa melhor produtora, diminuindo
a importancia da tolerancia a inibig¢ao pelo produto (ANGELOV; GOTCHEVA, 2012).

De fato, a fonte de carbono influencia fortemente a produg¢do de aroma. Com o
melaco de beterraba como meio de cultivo, Etschmann, Sell e Schrader (2004) realizaram um
estudo no qual foi possivel obter uma concentragdo de 2-FE muito maior do que com a glicose
pura. Enquanto a cepa K. marxianus CBS 600 conseguiu produziu 0,21 g.L! a 35 °C em meio
convencional, no meio com a sacarose do melaco de beterraba, a produgio foi de 0,89 g.L! de
2-FE, uma vez que esse subproduto da refinacao da beterraba agucarada fornece também uma
variedade de minerais e oligoelementos que auxiliam na produgao.

Apesar dos estudos ja realizados ainda ¢ necessario aprimorar e elevar os
rendimentos da produ¢do de 2-FE, para tal fim ¢ importante buscar alternativas econdmicas
utilizando meios de cultivo ndo convencionais, como o suco de caju como fonte de carbono

para a conversao do aroma 2-FE, visando reduzir os custos de producao.

2.6 A cultura do Caju

O caju (4Anacardium ocidentale L.), nativo da América Tropical e disponivel em
muitos paises da Asia, Africa e América Central, ¢ uma cultura agricola economicamente
significativa (DARAMOLA, 2013).

O caju apresenta um aspecto fibroso com formas alongadas, redondas ou
semelhante a uma pera. Essa fruta pode ser encontrada nas cores amarelo, laranja e vermelho ,
possuem uma massa entre 40 g a 80 g e um comprimento de 60 mm a 100 mm. O caju ¢ formado
pela améndoa da castanha (fruto) e pelo pedunculo (pseudofruto), constituindo em peso 10%
de castanha e 90% de peduinculo. A castanha do caju destaca-se como o principal produto

explorado do cultivo do caju, sendo o pedinculo ainda pouco aproveitado. Geralmente, sdo
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obtidas cerca de 10 a 15 toneladas de pedinculo como subproduto agricola para cada tonelada
de castanha de caju produzida (DAS; ARORA, 2017).

A area plantada para a castanha de caju no Brasil foi de aproximadamente 569.382
hectares na safra de novembro de 2017, com um aumento de 13,6 % em relagdo ao ano de 2016.
Essa area forneceu uma producdo de 104,713 toneladas de castanha de caju, onde o Nordeste
do pais se apresenta como o maior produtor, abrangendo uma area de 99 % de toda a lavoura
de castanha de caju. A producao de castanha de caju no Nordeste alcangou um total de 103,161
toneladas em 2017. No Cear4d, a lavoura de castanha de caju foi estimada em 370,753 hectares,
sendo o estado de maior producdo, dispondo de um rendimento médio em torno de 148 kg por
hectare (IBGE, 2017). Estima-se que 90 % do pedunculo do caju ainda seja desperdicado na
regido, onde o principal produto da cajucultura nordestina continua sendo a améndoa de
castanha de caju (VIDAL, 2016).

Embora a cultura do caju seja de grande importancia para a economia regional, o
setor deparou-se com alguns fatores que debilitou toda a cadeia de produg¢ao de caju, tais como:
cajueiros antigos de baixa produtividade (a maior parte dos pomares esta em fase de declinio
natural de producao), baixos pregos da castanha ao produtor, impossibilidade de tratos culturais
adequados como controle quimico de pragas, doencas e fatores climaticos desfavoraveis. De
acordo com a Figura 7, pode-se observar que entre os anos de 2007 a 2009, a area plantada de
caju no Nordeste do Brasil se expandiu, mesmo que lentamente. Com o estabelecimento da seca
a partir de 2012, ocorreu um declinio consideravel da area plantada no Nordeste. No Ceara,
houve uma leve expansdo da area do cajueiro até 2013, somente em 2014 a perda de area
superou as novas areas implantadas (VIDAL, 2016). Em 2017, a area do plantio do cajueiro no

Ceara tornou a crescer.
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Figura 7 - Area plantada de caju em hectares em alguns estados do Nordeste do Brasil. Brasil
(m); Nordeste (m); Maranhao (m); Piaui (m); Ceara ( ); Rio Grande do Norte (m); Paraiba (m);
Pernambuco (m); Alagoas (m); Bahia ().
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Fonte: Adaptado de IBGE (2017).

Apenas 12% do total de pedinculos de caju obtidos apds a extracdo da castanha
pode ser consumido fresco ou pode ser processado em vérios produtos, tais como: suco, geléia,
gelatina, xarope e outros produtos alimentares. O pedunculo possui um forte sabor e aroma
exotico de constituintes volateis, como ésteres, alcoois, aldeidos, cetonas e éteres. Ele também
possui uma concentragdo de acido ascorbico cerca de quatro a dez vezes maior do que o
encontrado em sucos de laranja e abacaxi. Contém também compostos fenodlicos como
leucodelfinidina, acido anacardico, cardol, taninos e terpenoides, como carotenoides que sao
antioxidantes com potencial benéfico para a saude (KAPRASOB et al., 2017). O suco de caju
¢ rico em acgucares redutores (glicose e frutose), vitaminas, minerais e alguns aminoacidos

(SILVEIRA et al., 2012).
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Tabela 5 - Caracteristicas e composi¢ao do suco de caju.

Componentes Média Regido Referéncias
Umidade (%) 90,4 Brasil (AZOUBEL et al., 2005)
pH 4,47 Brasil (ROCHA, 2007)
. _ 1 1,12 Africado Sul (DEENANATH et al., 2015)
Acido ascorbico (g.L7) - — 7 Brasil (SOUSA. DE BRITO, 2013)

102 Brasil (AZOUBEL et al., 2005)
Acucares totais (g.L ™) 168 Costa do Marfim (ADOU et al., 2012)

162,4 Costa do Marfim (ADOU et al., 2012)

97,62  Africa do Sul (DEENANATH et al., 2015)
Accares redutores (9.L™") 90,59 Brasil (HONORATO; RODRIGUES, 2010)

91,2 Brasil (ROCHA, 2007)

0,92 Brasil (MATIAS et al., 2005)
Proteinas (%) 0,52 Costa do Marfim (ADOU et al., 2012)

1,72 Africa do Sul (DEENANATH et al., 2015)
Taninos (g.L"%) 2,23 Costa <Eio Marfim (ADOU et al., 2012)

0,72 Nigéria (BETIKU; EMEKO; SOLOMON, 2016)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Rocha (2007) realizou um estudo sobre a producdo de biossurfactante utilizando o
suco de caju como meio de cultivo. Nesse estudo, o suco de caju foi caracterizado e a Tabela 6

apresenta um perfil dos aminodcidos presentes no suco.

Tabela 6 - Contetido de aminoacidos do suco de caju.

Aminoécidos  Concentracdo (umol.Lt) Aminoacidos Concentracdo (umol.L1)

Acido aspartico 128,94 Tirosina 81,76
Acido glutamico 181,45 Valina 27,94
Serina 172,42 Metionina 7,38
Glicina 224,34 Cisteina 9,74
Histidina 33,10 Isoleucina 39,00
Treonina 371,47 Leucina 99,44
Alanina 284,75 Fenilalanina 12,86
Prolina 152,13 Lisina 13,09

Fonte: Rocha (2007).

2.6.1 Aplicagoes do caju em bioprocessos

Tendo em vista os fatos apresentados, a rica composi¢do € o baixo custo, 0
pedunculo do caju pode ser utilizado como substrato para biotransformagdes de produtos de

valor agregado, como biossurfactante, acido latico, acido hialurénico (ROCHA et al., 2007;
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SILVEIRA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013a). Nesse contexto, o pedunculo de caju foi
estudado como substrato em processos fermentativos e enzimaticos para varias aplicagdes.

Betiku, Emeko e Solomon (2016) investigaram o potencial do suco de caju
utilizando a cepa Aspergillus niger para a producdo de acido oxalico por processo de
fermentagdo. Nesse trabalho foram analisadas as interagdes entre a concentracdo do suco de
caju, o pH, tempo, concentracdo de NaNOs e a concentragdo de metanol, utilizando um modelo
de composto central empregado para produgdo de acido oxalico. A maior concentracao de acido
oxdlico observada no 9° dia de fermentagdo foi de 106,75 g.L™!. Os autores do trabalho
verificaram que a concentragio de 122,68 g.L! poderia ser alcangada utilizando a otimizagdo
do projeto estatistico.

Um estudo conduzido por Albuquerque ef al. (2015) demonstrou a capacidade da
cepa de Kluyveromyces marxianus CCA510 para a produgdo de xilitol a partir de bagago de
caju hidrolisado. Nessa pesquisa, avaliou-se a desintoxicacdo do hidrolisado com carvao
ativado e a influéncia da suplementacao por varias fontes de nitrogénio. Os autores verificaram
a produ¢do maxima de 12,73 g.L'! de xilitol no meio hidrolisado que apresentou as maiores
concentragdes de glicose e xilose. Mostrando também que a suplementacdo e a remocao de
interferentes ndo foram significativas na producao de xilitol.

Rocha et al. (2014) estudaram condigdes de pré-tratamento de bagago de caju para
liberacdo de agucares a serem utilizados na produgdo de etanol e xilitol por Saccharomyces
cerevisiae e Kluyveromyces marxianus CCA 510. A concentragdo maxima de etanol obtida
nesse estudo por S. cerevisiae foi de 9,59 + 1,74 g.L"! e utilizando a K. marxianus CCA 510 a
produgio de etanol e xilitol foram de 11,89 + 0,34 g.L e 6,76 = 0,28 g.L'!, respectivamente,
durante 96 horas de processo.

Foi estudado o uso de suco de caju diluido, contendo 37,5 gL' de agticares
redutores (frutose e glicose) suplementado com 6 g.L! de sulfato de amdnio como fonte de
nitrogénio exdgeno, para a producdo de manitol por duas cepas de Leuconostoc (L. citreum B-
742 e L. mesenteroides B-512F). Os autores avaliaram o pH, no qual a L. mesenteroides B-512F
foi a melhor produtora com pH ideal de 5,0, rendimento de manitol de 95 % e produtividade de
1,6 g.L'1.h'! alcangando uma concentragio de 19 g.L! de manitol em 16 horas de fermentacio
(FONTES et al., 2013).

O hidrolisado do bagaco de caju foi usado como substrato para a producao de etanol
por Kluyveromyces marxianus CE025. Nesse estudo foi avaliado a temperatura durante o

processo que resultou numa producio de 12,36 + 0,06 g.L"! de etanol (ROCHA et al., 2011).
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Honorato e Rodrigues (2010) avaliaram a producdo e estabilidade da enzima
dextranasacarase utilizando o suco de caju como meio de fermentagdo. Os autores provaram a
estabilidade da enzima bruta a 30 °C com pH variando de 4,5 a 5,5 durante 30 horas.
Dextranasacarase apresentou alta estabilidade no suco de caju, o que torna este substrato
adequado para aplicacdo industrial.

Pinheiro et al. (2008) utilizaram uma cepa comercial de S. cerevisiae para produgao
de etanol utilizando o suco de caju como meio de cultura, em diferentes concentracdes dos
acucares redutores (glicose e frutose). A concentragio méaxima de etanol, 44,4 = 4 g.L"!, foi
obtida quando foram utilizados 103,1 g.L! da concentragio inicial de agticar apds 6 horas de
fermenta¢do; no entanto, uma maior produtividade, 9,71 + 0,3 g.L"!, foi alcancada com 87,7
g.L'! da concentracdo inicial de substrato.

Barros et al. (2014) isolaram uma levedura do suco de caju pertencente ao género
Hanseniaspora para a produgdo de etanol de primeira e segunda geragao, utilizando o suco de
caju e o hidrolisado enzimatico do bagaco de caju, respectivamente. Os autores obtiveram uma
produgdo de 42 gL' de etanol com eficiéncia de 96 % e 24,37 g.L'! de etanol com uma
eficiéncia de 80,23 % utilizando, respectivamente, o suco de caju e o hidrolisado enzimatico do
bagaco.

