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RESUMO

O acido latico ¢ um acido organico de grande ocorréncia, utilizado em diferentes setores industriais,
como farmacéutico, alimenticio, cosmético e téxtil, ganhando destaque também por atuar como
monomero na sintese de biopolimeros. H4 duas formas de se obter o acido latico, através da
utilizacdo de produtos de origem petrolifera, ou por meio de bioprocessos. Esse tltimo ja ocupa a
maior parte do mercado produtor, mas ainda ha obstaculos a serem superados, como a produgdo da
biomolécula a partir de substratos de baixo custo, utilizando materiais lignoceluldsicos que ¢ um
dos maiores desafios. Outro obstaculo ¢ a purificagdo do acido latico, pois os microrganismos
produtores desse composto ndo toleram faixas muito baixas de pH, tornando-se indispenséavel o uso
de agentes neutralizantes, como por exemplo, o carbonato de calcio que podem gerar residuos como
o gesso. Com isso, o objetivo desse estudo foi isolar Weizmannia sp. produtora de acido latico a
partir de bagaco de cana-de-agtcar, e utilizar o planejamento experimental para otimizar a producao
do metabolito. Adicionalmente realizar uma evolugao adaptativa laboratorial (ALE) para obtengao
de cepas resistentes a concentragao do acido no meio durante seu crescimento e producao da
biomolécula. Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyers e os isolados foram
cultivados em meio xilose- extrato de levedura- peptona (XYP), contendo 20 g/L da fonte de carbono. A
identificacdo dos isolados foi dada através da técnica de PCR do 16S rDNA, seguido de
sequenciamento. O delineamento composto central rotacional (DCCR) foi realizado com os
componentes do meio de cultivo, como fonte de carbono (xilose), fonte de nitrogénio (peptona e extrato
de levedura) e acetato de so6dio. A quantificagdo do acido latico e o consumo da fonte de carbono foi
realizada em HPLC. Dos isolados selecionados dois foram considerados promissores para a produgao de
acido latico, sendo que Weizmannia coagulans BLMI apresentou maior produgdo de acido latico em
anaerobiose, chegando a 21,93+0,9 g/L e rendimento de 69,18 %, e a cepa Weizmannia ginsengihumi
BMI foi capaz de produzir 19,79+0,8 g/l com um rendimento de 70,46 %. Por W. ginsengihumi ser uma
espécie sem registros na literatura até o momento para a produgao de acido latico, o DCCR foi realizado
com essa cepa. O DDCR mostrou que as variaveis fonte de carbono e nitrogénio tanto na forma linear
quanto quadratica apresentaram influéncia na resposta, mas as interacdes das varidveis ndo tiveram
significancia (p < 0,05). E a varidvel que apresentou maior influéncia foi a xilose em nivel linear. A
analise de superficie de resposta indicou que as concentracdes otimas de fonte de carbono e fonte de
nitrogénio foram 32,5 e 3,5 g/L, respectivamente, sem a necessidade de adicionar acetato de sddio ao
meio de cultivo, levando a produgao de 20,02+0,19 g/L e produtividade de 0,55 g/L/h ap6s 36 horas de
fermentagdo, e uma concentracdo de agucar residual de 12,59+0,51 g/L.. A fermentacdo utilizando os
hidrolisados da semente de goiaba e bagago de cana-de-agucar apresentaram uma produgdo de acido
latico de 0,1840,02 e 1,26+0,37 g/L, respectivamente, uma produgdo extremamente baixa quando
comparado com a literatura. Nos ensaios da ALE, a bactéria W. coagulans BLMI passou por 71
transferéncias, totalizando 280 geracdes, sendo capaz de suportar uma concentragao de 90 mM de éacido
latico com um pH do meio em 4,65. Nas fermentacdes com a cepa selvagem e a cepa evoluida, W.
coagulans BLMI 171, sem a presenga de agente neutralizante produziram 7,70+0,43 e 6,47+0,9 g/L,
respectivamente apos 48 horas de fermentagdo. Quanto a producdo de acido acético foi maior mesmo os
ensaios sendo conduzidos em anaerobiose, BLMI produziu 7,96+0,35 g/L e BLMI 171 produziu
8,11+0,08 g/L apods 48 horas de fermentagdo. Dessa forma, Weizmannia sp. foi capaz de fermentar a
xilose para a producdo de acido latico em anaerobiose, apesar da cepa BMI ndo ser capaz de crescer e
nem produzir o acido latico a partir dos residuos. BLMI demonstrou boa resisténcia cultivada em meio
com pH de 4,65, mas para a producao de acido latico sdo necessarias intervengdes moleculares.