E importante considerar as variagdes da composi¢do de substrato ndo convencionais
para meio de cultura, pois essas diferem de acordo com sua fonte (ROCHA, 2007). Por isso, €
interessante selecionar micro-organismos adaptados e capazes de assimilar esses tipos de
substratos. Nesse sentido, o suco de caju, rico em agucares redutores, macro € micronutrientes,
mostra ser um substrato promissor para cultivo de micro-organismos.

Palitot (2017) utilizou o suco de caju como meio de cultivo para producado de 2-FE
por K. marxianus CCA 510. Nesse estudo, foram avaliadas as condi¢cdes de operagdo como, a
temperatura, aeracdo e a suplementagdo da L-Phe. Nas melhores condi¢des de 35 °C, aeracao
de 2 L.min™!, sob agitagdio de 250 rpm e uma suplementagio de 3,0 g.L!' de L-Phe, foi possivel
produzir 1,04 g.L'! de 2-FE, provando que o suco de caju é um substrato nio convencional
adequado para a producao do metabolito.

No entanto, vale salientar que a K. marxianus apresenta inibicdo completa de
crescimento numa concentracdo de aproximadamente 2,6 g.L'! de 2-FE, porém, a 0,89 g.L! de
2-FE no meio a sua taxa de crescimento ja ¢ reduzida em torno de 20 % (ETSCHMANN; SELL;
SCHRADER, 2003). Dessa forma, s3o necessarias novas técnicas para aumentar a producgao de

2-FE no suco de caju como, a otimiza¢do do processo variando a concentragdo do precursor
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e/ou a concentracdo dos agucares redutores presentes no suco, avaliar a produgdo por novas

cepas de K. marxianus, bem como abordagens de alimentagdo e a extragdo do produto in situ.

2.7 Remoc¢ao do produto in situ (ISPR)

Uma atencdo vem sendo direcionada para a fermentagcdo extrativista, que ¢
conhecida como uma tecnologia promissora capaz de aliviar o estresse do micro-organismo
causado pela inibi¢ao do produto final e com isso aumentar a produtividade (SERRANO-
CARREON, 2003).

Para evitar esse problema de inibigdo, as técnicas ISPR (In situ Product Removal)
que significa a remog¢ao continua in situ do produto no sistema de reagdo, sdo amplamente
utilizadas (HUA; XU, 2011).

Em relagdo a inibi¢cao por compostos de aroma, o principal motivo dos baixos niveis
de produtividade ¢ devido ao acumulo desses compostos hidrofobicos. Esses inibidores devem
ser removidos da vizinhanga das células, porque uma vez produzidos eles influenciam
negativamente na fisiologia das células, afetando a fluidez da membrana e, consequentemente,
a perda da viabilidade celular. A remogao do produto in situ pode superar esse problema, além
disso, a remog¢do contribui para a recuperacao do produto, minimizagcdo das perdas por
evaporacao e reducdo do niimero de etapas do processamento downstream (BEN AKACHA;
GARGOURI, 2015).

De acordo com as diferentes ferramentas de separacdo empregadas, os métodos
podem ser divididos em extracdo de duas fases, adsorcdo, imobilizagdo em solvente e
pervaporacao organofilica, cuja aplicagdo depende principalmente da natureza do produto
(PEREZ, 2001). A extracdo em duas fases ¢ um sistema simples, barato, facil de aplicar e
ampliar. Um solvente orginico adequado ¢ adicionado ao sistema e o produto desejado ¢
extraido para a fase organica. Dessa forma, a fase aquosa do sistema apresenta baixos niveis de
inibicao e a biotransformacao pode ser mantida. Uma das técnicas ISPR ¢ a adsor¢ao do produto
in situ, que usa resinas ou outros meios de adsorventes para facilitar a recuperacao do produto.
Essa técnica tem sido aplicada com sucesso na fabricagdo de muitos bioprodutos (HUA; XU,
2011).

No caso da pervaporagdo organofilica, varias membranas de pervaporagdao foram
investigadas. O polidimetilsiloxano pode ser considerado como material de referéncia para o

método de recuperacao in situ de butanol. Embora tenha sido considerado um método promissor
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na fermentacdo de butanol, ainda sdo desejaveis melhorias para diminuir os custos de capital e
de operacao (VAN HECKE; DE WEVER, 2017).

Viarias técnicas de recuperacdo de produto in situ (ISPR) foram aplicadas para
remover 2-FE da suspensao de fermentagao apds a sua produgdo. Assim, a concentragao de 2-
FE permanece abaixo do nivel inibitorio e a levedura continua a produzir (MEI; MIN; LU,
2009).

Um projeto de fermentacao integrado com extragdo por membrana foi desenvolvido
para a producao de 2-FE e 2-fenilacetato por K. marxianus CBS 600, a partir de um meio
microbiolégico convencional, suplementado com 9,0 g.L! de L-Phe. Foi possivel obter uma
producdo de 4,0 g.L! de 2- feniletanol mais 2-feniletilacetato utilizando a técnica de extragio,
e uma concentracdo 1,4 g.L"! dos mesmos metabolitos na fermentagdo sem extragio. A remogio
in situ por pervaporacao permitiu um aumento consideravel nos rendimentos da producao do
aroma (ADLER et al., 2011).

No intuito de melhorar a producao de 2-FE, Hua ef al. (2010) utilizaram uma resina
macroporosa, escolhida entre varias testadas, como artificio para adsor¢ao do produto in situ.
Nesse estudo, os autores obtiveram uma producdo de 6,6 gL' de 2-FE utilizando a
Saccharomyces cerevisiae e 12 g.L™! de L-Phe adicionada ao meio.

Mei, Min e Lu (2009) utilizaram a técnica de adsor¢do in situ do produto para
aumentar a producao de 2-FE por Saccharomyces cerevisiae BD. Foi usado 2 g de uma resina
macroporosa para 30 mL de meio. A resina apresentou alta capacidade de adsorver 2-FE e baixa
para a L-Phe. A concentragio total de 2-FE alcangada foi de 6,17 g.L"! em 24 h de cultivo.

Uma estratégia de recuperacao do produto in situ usando polipropileno glicol 1200
como extrator, ocasionou a producio de 26,5 g.L! de 2-FE utilizando a Kluyveromyces

marxianus CBS 600 e 50,0 g.L"! de L-Phe (ETSCHMANN; SCHRADER, 2006).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Micro-organismo

O micro-organismo, Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 (American Type
Culture Collection), utilizado para a produgdo de 2-FE, foi adquirido da Colecao de Culturas
Tropicais - CCT na Fundagao Tropical de Pesquisas e Tecnologia - André Tosello. A cultura foi
mantida a 4 °C em Agar inclinado YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) constituido de 10
gL' de extrato de levedura, 20 g.L! de peptona, 20 g.L"! de dextrose e 20 g.L"' de Agar, sendo
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esta repicada a cada 3 meses em placa de Petri para manuten¢ao da viabilidade celular. A cepa
foi também preservada a - 80 °C em caldo YEPD contendo 50% de glicerol. As placas repicadas

a partir do Agar inclinado foram estocadas a 4 °C para posterior uso na prepara¢do do indculo.

3.2 Meio de cultivo

Foi utilizado como meio de cultivo para producao do 2-FE o suco de caju in natura,
obtido a partir da prensagem do pedunculo de caju (Anacardium ocidentale L.) com uma média
de concentragdo de 133,08 g.L!' de glicose + frutose. O suco in natura foi diluido com agua
destilada para obtenc¢do de diferentes concentragdes. As diluigdes foram de 1:1 (suco in natura:
agua) e 3:1 (suco in natura: 4gua). Em seguida, o meio foi centrifugado, para remog¢do dos
solidos suspensos, a 4500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, o meio foi filtrado a
vacuo em papel de filtro qualitativo, o pH foi ajustado para 5,5 utilizando NaOH 1 M, em

seguida esterilizado em autoclave a 110 °C por 10 minutos.

3.3 Preparo do indculo

O suco de caju in natura com pH ajustado para 5,0 utilizando NaOH 1 M, foi
utilizado como meio de in6culo, o qual foi esterilizado em autoclave a 110 °C por 10 minutos.
A cultura da levedura K. marxianus foi repicada em placas de Petri contendo Agar YEPD,
anteriormente ao inicio do cultivo. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 30 °C
por 60 horas. Apds o periodo de incubacdo, 3 colonias da cultura foram transferidas para 100
mL do meio de indculo, o qual foi mantido em agitador orbital (Tecnal — TE 422) a 30 °C e 180

rpm por 24 horas em frasco Erlenmeyer de 250 mL.

3.4 Condicoes gerais para a producio de 2-FE

Todos os ensaios foram conduzidos em Biorreator de bancada (Tec-Bio, Model 1.5-
1L, Tecnal, SP, Brazil), equipado com monitoramento e controle de pressdo, agitagao,
temperatura, oxigénio dissolvido, pH e CO», com condensador de refluxo de aco inox, dois
conjuntos de impelidores com pés do tipo planas, sistema de amostragem baseado em seringa
livre de contaminagdo. Os cultivos foram realizados com um volume reacional de 750 mL,
agitacdo de 250 rpm a 35 °C, utilizando 75 mL da suspensdo de células do in6culo numa
concentragdo média de 0,5 = 0,08 g.L! de biomassa. Os dados operacionais de partida foram

obtidos das melhores condi¢des utilizadas no estudo de Palitot (2017). As amostras foram
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retiradas em tempos pré-definidos durante 72 horas de cultivo e centrifugadas a 6000 rpm por
10 minutos, o sobrenadante foi posteriormente filtrado em filtro acetato de celulose com
tamanho de poro de 0,45 um e utilizado para determinagdo da concentracao dos agucares e
produto.

Nesse estudo, foram avaliadas a curva de crescimento da K. marxianus ATCC
36907, as concentragdes iniciais de agucares redutores (glicose e frutose) do suco de caju e a
concentracao inicial de L-Phe na produgdo de 2-FE. Também foi avaliado a producao de 2-FE
por batelada alimentada, bem como a razao de L-Phe e aeracao no meio para calculo da massa

de 2-FE arrastada pela corrente gasosa.

3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Concentragdao de biomassa

Aliquotas de 3 mL do meio de cultivo foram retiradas para realiza¢do das analises,
na qual 1 mL foi utilizado para determinar a concentragao de biomassa por densidade optica
(DO) em espectrofotometro (Biochrom Libra S11), no comprimento de onda de 600 nm. A
concentracdo da biomassa foi quantificada utilizando uma curva de calibragdao que relaciona a

massa de biomassa seca (g.L") com a densidade optica.

3.5.2 Concentracdo dos acgucares (glicose e frutose)

As concentragdes dos agucares foram determinadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando um cromatografo (Waters, Milford, MA, E.U.A.) equipado
com um detector de indice de refracao Waters e com a coluna Aminex® Fermentation Monitor
(150 mm x 7,8 mm, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a 65 °C. O eluente utilizado foi 1 mmol. L~
! de H,SO4 em 4gua deionizada (MiliQ Simplicity 185, Millipore, Billerica, MA) com uma
vazio de 0.4 mL.min"' e um volume de injegdo de 20 pL. As concentracdes de cada componente
foram obtidas por meio de curvas de calibracdo que correlacionam concentragdes dos padroes

com as respectivas areas dos cromatogramas.

3.5.3 Concentracgdo do produto (2-FE)

A concentragdo de 2-FE foi determinada usando a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia CLAE (Finnigan Suveyor Plus HPLC System, Thermo Scientific, CA, EUA),



46

operando com detector UV/Visivel (PDA Detector Surveyor, Thermo Scientific, CA, EUA) a
254 nm de absor¢ao dptica, utilizando a coluna Nova-Pak® C18 (5u, 4.6mm x 150mm, Waters,
Irlanda) a 35 °C e um volume de inje¢ao de 20 pL. Uma solucao de Acetonitrila : 4gua ultrapura
(40:60 v/v) foi utilizada como fase mével a uma vazio de 0,8 mL.min!. O 2-FE foi identificado
comparando o tempo de reten¢do da amostra com o tempo de retencdo de uma solugdo padrao
de 2-FE. As concentragdes das amostras foram calculadas a partir da equacao linear obtida da

curva de calibragao do 2-FE utilizando as areas dos cromatogramas.

3.5.4 Parametros cinéticos e rendimentos estudados no processo

Os dados experimentais obtidos no cultivo do suco de caju por K. marxianus ATCC
36907 para produgdo de 2-FE, foram utilizados para analisar os parametros cinéticos e de

rendimentos do processo.

3.5.4.1 Taxas especificas de crescimento celular, produgdo e consumo de aguicar total

As taxas especificas de crescimento celular (ux. h™), de producio de 2-FE (up. h™')

e de consumo de aguicar total (us. h 1), sdo definidas pelas equagdes de 1 a 3, respectivamente.

1 dX

b = 5 o7 (1)
1 dP

Be = ¥ o (2)
1dS

bs =—% o7 3)

Onde X é a concentracdo celular (g.L"), P é a concentracio de 2-FE (gL ') e S a

concentracio de agucar total (glicose e frutose) (g.L™!).

3.5.4.2 Rendimento de Biomassa e produto

Também foram calculados os rendimentos de biomassa (Yxis) e de produto (Ypss)
baseados no consumo de agucar total, e o desvio metabolico para a produgdo de 2-FE em relagao
a sintese de biomassa (Yrx). Esse pardmetro representa a relagdo entre a conversdo de agucares
em biomassa, e 0 quanto desta fonte de carbono foi desviada para a producdo do metabdlito de

interesse. Esses rendimentos sdo calculados pelas Equacdes de 4 a 6, respectivamente.
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dX

Yx/s = 3 (4)
dpP

Voys = =< 5)
dP

YP/X = a (6)

3.5.4.3 Maxima concentracdo de biomassa e de 2-FE

A concentracdo maxima de biomassa Xy (g.L7!) € de 2-FE Py (g.L7!) equivale ao

maior valor de biomassa e produto obtido durante o processo.

3.5.4.4 Produtividade volumétrica de 2-FE e de células

As produtividades Op (g.L.h") e Ox (g.L.h!) sdo definidas pela razio da maxima
concentragdo de produto e células pelo tempo total do processo, respectivamente (Equacdes 7

e 8).

_ Pmdx
Q0 = @

3.5.4.5 Produtividade de Biomassa

_ dex
0 = = ®)

3.5.5 Cdlculo da mdaxima taxa especifica de consumo de oxigénio e consumo total

A maxima taxa especifica de consumo de oxigénio (gO. mmol.gL'h!) e o
consumo cumulativo de oxigénio (QO2 mmol) foram calculados tomando como base os dados
fornecidos pela leitura do sensor de oxigénio do biorreator ao longo do processo (Equacdes 9 e
10). O consumo de oxigénio cumulativo foi obtido a partir da integral numérica da taxa de

oxigénio consumido (QO2 mmol.L"".h™") em 0,75 L de meio reacional por 60 horas de cultivo.



48

do,

Q0, = T €©)
1do,

q0, = arT (10)

Onde, O é a concentragdo de oxigénio consumido (mmol.L™!) em 60 horas de

processo e X ¢ a concentracio celular (g.L™?).

3.5.6 Analise dos dados

Todos os dados do processo de producdo de 2-FE foram analisados utilizando o
programa OriginPro versdo 8. Com o mesmo software, realizou-se analises de variancia de um
unico fator (ANOVA) e teste de Tukey a um nivel de 95 % de confianga para comparacao das

médias experimentais dos processos.

4 EFEITO DA CONCENTRACAO INICIAL DE ACUCAR (GLICOSE E FRUTOSE)
DO SUCO DE CAJU PARA PRODUCAO DE 2-FE

4.1 Introducao

As necessidades nutricionais dos micro-organismos sao diversas, porém ¢ comum
a todos a demanda por agua, fontes de carbono, nutrientes e elementos naturais para sintetizar
os constituintes celulares. A grande maioria dos micro-organismos utilizados industrialmente
sdo capazes de catabolizar substratos organicos, como os aglicares, para obtencdo de energia,
desde que estes apresentem a complexidade enzimatica e transportadores adequados para
metabolizar cada fonte de nutriente (JUNIOR; BON; FERRARA, 2008).

Um elemento critico para a sobrevivéncia celular ¢ manter uma fonte de energia
viavel. A glicose ¢ a fonte de carbono preferida pelas leveduras, sendo amplamente utilizada,
seguida por frutose, manose e galactose (JUNIOR; BON; FERRARA, 2008). Em termos de
desenvolvimento de bioprocessos, os parametros de maior importancia sdo os que afetam o
nivel de expressao do produto desejado e a estabilidade do micro-organismo (HOHMANN;
MAGER, 2003). Por exemplo a fonte de carbono, o pH e a temperatura especifica de

crescimento do micro-organismo.
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O suco de caju, contém isdmeros de glicose e frutose como agucares principais. A
concentragdo total desses acucares no suco varia de acordo com o cultivar (DAS; ARORA,
2017).

Segundo Wittmann, Hans e Bluemke (2002) a producao de 2-FE utilizando a L-Phe
como precursor, assimila a glicose como fonte de energia a qual ¢ direcionada para produgdo
de biomassa e também de 2-FE, o que implica em uma competicdo da levedura tanto pela
glicose como pela L-fenilalanina. De uma forma geral, a producdo de 2-FE depende
principalmente da suplementacdo de L-Phe no meio de cultura e do micro-organismo.

Nesse sentido, com a finalidade de obter mais informagdes sobre a producao de 2-
FE a partir do suco de caju em diferentes concentracdes iniciais dos agucares redutores (glicose
+ frutose), foi investigado a curva de crescimento da levedura K. marxianus ATCC 36907, os
efeitos causados pela concentragdo desses actcares no metabolismo da levedura para a
producdo do aroma de interesse, bem como a alimentagdo do meio com glicose para avaliar a
sensibilidade do micro-organismo a inibi¢do pelo substrato ou um possivel aumento na

producao de 2-FE.

4.2 Material e Métodos

Os experimentos empregados na avaliacdo da concentracdo inicial de aglcar no
processo de producdo do 2-FE seguiram as metodologias apresentadas nos tdpicos 3.1 a 3.4 do

capitulo 3.

4.2.1 Curva de crescimento da K. marxianus ATCC 36907

Foram avaliadas as fases de crescimento da K/uyveromyces marxianus ATCC 36907
no indculo utilizado no bioprocesso. O estudo ocorreu utilizando o suco de caju na concentragao
de 137,3 = 2,67 g.L'! de glicose + frutose, em frasco Erlenmeyer de 250 mL a 30 °C, sob
agitacdo de 180 rpm em agitador orbital (Tecnal — TE 422) por 28 horas. O experimento foi

realizado em triplicata.
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4.2.2 Analise do efeito da concentracgdo inicial de acucar (glicose e frutose) do suco de caju

na producdo de 2-FE

Avaliou-se o efeito da concentragdo inicial de agucar total (glicose e frutose) do
suco de caju na producdo de 2-FE. O estudo foi conduzido nas concentragdes de 131 £5,7 g.
! (suco integral); 106 = 1,2 g.L e 74 + 2,8 g L! (sucos diluidos). As concentra¢des do suco
foram obtidas a partir da diluicdo do suco integral em agua destilada. Os ensaios foram
realizados sob aerag¢do de 2 L.min™! na temperatura de 35 °C, e a concentragiio de L-Phe foi
fixada em 3,0 g.L"!. Para cada concentracdo foram avaliadas as taxas especificas de crescimento
celular (ux), taxa especifica de consumo de agucar (us) e de producgdo de 2-FE (up), concentracdo
maxima de biomassa Xuar (g.L') e de 2-FE Puar (g.L!), assim como os rendimentos de
biomassa (Yyss), de produto (Ypss) € a relagdo do desvio de agtcar da sintese de biomassa para
producao de 2-FE (Ypx). Foram avaliados também a méxima taxa especifica de consumo de O2
(¢O:2) e o consumo total de O2 (QO2) em 60 horas de cultivo, seguindo a metodologia exposta

no topico 3.5.5.

4.2.3 Efeito da producdo de 2-FE em batelada alimentada

O processo de batelada alimentada foi realizado utilizando solugdes de 50 g.L! de
glicose previamente esterilizadas a 110 °C por 10 minutos. Os volumes de alimentacdo foram
inseridos assepticamente no biorreator nos tempos de 12, 24 e 48 horas de processo. O cultivo
ocorreu utilizando o suco de caju integral suplementado com 3,0 g.L"! de L-Phe, sob aeracio
de 2 L.min"! na temperatura de 35 °C. Foram coletadas amostras antes e apds a alimentagio no

biorreator para analise das concentragdes de acucares, biomassa e de 2-FE produzido.

4.2.4 Métodos analiticos

As concentracOes de biomassa, carboidratos, 2-FE, os parametros cineticos e de
conversdo foram mensurados seguindo as metodologias apresentadas nos topicos 3.5.1 a 3.5.4

do capitulo 3.
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Curva de crescimento da K. marxianus ATCC 36907

Para garantir que o volume de in6culo inserido no biorreator se apresentaria na fase
de crescimento exponencial, foi realizado um estudo do crescimento da cepa K. marxianus
ATCC 36907 por 28 horas e os resultados estdo apresentados na Figura 8.

De acordo com o ilustrado na Figura 8 ¢ possivel observar claramente a fase /ag do
micro-organismo, ou seja, a fase em que a levedura sofre alteragdes intracelulares, onde novas
enzimas ou componentes estruturais sao sintetizados para adaptagdo da levedura ao meio. Essa
fase ocorre até as 10 horas do cultivo. Depois desse periodo, a levedura entra na fase de

crescimento exponencial (fase /og).

Figura 8 - Perfil de crescimento e consumo de substrato durante a preparagdo do indculo da
levedura K. marxianus ATCC36907 a 35 °C, 180 rpm usando suco de caju como meio de

cultivo. Concentragdo de Biomassa (m) e Concentracao de Glicose mais Frutose (e).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A levedura consumiu parte dos carboidratos presentes no suco de caju (glicose e
frutose), assimilando 41,2 % em até 28 horas do crescimento do inéculo (vide Figura 8).

Os parametros de conversao foram analisados apos as 28 horas de processo,

obtendo-se uma maxima velocidade especifica de crescimento (Mxmax) de 0,203 hl e
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alcancando uma concentracdo maxima de células de 15,3 gL', com um rendimento de
biomassa (Y xs) de 0,267 g.g*.

Portanto, os resultados mostram que o indculo ainda se apresentava em fase de
crescimento até as 28 horas de cultivo, logo foi estabelecido o tempo de 24 horas de crescimento
da K. marxianus ATCC 36907 para transferéncia da cultura de inoculo ao biorreator para
producdo de 2-FE, visto que nesse tempo a levedura ainda se encontrava em fase de

multiplicagdo relevante.

4.3.2 Influéncia da concentragdo inicial de acuicar (glicose e frutose)

Para investigar o comportamento cinético da K. marxianus ATCC 36907 e a
producdo de 2-FE, o suco de caju foi diluido com 4gua destilada, para atingir diferentes
concentragdes iniciais de acucares redutores (glicose e frutose) e suplementado com L-Phe (3,0
g.L'"). As Figuras 9 (A, B e C) apresentam os perfis de produgdo de biomassa, consumo de
acucares e producdo de 2-FE por 72 horas de cultivo. Os perfis completos de biomassa,
consumo de agucar e de produgao de cada avaliagdo podem ser observados no Anexo A.

No que se refere ao crescimento microbiano (Figura 9A), pode-se observar que nao
houve fase lag, visto que o meio de indculo foi constituido do proprio suco de caju na fase de
crescimento, com o intuito de minimizar ou até mesmo eliminar a fase /ag. Ainda analisando a
Figura 9A, percebe-se que a maior concentragdo de K. marxianus ATCC 36907 foi alcangada
quando se utilizou o suco integral, ou seja, na maior concentragdo de agucares (131 + 5,7 g.L°
). Em contrapartida, nas demais concentragdes de acgucares do suco de caju avaliadas ndo se
observou uma producdo de biomassa significativamente diferenciada (p>0,05).

Analisando a Figura 9A, ¢ possivel perceber que a fase de crescimento exponencial
da K. marxianus ATCC 36907 ocorre até as 12 horas de cultivo, depois dessa faixa de tempo,
ocorre uma desacelera¢do no crescimento e a levedura entra na fase estacionaria. No periodo
ente 0 e 12 horas de processo, observa-se uma baixa producao de 2-FE (Figura 9B) enquanto
ha uma alta producao de células.

Observando a Figura 9B, entre 12 e 24 horas, a producgdo de 2-FE se torna mais
acentuada para o cultivo com maior concentracdo de agtcar (131 + 5,7 g.L'!), e apds as 24
horas, quando a levedura entra na fase estacionaria, ¢ perceptivel uma producao ainda elevada
do metabdlito. Essa fase, praticamente a fase final do cultivo, demonstra que a bioconversao da

L-Phe ainda estava ativa.
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Wittmann, Hans e Bluemke (2002) afirmaram que a producéo de 2-FE é aumentada
durante a fase estacionaria. Isso mostra que a produgdo de 2-FE, pela K. marxianus ATCC
36907, nao ocorre diretamente associada ao crescimento exponencial, visto que nessa fase a
producao de 2-FE nao foi relevante. Segundo esses autores, a levedura assimila a glicose como
fonte de energia, a qual ¢ direcionada tanto para a produg¢do de biomassa como para a
biossinteses de 2-FE. No entanto, existe uma competicao da levedura pela glicose e pela L-Phe
durante o cultivo. No momento em que a concentragcdo da fonte de carbono diminui, as 24 h
(Figura 9C), a competi¢ao da levedura por ambos os substratos também reduz, o que implica
em uma maior assimilacdo da L-Phe pela levedura e, consequentemente, um aumento na
produgdo de 2-FE na fase estacionaria, portanto, a biossintese de 2-FE ¢ parcialmente associada
ao crescimento da levedura.

Garavaglia et al. (2007), também observaram um comportamento semelhante
utilizando K. marxianus CBS 6556 para a producao de 2-FE em biorreator a temperatura de 37
°C, usando mosto de uva como substrato suplementado com 3,0 g.L'! de L-Phe. Os autores

afirmaram que a produgao de 2-FE foi mais elevada na fase estacionaria.

Figura 9 - Influéncia da concentracdo inicial de aguicar no crescimento celular (A) producao de
2-FE (B) e consumo de acgtcar total (C) para os cultivos realizados a 35 °C, 250 rpm, aeragdo
de 2 L.min"! e 3,0 g.L! de L-fenilalanina, utilizando suco de caju nas concentragdes de agucar

total (glicose + frutose) de 131 £ 5,7 g L' (m); 106 £ 1,2 g L' (m); 74 £ 2,8 g. L' (m).
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Em relacdo ao consumo de agticar pela K. marxianus ATCC 36907 (Figura 9C), em
todas as concentragdes estudadas, observou-se que aproximadamente 97,0 % da concentracao
inicial de agtcares foi consumida em até 32 horas de cultivo. Nao foi possivel observar a
preferéncia do micro-organismo pelos agucares do suco de caju. Apesar disso, Fonseca,
Carvalho e Gombert (2013) estudaram o crescimento da K. marxianus CBS 6556 em diferentes
combinagdes de acucares, e demonstraram que a glicose ¢ mais preferida pela K. marxianus do
que a frutose.

Além disso, a preferéncia por glicose pela K. marxianus CCA 510 também foi
relatada por Palitot (2017). No estudo de Palitot (2017) as concentragdes de frutose
mantiveram-se com baixas variagdes ao longo do tempo, e as concentragdes de glicose se
esgotaram por completo em até 30 horas de cultivo. Embora os dois estudos tenham utilizado
a levedura K. marxianus, as cepas especificas eram diferentes da cepa empregada no trabalho
em questdo.

Por outro lado, sabe-se que o transporte de agucar nas leveduras pode ocorrer a
partir de dois diferentes mecanismos, os quais sdo definidos como sistemas de cotransporte,
que simultaneamente carregam dois solutos através da membrana. Quando os substratos se
movem em sentidos opostos, o processo ¢ denominado antiporte. No sistema simporte a
passagem de duas substancias ocorre no mesmo sentido, um exemplo desse sistema € o
transportador de lactose da Escherichia coli (simporte lactose-H") que é movido pela energia
de um gradiente de prétons (NELSON; COX, 2014).

Em vista disso, uma explicagdo para o consumo de acucares pelas leveduras,
especificamente para K. marxianus, foi discutida por Gasnier (1987), que descreveu alguns

mecanismos relacionados ao transporte de agucares para a K. marxianus € concluiu que a
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glicose pode atravessar a membrana celular através de dois transportadores funcionalmente
distintos, sendo um transportador de glicose de alta afinidade que € o simporte glicose-proton
e outro de baixa afinidade, no qual a atividade ndo esta associada ao movimento do proton.

No caso da frutose, ela ¢ transportada pelo sistema de baixa afinidade que ¢ também
utilizado pela glicose quando presente no meio. Embora a glicose e a frutose compartilhem um
sistema comum, existe também um simporte de protons de alta afinidade especifico para a
frutose, que permite o consumo deste monossacarideo em paralelo ao consumo da glicose.
Diante disso, a repressao exercida pela glicose sobre o consumo de frutose € certamente muito
baixa em K. marxianus (FONSECA; CARVALHO; GOMBERT, 2013).

Do ponto de vista industrial, o consumo simultdneo de agucares pelo micro-
organismo produtor ¢ altamente desejado, pois diminui o tempo de processo e,
consequentemente, aumenta a produtividade (FONSECA; CARVALHO; GOMBERT, 2013).

As velocidades especificas de crescimento celular (uy), consumo de substrato (us)
e producéo de 2-FE (up) foram calculadas, e os resultados para as concentracdes de glicose mais
frutose de 131 +£5,7 gL, 106 £1,2g. L''e 74 +2,8 g.L "' no suco de caju sdo apresentados nas
Figuras 10 e 11.

Na Figura 10A, comparando todos os experimentos realizados, € possivel observar
que a velocidade especifica de crescimento (i) foi maior na menor concentragao de agucar (74
+ 2,8 g L'"), mostrando um Mxmax de 0.50 h!' (vide Tabela 7), enquanto que para as demais
concentragdes de agticar estudada (131 e 106 g.L!) as velocidades especificas de crescimento
(&x) foram muito semelhantes. As velocidades especificas de crescimento (i) e de consumo de
substrato (s), Figuras 10A e 10B, apresentaram perfis analogos, correlacionando-se muito bem

e mostrando que as reacdes de catabolismo do aglcar estdo voltadas mais para o crescimento

celular do que para a producdo de 2-FE, tendo em vista que as velocidades especificas de

producdo (up), Figura 10C, ndo apresentaram o mesmo comportamento que as demais.
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Figura 10 - Velocidades especificas de crescimento (ux), consumo de substrato (us) € producao
de 2-FE (up) para os cultivos realizados a 35 °C, 250 rpm, aeracdo de 2 L.min"! ¢ 3,0 g.L'! de
L-Phe, utilizando suco de caju nas concentracdes de agucar (glicose + frutose) de 131 £5,7 g.L”

'(m); 106 £ 1,2 gL (m); 74 £2,8 gL' (m).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Percebe-se na Figura 10B que a maior velocidade de consumo de substrato ocorreu
na concentracdo intermedidria de agticar (106 g.L!). A maxima velocidade especifica de
produgdo de 2-FE, Figura 10C, foi na concentragdo de 131 g.L"! de aclicar, enquanto as demais
velocidades especificas de produgdo foram inferiores ao resultado da maior concentragdo de
agucar.

Como pode ser observado, as velocidades especificas de crescimento, consumo de
substrato e formacdo de 2-FE, ndo parecem seguir um padrdo correlacionado com a
concentragio inicial de agticar. E dificil identificar uma tendéncia ao inspecionar as velocidades
especificas, exceto pelo fato de que ha uma diminuicao nas velocidades especificas de produgao

com a diminuic¢ao das concentra¢des de acticares.
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E importante destacar o comportamento do metabolismo da K. marxianus ATCC
36907 na producdo de 2-FE, utilizando o suco de caju como substrato. Para evidenciar melhor
as velocidades de crescimento e producao, percebe-se nas Figuras 11 (A, B e C) que a maior
taxa de crescimento ocorre nas primeiras horas de cultivo, em torno de 5 horas, apds esse tempo,

as taxas de crescimento comegam a reduzir em todos os experimentos.

Figura 11 - Perfil das velocidades especificas de crescimento gx (m), consumo de substrato us
(m) e producao de 2-FE up(m) para os cultivos realizados a 35 °C, 250 rpm, aeragdo de 2 L.min
e 3,0 g.L! de L-Phe, utilizando suco de caju nas concentragdes de aglicar (glicose + frutose)

de 131+5,7 g L1 (A); 106 + 1,2 ¢ L (B); 74 + 2,8 ¢.L"' (C).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Considerando as Figuras 11 (A, B e C) ¢ possivel compreender que no comego do
processo predominaram as transformacdes produtoras de energia, com formagao de biomassa e
baixa producio de 2-FE, ligada as reacdes de decomposicio do substrato. E também visivel que
apods esse periodo inicial, a taxa especifica de producdo comeca a aumentar em torno de 16

horas, chegando as maximas velocidades em aproximadamente 24 horas do cultivo, quando o
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metabolismo catabolico das leveduras se encontrava reduzido. Provavelmente € nesse periodo
que o micro-organismo assimila mais eficientemente a L-Phe. Pode-se comprovar mais uma
vez por meio dos perfis de velocidades, que a producao de 2-FE ¢ parcialmente associada.

Na Figura 12 fica mais evidente o comportamento da produgao de biomassa e de 2-

FE em relacdo a concentragao inicial de agucar.

Figura 12 - Maxima concentragdo de biomassa Xni (m) e producdo P (W) para as
concentragdes de agucar total (glicose + frutose) de 131 £5,7 gL'}, 106 £ 1,2 gL', 74 £ 2.8
gLt
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Observa-se na Figura 12 que a maxima producao de biomassa (Xna) de 18,18 +
0,50 g.L! foi verificada na maior concentracio de agtcar (131 + 5,7 gL!). Nas duas
concentragdes mais baixas de agucar a cepa K. marxianus ATCC 36907 atingiu uma
concentracio de biomassa de 14,70 = 0,28 gL' e 13,94 + 0,11 gL', respectivamente, nas
diluigdes do suco de caju com 106 £ 1,2 g.L''e 74 £ 2,8 g.L'! de agticar.

No estudo realizado por Palitot (2017), que também utilizou o suco de caju integral
para a produgdo de 2-FE por K. marxianus CCA 510, a concentragdo maxima de biomassa
alcangada durante o cultivo, quando realizado com suplementagdo de 3,0 g.L™! de L-Phe a 35
°C, foi de 5,63 g.L'\.

Uma concentracdo maxima de biomassa semelhante foi observada por Gao e

Daugulis (2009) utilizando K. marxianus CBS 600, em seu estudo elaborado com 70 g.L"! de
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glicose ¢ 26 g.L'! de L-Phe a uma temperatura de 35 °C, eles conseguiram observar uma
producio celular de 5,8 g.L"! obtida no final de 42,5 horas.

Comparando os resultados deste trabalho com os estudos realizado por Palitot,
(2017) e Gao; Daugulis, (2009), para a producdo de biomassa, é provavel que os acglcares
(glicose e frutose) tenham sido utilizados mais para o crescimento da levedura do que para a
producdo de 2-FE, visto que no estudo de Palitot (2017) e de Gao ¢ Daugulis (2009) foi possivel
obter uma producio maxima de 1,04 gL' e 1,4 g.L'! de 2-FE, respectivamente, enquanto no
estudo em questio a maxima producio de 2-FE foi 0,84 g.L'!.

Semelhante & concentracdo celular, a maxima produ¢do (P i) de 0,84 g.L! de 2-
FE foi obtida também quando se utilizou a maior concentragio de acucar (131 +5,7 g.L'!). Nas
concentracdes de 106 e 74 g.L!, onde a producdo de 2-FE foi de 0,46 + 0,04 g.L! ¢ 0,43 +
0,002 gL' para as respectivas concentracdes de aglicar, ndo se percebeu diferencas
significativas na formac¢ao de 2-FE (p>0,05).

Em condicbes similares as utilizadas neste trabalho, Garavaglia et al. (2007)
utilizando K. marxianus CBS 6556 para a producgdo de 2-FE em mosto de uva na concentragdo
de 186,2 g.L™* de aclcares redutores, suplementado com 3,0 g.L de L-Phe, foi possivel avaliar
uma maxima producdo de biomassa de 11,2 g.L"t e 0,77 g.L* de 2-FE, em que a biomassa e 0
2-FE produzidos foram, respectivamente; 38,4 % e 8,3 % inferiores as concentragdes obtidas
neste trabalho.

Mesmo o agucar tenha sido direcionado mais para a producdo de biomassa, ainda
ha uma grande influéncia da concentragdo inicial de aglicares na producao de 2-FE. Visto que
na concentracio de 131 g.L"! foi obtido praticamente o dobro de 2-FE, quando se compara aos
resultados das concentragdes mais baixas de agucares.

Outro fator importante € que por se operar em aerobiose, normalmente a quantidade
de células geradas costuma ser muito intensa, em relagdo ao agticar consumido, ao lado de uma
quantidade relativamente baixa de produto.

Os parametros de conversao, que descrevem o desempenho do micro-organismo,
foram calculados considerando ambos os aglicares (glicose e frutose) como a Unica fonte de

carbono, os resultados estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Rendimento em biomassa, Yxs (g.g'), rendimento de 2-FE, Yrs (g.g™),
produtividade de 2-FE QOp (g.L''.h'), produtividade de biomassa QOx (g.L'.h!) e maxima
velocidade especifica de crescimento fx max (h™') para as concentragdes de agucar total (glicose
+ frutose) de 131 £ 5,7 g.L''; 106 + 1,2 g.L''; 74 + 2,8 g.L'! nos cultivos realizados a 35 °C,
250 rpm, aeracdo de 2 L.min"' e 3,0 g.L"! de L-Phe.

Parimetros Concentracio de Acucar (glicose + frutose)
131 £5,7 (gL' 106 £ 1,2 (gL 74 +2,8 (g.L)

Y us(g.gh) 0,1330? 0,1383% 0,1801°
Vos(ggh 0,0066° 0,0045¢ 0,0060°
Y px(g.g?h) 0,0496" 0,0323¢ 0,0334°

Or (gL 1.0 0,0116" 0,0064¢ 0,0060¢

Ox (g.L'h'h 0,2526 0,2042! 0,1937!
Mxmax (h™) 0,3428* 0,3448* 0,5039!

Valores com letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente ao nivel de 5 % de significancia (p>0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Observando a Tabela 7, o maior rendimento de biomassa (Yxs = 0,18 g.g!) foi
obtido do crescimento no suco de caju com a concentragdo inicial de 74 g.L!' de agucares
redutores, assim como a maior taxa especifica de crescimento (HMxmax 0.5039 h'). Pode-se
constatar uma diminui¢io desse rendimento de 0,18 g.g™! para aproximadamente 0,13 g.g"! nas
concentragdes mais elevadas de aglicar, bem como a reducao da taxa especifica de crescimento.
A diminuigdo do rendimento da biomassa, mesmo que nao tenha sido acentuada, provavelmente
foi devido ao aumento da contribui¢do de energia para manutengdo celular e ao desvio do
carbono para a formacao de metabodlitos.

O maior rendimento de 2-FE (Y pis) de 0.0066 g / g de substrato foi obtido para o
cultivo realizado na maior concentragio de acticar (131 g.L'!), no entanto, esse parametro nio
foi significativamente diferente ao encontrado na concentragdo de 74 g.L"! de substrato. Ja para
concentracgdo intermediaria de agucar, o valor encontrado foi relativamente mais baixo.

A produtividade volumétrica de 2-FE (0.0116 g.L'.h") foi maior para o meio com
131 g.L'! de substrato quando comparado aos resultados dos outros meios com concentragdes
mais baixas de agucar. Percebe-se que a produtividade volumétrica foi proporcional ao aumento
da concentragdo de acucar, o que ndo pode ser confirmado para o rendimento de Y ps.

Conde-Béez et al. (2017) estudaram a producéo de 2-FE em soro de leite constituido
de 55,1 g.L* de lactose sem suplementacdo de L-Phe durante 24 horas a 30 °C utilizando a K.
marxianus. Os autores observaram uma maxima producdo de 2-FE de 0,96 g.L™* com uma

produtividade volumétrica de 2-FE de 0,009 g.L2.h' . Esse trabalho apresentou uma maxima
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taxa especifica de células de 0,18 h*!, um rendimento de biomassa de 0,19 g.g.™, na qual a
produtividade volumétrica de produto e o PUxmax foram muito inferiores aos encontrados neste
trabalho. No entanto, a producdo de 2-FE obtida por esses autores foi mais elevada do que a
obtida neste trabalho.

Em relacdo ao desvio metabdlico da produgdo de biomassa em produto (Yrx), a
Tabela 7 mostra que para esse pardmetro o maior valor (0,0496 g.g”!) foi encontrado na
concentracdo de aglicar mais elevada, ja para as outras concentragdes de aglcares avaliadas,
ndo houve diferenca significativa no rendimento Y px.

Palitot (2017) utilizando suco de caju para produzir 2-FE por K. marxianus CCA
510 em condic¢des semelhantes a deste estudo, alcancou um rendimento de produto por desvio
metabolico cerca de 2,8 vezes superior ao maior rendimento (Y px) encontrado neste trabalho,
mostrando que neste estudo o desvio dos agucares foi muito baixo para a produgio de 2-FE.

Essas diferengas nas concentragdes e nos parametros do processo sdo consequéncia
das condi¢des do processo, das diferencas entre as linhagens da K. marxianus, das formas em
que as cé¢lulas foram propagadas e preservadas (FONSECA; CARVALHO; GOMBERT, 2013).

A obtengdo de concentragdes elevadas de um metabolito em um cultivo aerébio
depende também da capacidade de se transferir oxigénio (O2) para a fase liquida. Geralmente,
em meio aquoso sob 1 atmosfera e a 35 °C, a concentragdo de oxigénio dissolvido na satura¢ao
¢ apenas da ordem de 7 mg.L'!, ou seja, o oxigénio é pouco soliivel em 4gua, entdo de nada
adiantaria dissolver concentragdes elevadas de acticar no meio, se ndo for possivel introduzir
ao longo do processo o oxigénio necessario para suportar a condigdo de aerobiose. Como as
fermentacdes ndo sdo realizadas utilizando 4dgua pura, a presenga de solutos como sais, acidos
e acucares afeta a solubilidade do oxigénio (DORAN, 2013).

No suco de caju, presume-se que a concentragdo de saturagdo do oxigénio em
relagdo ao valor observado para a d4gua seja ainda menor, devido a dissolugdo de outras espécies
quimicas presentes no meio, além dos agticares (SCHMIDELL et al., 2001).

A escolha do substrato utilizado no meio de cultivo, bem como sua concentracao,
pode afetar também a demanda de oxigénio. A taxa especifica de oxigénio consumido ¢ maior
quando se utilizam substratos de carbono com alto grau de redugdo, por exemplo quando ha
glicose no meio de cultivo (DORAN, 2013).

Durante os cultivos, foram medidas as concentragdes instantaneas de oxigénio
dissolvido utilizando um eletrodo polarizado. No inicio dos cultivos, a concentracdo de O era

a de saturacdo, a qual diminuia gradativamente com o aumento da concentracdo de biomassa
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(dados ndo apresentados), visto que as células utilizam o Oz no processo de respiracao celular.
Dessa forma, utilizando os dados fornecidos pelos sensores do biorreator, foram calculadas as
maximas taxas especificas de consumo de oxigénio (qO, mmol.g.L"2.h) e as concentraces
totais de oxigénio consumido (QO2 mmol) em até 60 horas de processo. A Tabela 8 apresenta
os resultados do consumo de oxigénio em todos os experimentos realizados para as
concentraces iniciais de agUcares.

Um aumento na taxa de crescimento especifico pode levar a maiores taxas de
consumo de substrato e de oxigénio. No entanto, ndo foi adequadamente observado essa
tendéncia neste trabalho, ja que a maior taxa especifica de crescimento (i =0,5 h™') ocorreu na
menor concentracio de acgucar (74 gL!), e as méximas taxas especificas de consumo de
oxigénio (qO2 = 4,24 mmol.g.L"!. h'!) e de substrato (us). foram observadas na concentragio

de 106 g.L"! de acucar.

Tabela 8 - Taxas especificas e consumo total de consumo de oxigénio em 60 horas de cultivo
para as concentragdes de agucar total (glicose + frutose) de 131 +£5,7 g.L; 106 £ 1,2 g.L'!; 74
+ 2,8 g.L"! nos cultivos realizados a 35 °C, 250 rpm, aerac¢do de 2 L.min"' e 3,0 g.L"! de L-Phe.

Parametros Concentracdo de AcUcar (Glicose + Frutose)
131g.L* 106 g.L*! 74 g.L1
qO2 mmol.g.L1.h! 3,8 4,24 2,51
QO2 mmol 206,1 163,35 178,2

Fonte: Elaborada pelo autor.

Como pode ser observado na Tabela 8, o maior consumo cumulativo de oxigénio
(206,1 mmol) ocorreu na maior concentragdo de agucar, visto que, nesta mesma concentragao,
também se observou a maior producio de biomassa (18,18 g.L!). Logo, supde-se que foi
necessario um maior consumo de oxigénio, a fim de produzir energia suficiente para sinteses

de moléculas, manutencao das células, bom como para o crescimento de novas células.

4.3.3 Efeito da producdo de 2-FE em batelada alimentada

Para investigar se a repressao de catabdlitos (glicose) poderia se estabelecer durante
os cultivos em batelada com a cepa K. marxianus ATCC 36907, ou se haveria um possivel
aumento da producdo de 2-FE, foi realizado um processo de batelada alimentada com 50 g.L!
de glicose em 12; 24 e 48 horas do processo. A Figura 13 apresenta os perfis da produgado de 2-

FE em batelada alimentada.
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Figura 13 — Perfis da producdo de 2-FE representados em termos de concentracdo (A) e em
massa (B) do sistema de batelada alimentada a 35 °C, 250 rpm, aeragio de 2 L.min™! utilizando
suco de caju suplementado com 3,0 g.L"! de L-Phe e adicionado de glicose (50 g.L!) em tempos

pré-estabelecidos. (¢) 2-FE; (m) Biomassa e (®) Glicose + Frutose.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O que pode ser observado na Figura 13A, nas primeira e segunda etapas de
alimenta¢do (12 e 24 horas), ¢ um rapido consumo de substrato com simultanea producao de

biomassa e de 2-FE. A concentra¢do de biomassa apresenta um perfil decrescente durante a
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alimentac¢do, pois a concentragdo de micro-organismo ndo depende s6 da massa presente, mas
também do volume decorrente do acréscimo de nutriente no meio.

Na ultima etapa de alimentag¢do, as 48 horas, ndo se observou crescimento
acentuado de biomassa e nem producao de 2-FE até as 72 horas, mas houve um consumo de 72
% do substrato a partir da tltima alimentacdo até o final do processo. Logo, a hipdtese a ser
considerada ¢ que as células consumiram o substrato para gerar energia, porém a energia
produzida nessa etapa nao foi aplicada para crescimento de biomassa e sim para manutengao
do maquinario celular.

Outra suposi¢ao € que a energia gerada foi utilizada na reestruturagao da fisiologia
celular, em virtude da alta concentragdo de substrato, voltada para uma nova capacidade de
crescer ¢ consequentemente continuar produzindo. No entanto, nao foi observado um novo
crescimento, mas ¢ visivel que apos as 72 horas hd um ligeiro aumento da produc¢ado de 2-FE de
0,80 para 0,86 g.L!.

A producdo de 2-FE foi o principal fator utilizado como resposta para essa fase do
estudo. Dessa forma, ao avaliar a Figura 13A, € possivel perceber que a cada adi¢do de glicose,
a concentracdo de 2-FE aumentou até o maximo de 0,86 g.L!. No entanto, em relac¢iio ao estudo
anterior, foi observado uma menor produ¢io de biomassa (14,62 + 0,95 g.L!) no final das 80
horas de cultivo. Essa menor producao refor¢a a teoria de que o substrato foi utilizado mais
para preservagao da viabilidade celular, do que para o crescimento.

Observa-se na Figura 13B que a maxima produgdo de 2-FE, em termos de massa,
foi de 0,69 + 0,05 g e de biomassa 11,5 + 0,74 g. Em relacdo a produgdo de 2-FE, pode-se dizer
que neste processo, houve uma melhora na produgdao quando comparado com os estudos
anteriores, os quais apresentaram uma meédia de produgao de 0,62 g de 2-FE, sendo esta melhora
cerca de 11,3 % no final de 80 horas de processo. No entanto, deve-se levar em consideragdo o
custo beneficio deste tipo de processo, se realmente € promissor acrescentar mais nutriente e
aumentar o tempo de producao.

No que se refere a massa de células, observou-se nesta etapa de batelada alimentada
uma produgdo de biomassa em torno de 15 % inferior, quando se compara aos demais estudos,
nos quais resultaram uma média de 13,5 g de biomassa. A reducdo na quantidade de células
pode estar atribuida a alta quantidade de nutrientes, reprimindo o aumento da producao celular.

Um estudo de batelada alimentada realizado por Fabre ef al. (1995) utilizando a K.
marxianus CBS 6556 para a producao de 2-FE a 23 °C, em biorreator contendo 15 L de meio
definido, alimentado com glicose (5 a 8 g.L™!), foi possivel obter uma méaxima producio de

biomassa de 36 g. L' e 0,4 g.L"! de 2-FE. Provavelmente, a produgio foi realizada por meio
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da via de sintese de novo, pois o meio ndo foi suplementado com L-Phe. Analisando os
resultados desse autor, a producdo de biomassa foi 2,4 vezes maior que a concentragdo obtida
neste estudo. Percebe-se que a fonte de carbono foi direcionada mais para o crescimento do que

para producao de 2-FE, a qual foi praticamente a metade do que a produzida neste trabalho.

4.4 Conclusao

Foi demonstrado que os processos realizados neste estudo foram conduzidos com a
K. marxianus ATCC 36907 ainda em fase de crescimento relevante.

Foi constatado também que a concentragdo inicial de acucar (glicose e frutose)
influenciou o metabolismo da K. marxianus ATCC 36907 na produgdo de 2-FE, mostrando que
a maior producdo do metabodlito e de células ocorreu utilizando a maior concentragao de
acucares do suco de caju. Foi possivel concluir também que a producdo de 2-FE pela cepa K.
marxianus ATCC 36907 ¢ parcialmente associada ao crescimento, que foi mais elevada na fase

estacionaria.

De modo geral, foi possivel concluir que a estratégia de alimentacdo pode ser
utilizada para o aumento da producao de 2-FE. Foi possivel constatar também uma redugao no
crescimento da levedura no processo de batelada alimentada.

Por fim, como a melhor produgio de 2-FE ocorreu na concentragio de 131 g.L'! de
acucar, levando em consideracdo os custos do processo de batelada alimentada, esta

concentra¢do foi tomada como base para os préximos experimentos.

5 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE L-PHE NO SUCO DE CAJU PARA
PRODUCAO DE 2-FE

5.1 Introducao

As substitui¢des dos meios nutrientes padrdoes da microbiologia por matrizes de
alimentos complexas, como mosto de soja, suco, leite, mostraram que a composi¢ao do meio
nutritivo induz a expressdo de diferentes conjuntos de genes envolvidos na sintese de
metabolitos. Essa observagao levou a elaborar sistemas experimentais mais definidos, em que

um produto quimico puro serve como precursor a ser convertido ao metabolito de interesse.
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Assim, a adi¢do de um precursor adequado torna-se uma ferramenta modelo para melhorar os
rendimentos do processo (BERGER; KRINGS, 2014).

A presenca de L-Phe no meio de cultivo ¢ fundamental para uma produgdo mais
eficiente de 2-FE, e por isso, esse aminoacido € considerado como o seu precursor natural.
Segundo Wittmann, Hans e Bluemke, (2002); Eshkol er al. (2009) sd0 necessarias
concentragdes relevantes do precursor para fazer o metabolismo das leveduras se desviar para
a rota de Ehrlich, rota da transformacdo microbiana da L-Phe a 2-FE. Esse metabdlito é
derivado quase que exclusivamente da L-Phe exdgena, enquanto que a contribuicdo da glicose
parece ser muito baixa.

A ativagdo da sintese de 2-FE em meio suplementado com L-Phe ja foi demonstrada
por diversos autores. Por exemplo, Etschmann, Sell e Schrader (2003) utilizaram 7,0 g.L"! de
L-Phe e obtiveram uma producio de 0,89 g.L! de 2-FE com a K. marxianus CBS 600; Eshkol
et al. (2009) em seu estudo usando 10,0 g.L'! de L-Phe, foi possivel obter uma produgio de 0,9
g.L! de 2-FE com Saccharomyces cerevisiae. No estudo de Oliveira et al. (2013b) utilizando a
K. marxianus ATCC 36907 foi possivel obter uma producéo de 0,19 g.L! de 2-FE a partir de
3,0 g.L! de L-Phe.

Logo, o controle da suplementagcdo de L-Phe no meio de cultivo parece ser uma
opcéo apropriada para elevar os niveis de 2-FE durante o processo.

Diante disso, esta etapa do trabalho teve como objetivo avaliar qual concentragao
inicial de L-Phe ¢ mais significativa na sintese de 2-FE, assim como calcular a massa de 2-FE
arrastada pela corrente gasosa, e um possivel aumento da producdo de 2-FE com a variagdo da
aeracdo e L-Phe. Espera-se que os dados gerados resultem uma melhor compreensdo do

mecanismo de producao de 2-FE por K. marxianus ATCC 36907 em suco de caju.

5.2 Material e Método

Os experimentos realizados na avaliagdo da concentracéo inicial de L-Phe no processo

de producéo do 2-FE seguiram as metodologias apresentadas nos tépicos 3.1 a 3.4 do capitulo 3.

5.2.1 Influéncia da concentragdo de L-fenilalanina (L-Phe) no suco de caju para a

produgdo de 2-FE

Foi realizado o estudo do efeito da concentragdo de L-Phe no suco de caju integral,

constituido por uma média de 133,4 + 2.4 g.L'! de agucar total (glicose e frutose). Para isso,
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avaliou-se as concentragdes de 1,0; 3,0; 4,0 e 10,0 g.L!' de L-Phe, mantendo a aeragio de 2
L.min!, a temperatura de 35 °C e agitacdo de 250 rpm. Nesse estudo, também foram analisados
os parametros cinéticos € de conversao. Para cada concentragdo foram avaliadas as taxas
especificas de crescimento celular (ux), taxa especifica de consumo de agulcar (us) e de produgédo
de 2-FE (up), concentracdo maxima de biomassa Xux (g.L!) e de 2-FE Py (g.L ), assim como
os rendimentos de biomassa (Yxs), de produto (Ypss) € a relagdo do desvio de agucar da sintese
de biomassa para produgao de 2-FE (Yp.x). Foram avaliados também a méaxima taxa especifica
de consumo de O> (¢O2) e o consumo total de O2 (QO2) em 60 horas de cultivo, seguindo a

metodologia exposta no topico 3.5.5.

5.2.2 Massa de 2-FE no meio e massa arrastada pela corrente gasosa

Foi realizado um estudo para calcular o arraste de 2-FE pela corrente de ar no reator.
Para tal finalidade, utilizou-se um frasco contendo uma solugao de 200 mL de alcool etilico 70
%, acoplado ao condensador do reator, o qual foi ligado a um banho na temperatura de 15 °C
para condensagao e solubilizacdo do 2-FE arrastado. Foram retiradas aliquotas da solucao do
frasco em intervalos de tempos pré-definidos, as amostras foram avaliadas seguindo a
metodologia do topico 3.5.3. Esses experimentos foram realizados em biorreator a 35 °C e 250
rpm.

Para o experimento (A), o reator foi aerado a 4,0 L.min™' com suplementagio de 8,0

g.L'! de L-Phe no suco de caju.

Para o experimento (B), o reator foi aerado a 5,0 L.min"' com suplementagio de

10,0 g.L! de L-Phe no suco de caju.

5.2.3 Métodos analiticos

As concentracdes de biomassa, substrato, 2-FE, os parametros cinéticos e de
conversdao foram mensurados seguindo as metodologias apresentadas nos topicos 3.5.1 a 3.5.4

do capitulo 3.



68

5.3 Resultados e Discussao
5.3.1 Influéncia da concentragdo de L-Phe no suco de caju para a producgdo de 2-FE

Um segundo aspecto deste estudo foi investigar os efeitos da variacdo de L-Phe no
suco de caju. Sabe-se que a producdo significativa de 2-FE ocorre apenas em meio
suplementado com L-Phe. Assim, os resultados da variagdo do precursor na producao de 2-FE
sdo apresentados na Figura 14. Os perfis unidos de cada avaliagdo podem ser encontrados no

Anexo A.

Figura 14 - Efeito da concentragdo de L-Phe no crescimento celular (A), produgdo de 2-FE (B)
e consumo de agucar total (C), para os cultivos realizados a 35 °C, 250 rpm, aeragdo de 2 L.min"
!'utilizando suco de caju nas concentragdes de aglicar total (glicose + frutose) de 133 £2,4 gL

!, Concentragdes de L-fenilalanina de 1,0 g.L! (m); 3,0 g.L! (m); 4,0 g.L"' (m) e 10,0 g.L! (m).
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Estudando as Figuras 14A e 14B, durante a fase inicial, caracterizada pelo
crescimento exponencial entre as faixas de tempo de 0 a 12 horas, ¢ possivel perceber uma
baixa producio de 2-FE e uma elevada produgéo de células para todos os cultivos. E provavel
que nesse periodo de tempo o consumo da L-Phe nao seja significativo, e a possivel rota de
producdo seja por meio da sintese de novo, utilizando os agucares presentes.

Ap6s essa fase inicial, hd uma diminui¢do no crescimento e a levedura comega a
entrar na fase estaciondria. E ¢ nesse mesmo periodo que se observa um aumento consideravel
da producao de 2-FE, acredita-se que nessa fase a rota de Ehrlich seja ativada pela levedura.
Esse comportamento ¢ exatamente o mesmo observado no estudo anterior, ou seja, a maior
produgdo de 2-FE ocorre apds as 12 horas de cultivo e na fase estacionaria, a qual se estabelece
em 24 horas de processo.

Ainda analisando as Figuras 14A e 14B, com excec¢do do cultivo suplementado com
1,0 g.L! de L-Phe, todos os outros apresentaram uma alta produgio de biomassa, as quais ndo
foram significativamente diferenciadas (p>0,05).

Uma hipotese a ser considerada ¢ que a levedura esteja consumindo a L-Phe
também para producdo de energia e crescimento celular, tendo em vista que na menor
concentragdo do precursor, também foi verificado a menor produgdo de biomassa e de 2-FE
(WITTMANN; HANS; BLUEMKE, 2002).

Na Figura 14B, pode-se verificar que a maior producdo de 2-FE ocorreu nos
cultivos suplementados com 3,0; 4,0 e 10,0 g.L'! de L-Phe, as médias destas concentracdes
também ndo apresentaram diferengas significativas (p>0,05).

Avaliando o cultivo com 1,0 g.L"! de L-Phe (Figura 14B), nota-se uma perceptivel
queda da concentragdo de 2-FE em 48 horas. Uma explicagdo sugerida ¢ que, possivelmente,
tenha sucedido uma transformacio do 2-FE. E importante lembrar que na rota de Ehrlich para
a bioconversao da L-Phe, o 2-FE pode ser convertido em 2-feniletil acetato (vide Figura 4).

No que se refere ao consumo de substrato (Figura 14C) pela K. marxianus ATCC
36907 também nao foi possivel avaliar a preferéncia do actcar pelo micro-organismo, mas o
comportamento ¢ precisamente o mesmo discutido no capitulo anterior. Para todos os
experimentos foi consumido cerca de 97,2 % do substrato inicial até as 32 horas de cultivo.
Pode-se destacar também que apds as 24 horas de processo, esses substratos foram
provavelmente usados para fins de manuten¢dao e formagdo de produtos, uma vez que a

concentragdo de biomassa (Figura 14A) permaneceu praticamente constante até as 72 horas.
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Na Figura 15 s3o apresentados os comportamentos das taxas especificas de
crescimento celular (i), consumo de substrato (us) € de produgdo (up) em relagdo ao aumento

da concentragao inicial de L-Phe no suco de caju.

Figura 15 - Velocidades especificas de crescimento (wx), consumo de substrato (us) € produgdo
de 2-FE (up) para os cultivos realizados a 35 °C, 250 rpm, aera¢do de 2 L.min™' para as
concentragdes de 1,0 (m), 3,0 (m), 4,0 (m) e 10,0 (m) g.L"! de L-fenilalanina, utilizando suco de

caju integral.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A maior velocidade especifica de crescimento microbiano (Figura 15A) foi
verificada na concentracio de 4,0 g.L"! de L-Phe, e a menor ocorreu na concentragio de 3,0 g.L°
!, Para as demais, (1,0 e 10,0 g.L"! de L-Phe) as velocidades especificas de crescimento foram
praticamente iguais. Em vista disso, entende-se que ndo houve uma tendéncia de aumento das

velocidades de crescimento ao aumentar a concentragdo do precursor no meio.
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O cultivo realizado na concentragdo de 10,0 g.L' de L-Phe apresentou a maior
velocidade especifica de consumo de aglicar, e a menor foi em 3,0 g.L"! do precursor (Figura
14B).

Ao analisar a Figura 15C, a maior taxa especifica de produgdo foi verificada na
concentragio de 1,0 g.L! de L-Phe. Pode-se perceber também que para as concentragdes de 1,0
e 3,0 g.L! de L-Phe, as taxas especificas de produ¢io de 2-FE crescem subitamente em 24 horas
e decaem rapidamente ap6s o esgotamento do agucar em 32 horas. Ja para as concentragdes de
4,0 e 10,0 gL' de L-Phe as velocidades crescem compassadamente desde o inicio dos
processos, e também decaem lentamente apos as 32 horas quando o substrato ¢ limitado.

Na Figura 16 sao apresentados os perfis das velocidades especificas de crescimento

celular (ux), consumo de substrato (us) e de produgdo (up) para cada concentragdo de L-Phe

avaliada.

Figura 16 - Perfil das velocidades especificas de crescimento ux (m), consumo de substrato us
(m) e producdo de 2-FE up(m) para os cultivos realizados a 35 °C, 250 rpm, aeracdo de 2 L.min"
!, utilizando suco de caju nas concentra¢des de agticar (glicose + frutose) de 133 £2,4 gL',

para concentragdes de 1,0 g.L ! (A); 3,0 g.L1(B); 4,0 g. L' (C) € 10,0 g.L ! (D) de L-Phe.
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Ao observar a Figura 16, fica claro que os perfis das taxas especificas de
crescimento e consumo de substrato sdo analogos, fato esse, igualmente observado no estudo
anterior. Inicialmente, para todos os cultivos, hd uma predominancia das reagdes cataliticas do
substrato voltadas para o crescimento até as 4 horas de processo.

J& para o comportamento das velocidades especificas de producado, sdo observados
perfis semelhantes, mas com tempos diferentes para o inicio da velocidade formagdo de
produto. Nos processos com 1,0 e 3,0 g.L'! de L-Phe (Figuras 16A e 16B), as velocidades de
producdo comegam a aumentar a partir das 16 horas, mas para os cultivos realizados com 4,0 e
10,0 g.L! de L-Phe (Figuras 16C e 16D), essas velocidades sio mais altas ja nas primeiras horas
dos cultivos, chegando ao seu 4pice praticamente em 24 horas para os experimentos com 1,0;
3,0 e 4,0 g.L"! do precursor e em 16 horas para o processo com 10,0 g.L!.

A Figura 17 apresenta a relacdo entre a maxima produg@o de biomassa e de 2-FE

com a variacdo da concentra¢do de L-Phe no suco de caju.
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Figura 17 - Maxima concentragdo de biomassa X (m) € produgdo Py (m) para os cultivos a
35 °C, 250 rpm, aera¢do de 2 L.min"!, realizados com suco integral (133 + 2,4 g. L") nas
concentragdes de 1,0, 3,0, 4,0 e 10 g.L"! de L-Phe.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Analisando a Figura 17, ndo houve acréscimo significativo (p>0,05) na produgao
de biomassa para os estudos com concentragdes iniciais de L-Phe de 3,0; 4,0 e 10,0 g.L,
chegando ao maximo de 18,18 £ 0,50 g.L'!, 17,67 £ 1,34 g.L-' e 18,30 + 0,33 g.L! de células,
respectivamente, para as concentragdes do precursor. Fato esse que ndo corrobora com o0s
resultados analisados por Palitot (2017), que em seu estudo avaliando a producdo de 2-FE em
suco de caju com e sem suplementacdo de L-Phe, percebeu uma menor concentracdo de
biomassa, aproximadamente 5,6 g.L"!, quando suplementou o meio com L-Phe, ou seja, a L-
Phe teve influéncia no crescimento.

Neste estudo as concentragdes de biomassa ndo foram influenciadas na presenca de
concentracdes mais elevadas de L-Phe (3,0; 4,0 e 10 g.L""). Mas para a concentragdo de 1,0 g.L-
! de L-Phe foi observado uma producio de biomassa inferior (14,81 £ 0,78 g.L!), no entanto,
ainda foi 2,6 vezes maior que a concentracao observada por Palitot (2017) em condi¢des
semelhantes de processo.

A partir da concentragdo de 3,0 gL' de L-Phe, o aumento da concentragio do
precursor ndo propiciou acréscimos significativos na producao de 2-FE (p>0,05). As
quantidades de 2-FE obtidas foram semelhantes para as concentra¢des de 3,0; 4,0 e 10,0 g.L"!
de L-Phe, sendo de 0,84 g.L'!; 0,80 g.L!' e 0,85 g.L"! de 2-FE, respectivamente, para cada

concentragao do precursor.
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Esses resultados levantam diretamente suposi¢des sobre o destino da fragdo de L-
Phe que ndo foi convertida em produto, j4 que a producdo foi praticamente igual para as
concentragdes mais elevadas. Novamente, pode-se reforgar a suposi¢cdo que o fluxo de L-Phe
esta sendo direcionado para uma acumulacao de 2-feniletil acetato pela transesterificagdo do 2-
FE (WITTMANN; HANS; BLUEMKE, 2002).

J& para concentragdo de 1,0 g.L-! de L-Phe houve uma limita¢io na producio de 2-
FE (0,42 g.L'"), que foi bem inferior as demais concentracdes estudadas.

No estudo de Etschmann, Sell e Schrader (2003) usando melago de beterraba como
meio de cultura, suplementado com 7,0 g.L"! de L-Phe, foi possivel atingir uma producio de
0,89 gL' de 2-FE pela K. marxianus CBS 600, no processo realizado a 35 °C. Essa
concentracdo de 2-FE foi muito préxima a obtida neste estudo.

Garavaglia et al. (2007) utilizando mosto de uva adicionado de 5,0 g.L"! de L-Phe,
obtiveram uma producio de 0,39 g.L! de 2-FE em cultivo realizado em frascos agitados, e
alcangou a maxima producio de 0,77 g.L'! em biorreator utilizando 3,0 g.L'! de L-Phe. Esse
resultado no biorreator ¢ 9,09 % menor ao encontrado neste trabalho.

A Tabela 9 apresenta os parametros de conversao e cinéticos para os estudos

avaliados nas diferentes concentragdes de L-Phe.

Tabela 9 - Rendimento em biomassa, Yxs (g.g'), rendimento de 2-FE, Yrs (g.g™),
produtividade de 2-FE QOp (g.L''.h), produtividade de biomassa Qx (g.L'.h') e maxima
velocidade especifica de crescimento ux max (h™') para as concentragdes de 1,0; 3,0; 4,0 € 10,0
g.L'! de L-Phe para os cultivos realizados com suco integral (133 = 2,4 g.L'!), 35 °C, 250 rpm

e aeracdo de 2 L.min".

Parametros Concentragdo de L-Phe (g.L?)
1.0 (g.L ) 3.0(g.LY 40 (g.LY 10.0 (g.L )
Yus(ggh) 0,1151° 0,1279? 0,1335% 0,1349?
Vrs(geh 0,0041¢ 0,0066° 0,0062° 0,0064°
Y rix(g.gh) 0,03529 0,0514f 0,0462° 0,0494¢
Op (g.L'hh 0,0072! 0,0116" 0,0112" 0,0119"
Ox (gL '.h™") 0,2058! 0,2444) 0,2455! 0,2543!
Hxmax (h™h) 0,5115" 0,3428° 0,863" 0,5891™

Valores com letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente ao nivel de 5 % de significancia (p>0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Analisando a Tabela 9, nota-se 0 efeito do rendimento de biomassa influenciado

pela concentragdo de L-Phe a partir dos valores de Yxs calculados. Para esse parametro ¢é
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possivel observar que houve um sutil acréscimo no rendimento de biomassa de 0,1151 a 0,1349
g.g’!, com o aumento da concentragio inicial de L-Phe.

O menor rendimento de células (Yxs = 0,1151 g.g") em rela¢do ao consumo de
substrato foi obtido na concentracdo de 1,0 g. L ! de L-Phe, sendo um pouco inferior as demais
concentragdes estudadas no processo. Esses resultados estdo de acordo com o que foi
apresentado sobre a maxima concentragdo de biomassa (vide Figura 17).

A maior velocidade especifica de crescimento de (Mxmax= 0,8631 h!) foi observada
no cultivo com 4,0 g.L"! do precursor, e a menor ocorreu para o meio com 3,0 g.L"! de L-Phe.
Apesar da taxa especifica de crescimento ser a mais baixa, foi na concentragdo de 3,0 g.L ! de
L-Phe que se observou o maior rendimento de substrato em produto (#7zs = 0,0066 g.g!) e
também o maior desvio metabolico da producao de células para formagao de 2-FE (Ypx=0,0514
g.gh).

Como ndo houve um aumento significativo no rendimento de 2-FE com
quantidades mais elevadas de L-Phe, entende-se que provavelmente, o substrato tenha sido
utilizado mais para manutengao celular. Outra hipdtese para explicar os baixos rendimentos de
2-FE em altas concentra¢des de L-Phe, pode ser atribuida a uma inibic¢do pela propria L-Phe ou
por subprodutos da degradacdo desse aminoacido. Uma provével alternativa para aumentar os
rendimentos, seria avaliar um cultivo alimentado com L-Phe.

Também € provavel que a L-Phe esteja sendo degradada a partir da via do cinamato,
e portanto, nao ¢ possivel converter toda L-Phe em 2-FE (ANGELOV; GOTCHEVA, 2012).

Em relacdo a produtividade volumétrica de 2-FE (Qp), ndo foi constatado diferengas
significativas para as concentra¢des de 3,0 a 10,0 g.L'! de L-Phe (Tabela 9). O mesmo se
confirma para a produtividade de biomassa (Qx), os valores obtidos em todos os cultivos foram
bem similares.

Oliveira et al. (2013b) utilizando a cepa K. marxianus ATCC 36907 para a produgao
de 2-FE, a temperatura de 24 °C por 72 horas de processo, conseguiram observar um rendimento
de produto (¥7zs) de 0,0032 g.g”! em 4dgua de residuo de fecularia, suplementada com 3,0 g.L"!
de L-Phe. Os autores observaram também um rendimento de produto por desvio metabolico
(Ypix) de 0,04 g.g!, e o rendimento de biomassa por grama de substrato de (Y.xs) 0,1216 g.g.
Esses resultados estdo muito proximos aos encontrados neste trabalho, porém a maxima
producio de 2-FE alcancada foi de 0,19 g.L"!, um valor de 4,5 vezes inferior ao deste estudo.

Ja Etschmann e Schrader (2006) obtiveram um Ypx de 0,74 g.g' para
Kluyveromyces marxianus CBS 600 em processo de duas fases, aquoso e organico, utilizando

uma concentragio saturada 50,0 g.L"! de L-Phe.
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Uma explicagdo viavel para os baixos rendimento de 2-FE neste trabalho, mesmo
com altas concentragdes de L-Phe, deve estar ligada a rota metabdlica deste aminoacido no
meio intracelular.

Ao avaliar a estequiometria da reacdo, sabe-se que teoricamente 1 mol de L-Phe
produz 1 mol de 2-FE. Dessa forma, foi realizado o calculo teérico do consumo da L-Phe para
a producdo de 2-FE. Os resultados tedricos da estequiometria de conversdo da L-Phe em 2-FE
podem ser avaliados examinando a Tabela 10.

E visivel que, em teoria, a bioconversio da L-Phe ndo é completa. E possivel
observar que a maior eficiéncia de consumo da L-Phe ocorreu na concentracio de 1,0 g.L ! do
precursor, sendo consumido teoricamente 40 % da quantidade adicionada ao meio. Para as

outras concentragdes avaliadas, as quantidades de L-Phe consumidas foram muito semelhantes.

Tabela 10 - Estequiometria da reagcdo de conversdo da L-Phe a 2-FE para as concentragdes de
1,0; 3,0; 40 € 10,0 g.L! de L-Phe nos cultivos realizados com suco integral (133 £ 2.4 g.L'),
35 °C, 250 rpm e aeragdo de 2 L.min™..

Estequiometria da Reagéo
Adicdo de L-Phe (g.L )  L-Phe convertidaem 2-FE (g.L')  2-FE produzido g.L*

1,0 0,40 0,42
3,0 0,80 0,84
4,0 0,76 0,80
10,0 0,82 0,86

Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma estudo desenvolvido por Wittmann, Hans e Bluemke (2002) comprova o
destino da L-Phe, explicando seu caminho metabolico pela K. marxianus. Esses autores
conseguiram avaliar um rendimento de 0,65 mols de 2-FE / mol de L-Phe, e afirmaram que a
K. marxianus tem a capacidade de separar catabolicamente a L-Phe no meio intracelular.

Uma direcdo do fluxo de L-Phe é para o acimulo de 2-fenilacetato e para sua
degradacao pela via do cinamato. Esta afirma¢dao de Wittmann, Hans e Bluemke (2002) pode
ser visualizada no esquema proposto pelos autores, no qual eles afirmaram que 0,73 mol da L-
Phe foi direcionada para a produgao de 2-FE e 0,08 mol de L-Phe foi para transformagao do 2-
FE em fenilacetato, deixando ainda uma fragdo de L-Phe nao convertida.

Essa fracdo de L-Phe ndo convertida foi direcionada para produgdo de biomassa e
para a via do cinamato, via que catalisa a L-Phe em CO> e outros metabdlitos. O esquema pode

ser visualizado na Figura 18.
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Desde que ndo haja outra rota de degradacao da L-Phe, ha uma grande perda da L-
Phe no meio pela via do cinamato, ja que pouco desse aminodacido ¢ direcionado para producao

de células (WITTMANN; HANS; BLUEMKE, 2002).

Figura 18 - Fluxo metabolico de L-Phe no meio intracelular da K. marxianus.

L-Phe
Extracelular
/ Intracelular\
v
L-Phe-tRNA ¢——— L[L-Ph¢ ——9» 2> FF ——H+—3% 2.FE
2-FEA —» 2-FEA
Biomassa

A 4
Cinamato /

Fonte: Adaptado de Wittmann, Hans e Bluemke (2002).

Assim, os resultados apresentados nesta etapa do trabalho mostraram uma baixa
conversao da L-Phe.

Devido a alta concentragao de biomassa produzida pela K. marxianus ATCC 36907
e a produgdo de 2-FE, um equilibrio se estabelece na bioconverséo e mesmo acrescentando altas
concentracdes de L-Phe ndo hd um efeito consideravel sobre a producdo do aroma. Pode-se
observar que uma concentragio de 3 g.L* de L-Phe ¢ ideal para a biotransformagéo em 2-FE.

A Tabela 11 apresenta os resultados das taxas especificas de consumo de oxigénio
e 0 consumo cumulativo de Oz pela levedura em 60 horas de cultivo, para os experimentos
realizados na avaliacdo da concentracdo inicial de L-Phe. Células em altas velocidades
especificas de crescimento exige também elevadas velocidades especificas de respiracdo, no
entanto, ndo foi o ocorrido nessa avaliacdo, pois a maior velocidade especifica de consumo de
oxigénio (15,2 mmol.g.L"1.hY) foi obtida no cultivo com adic&o de 1,0 g.L™ de L-Phe no suco
de caju, mas a maior velocidade especifica de crescimento (0,8631.h™) ocorreu no cultivo
suplementado com 4,0 g.L"! de L-Phe.

Sabe-se que a producdo de 2-FE ocorre pelo desvio metabdlico da produgéo de
etanol para a producdo do aroma, o qual exige condigcOes de aeracdo para que o metabolismo

da levedura seja desviado.
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Neste trabalho nédo foi observado um aumento na produgéo de 2-FE com o0 aumento
do consumo especifico de Oz, pois o cultivo que apresentou a maior taxa especifica de
respiracdo, apresentou uma baixa producéo de 2-FE (0,42 g.L ). Uma provavel explicagio para
a alta taxa de consumo de oxigénio do cultivo realizado com 1,0 g.L de L-Phe pode ser
atribuida a utilizacdo do O para geracdo de ATP, utilizado para sintese de novas moléculas,
biomassa ou consumo de oxigénio basal. No entanto, ndo foi observado uma alta producéo de
células para esse mesmo cultivo, ou seja, provavelmente, o consumo de oxigénio foi destinado

mais para a manutencédo das atividades bioldgica das células.

Tabela 11 - Taxas especificas de consumo de oxigénio e consumo total de oxigénio em 60 horas
de cultivo para as concentragdes de 1,0; 3,0; 4,0 e 10,0 g.L! de L-Phe nos cultivos realizados

com suco integral (133 £ 2,4 g.L'!), 35 °C, 250 rpm e aeragio de 2 L.min.

Parametros Concentracdo de L-Phe
1,09.L? 30g.L* 409.L" 10,0 g.L*
qO2 mmol.g.L.h 15,2 3,8 4,04 2,11
Q02 mmol 67,5 206,1 152 129,6

Fonte: Elaborada pelo autor.

Avaliando a Tabela 11, também pode ser observado uma tendéncia na diminuicao
da taxa de consumo especifico de oxigénio com o aumento da concentracdo de L-Phe. O mesmo
ndo pode ser observado para o consumo cumulativo de Oz durante o cultivo. No entanto, talvez
as concentracdes mais elevadas de consumo total de oxigénio tenham ocorrido devido também

as altas producdes de biomassa, para os cultivos realizados com 3,0 g.L ™ a 10,0 g.L" de L-Phe.

5.3.2 Massa de 2-FE no meio e massa arrastada pela corrente gasosa

Uma etapa adicional deste capitulo foi verificar o arraste de 2-FE pela corrente
gasosa. Para isso, realizou-se dois experimentos variando a aeragdo e a concentracao de L-Phe.
Nesse estudo a massa de 2-FE produzido pela K. marxianus ATCC 36907 e a massa de 2-FE
arrastada pela corrente de ar, foram analisadas. Os dados da cinética de crescimento e os perfis
completos dos cultivos podem ser visualizados nos Anexos A e B, visto que as descri¢cdes dos
perfis sdo semelhantes aos ja estudados.

Avaliando a Figura 19A, no cultivo sob a aeragiio de 4,0 L.min"! e suplementacio

de 8,0 g.L'! de L-Phe, a maxima massa de 2-FE produzida foi de 0,43 + 0,057 g e a massa de



79

2-FE arrastada pela corrente gasosa foi de 0,012 £ 0,001 g, somando uma concentragdo total de
0,59 g.L'! de 2-FE.

J& para o cultivo com aeracdo de 5,0 L.min™' e 10,0 g.L"! de L-Phe no suco de caju,
a maior massa de 2-FE produzida foi de 0,60 = 0,036 g e para o 2-FE arrastado foi de 0,002 +
2,89 x 10” g, somando uma concentracdo de 0,80 g.L-! de 2-FE.

Figura 19 - Massa de 2-FE produzida no reator mais a massa 2-FE arrastada pela corrente de ar
do reator (frasco) para os cultivos realizado a 35 °C e 250 rpm com aeracdo de 4,0 L.min! e 8,0
g.L'! de L-Phe (A); cultivo realizado a 35 °C e 250 rpm com aeragdo de 5,0 L.min"! e 10,0 g.L-
! de L-Phe (B). 2-FE no reator (¢) e 2-FE no frasco (¢).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O arraste s foi evidente a partir das 24 horas de cultivo e se prolongou até o final
do processo, € ¢ a partir de 12 horas que se observa o aumento da producao de 2-FE.

Em teoria, um aumento do oxigénio disponivel no meio rege o desvio do
metabolismo da K. marxianus para a producdo de 2-FE. No entanto, pode significar também
um maior arraste de 2-FE pela corrente gasosa, assim como a possibilidade de um maior grau
de cisalhamento das células, devido ao aumento da vazao de oxigénio.

Apesar de ter ocorrido o arraste, pode-se observar nas Figuras 19A e 19B que a
massa perdida pelo arraste durante os cultivos € negligenciavel, logo ndo hd um incremento na
producdo de 2-FE quando somado as massas calculadas no reator e no frasco.

Uma possivel explicagcdo para a baixa produ¢do com o aumento da aeracao, pode
ser atribuida a uma baixa solubilizacdo do oxigénio no meio. Esse elemento ¢ muito pouco

soluvel em meio aquoso, e por isso hd uma menor disponibilidade de O> para as células.

2-FE no frasco (g)
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5.4 Conclusao

Com os estudos realizados, pode-se concluir que a suplementacio de 3,0 g.L! de
L-Phe ¢ mais significativa na producgado de 2-FE, pois os melhores rendimentos da bioconversao
da L-Phe foram encontrados no cultivo com essa concentragao do precursor.

Por fim, ndo foi possivel aumentar a produgdo de 2-FE variando a aeragdo e a
concentragdo de L-Phe no meio de cultivo. E o arraste de 2-FE pela corrente de ar foi

considerado irrelevante.

6 CONLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

A metodologia de producdo de 2-FE por K. marxianus ATCC 36907 foi bem
descrita e os resultados deste trabalho provaram que a cepa foi capaz de proporcionar uma
produgdo significativa de 2-FE. As propostas apresentadas para a producdo desse aroma
visaram substituir o meio de cultura convencional e aproveitar um remanescente da cajucultura,
o pedinculo. Nessa abordagem foi comprovado que o suco de caju in natura com uma
suplementacdo de 3,0 g.L! de L-Phe proporciona uma melhoria na produgio de 2-FE, visto que
nessa concentracdo foi observada os melhores rendimentos de conversdao do produto. Até o
momento, esta estratégia biotecnoldgica apresenta um caminho interessante para a produgao de
2-FE, em substitui¢do aos processos industriais atuais.

Para melhorar a rentabilidade do bioprocesso, um plano de estudo para produgao
de 2-FE pode estar relacionado com o uso de micro-organismos modificados geneticamente.
Uma abordagem de batelada alimentada com L-Phe pode ser empregada, visando aumentar os
rendimentos na produgao de 2-FE.

A extragdo do produto in sifu também € uma alternativa para tentar elevar a

producdo de 2-FE, ou até mesmo um estudo alimentado com L-Phe seguido de extracao.
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ANEXO A - PERFIS COMPLETO DOS CULTIVOS REALIZADOS.
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Figura 20 - Perfis dos cultivos em diferentes concentracdes de agticares (glicose e frutose). 131

g, L1 (A); 106 g.L' (B) e 74 g.L'! (C). Biomassa (m), glicose () e 2-FE (¢).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 21 - Perfis dos cultivos realizados para as variacdes de L-Phe.1,0

(B); 4,0 gL' (C) e 10,0 g.L!. Biomassa (m), glicose (®) e 2-FE (#).
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Figura 22 - Perfis dos cultivos realizados sob aera¢do de 4,0 L.min! e 8,0 g.L"! de L-Phe (A);
cultivo realizado sobe aeragdo de 5,0 L.min' e 10,0 g.L"! de L-Phe (B). Biomassa (m), glicose

(®) e 2-FE (¢).
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ANEXO B - PERFIS DAS CINETICAS DOS CULTIVOS REALIZADOS PARA AS
VARIACOES DE O: E L-PHE

Figura 23 - Perfis cinético dos cultivos realizado sob aeragdio de 4,0 L.min e 8,0 g.L ! de L-
Phe (A) e cultivo realizado sobe aeragio de 5,0 L.min"! e 10,0 g.L"! de L-Phe (B). Velocidades
especificas de crescimento ux (m), consumo de substrato us (m) e producdo de 2-FE up(m).
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