Palavras chave: Pentose; residuo frutorefinaria; adcidos organicos; Weizmannia sp.; planejamento
experimental.



ABSTRACT

Lactic acid is an organic acid of great occurrence, used in different industrial sectors, such as
pharmaceuticals, food, cosmetics, and textiles, and also gaining prominence for acting as a
monomer in the synthesis of biopolymers. There are two ways to obtain lactic acid, through the use
of products of petroleum origin, or bioprocesses. The latter already occupies most of the producing
market, but there are still obstacles to be overcome, such as the production of the biomolecule from
low-cost substrates, using lignocellulosic materials, which is one of the biggest challenges. Another
obstacle is the purification of lactic acid, as the microorganisms that produce this compound do not
tolerate very low pH ranges, making it essential to use neutralizing agents, such as calcium
carbonate, which can generate residues such as gypsum. Thus, this study aimed to isolate
Weizmannia sp. producer of lactic acid from sugarcane bagasse, and to use the experimental design
to optimize the production of the metabolite. Additionally, carry out an adaptive laboratory
evolution (ALE) to obtain strains resistant to acid concentration in the medium during their growth
and production of the biomolecule. The experiments were carried out in Erlenmeyers flasks and the
isolates were cultivated in xylose-yeast extract-peptone (XYP) medium, containing 20 g/L of the
carbon source. The identification of the isolates was given through the 16S rDNA PCR technique,
followed by sequencing. The rotational central composite design (DCCR) was performed with the
components of the culture medium as carbon source (xylose), nitrogen source (peptone and yeast
extract), and sodium acetate. The quantification of lactic acid and the consumption of the carbon
source was performed in HPLC. Of the selected isolates, two were considered promising for the
production of lactic acid, with Weizmannia coagulans BLMI showing the highest production of
lactic acid in anaerobic conditions, reaching 21.93+0.9 g/L and a yield of 69.18%, and the strain
Weizmannia ginsengihumi BMI was able to produce 19.79+0.8 g/L with a yield of 70.46%. Because
W. ginsengihumi is a species with no records in the literature so far for the production of lactic acid,
the DCCR was performed with this strain. The DDCR showed that the carbon and nitrogen source
variables in both linear and quadratic forms influenced the response, but the interactions of the
variables were not significant (p < 0.05). And the variable that showed the greatest influence was
xylose at a linear level. Response surface analysis indicated that the optimal concentrations of
carbon source and nitrogen source were 32.5 and 3.5 g/L, respectively, without the need to add
sodium acetate to the culture medium, leading to the production of 20.02+0.19 g/L and productivity
of 0.55 g/L/h after 36 hours of fermentation, and a residual sugar concentration of 12.59+0.51 g/L.
Fermentation using hydrolysates of guava seed and sugarcane bagasse showed a lactic acid
production of 0.18+0.02 and 1.26+0.37 g/L, respectively, an extremely low production when
compared to the literature. In the ALE assays, the bacteria W. coagulans BLMI underwent 71
transfers, totaling 280 generations, being able to support a concentration of 90 mM of lactic acid
with a medium pH of 4.65. Fermentations with the wild strain and the evolved strain, W. coagulans
BLMI 171, without the presence of a neutralizing agent produced 7.70+0.43 and 6.47+0.9 g/L,
respectively, after 48 hours of fermentation. As for the production of acetic acid, it was higher even
in the tests being conducted in anaerobic conditions, BLMI produced 7.96+0.35 g/L and BLMI 171
produced 8.11+0.08 g/L after 48 hours of fermentation. Thus, Weizmannia sp. was able to ferment
xylose to produce lactic acid in anaerobiosis, despite the BMI strain not being able to grow or
produce lactic acid from waste. BLMI showed good resistance grown in a medium with a pH of
4.65, but molecular interventions are required for lactic acid production.

Keywords: Pentose; fruit refinery residue; organic acids; Weizmannia sp.; experimental planning.
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1 INTRODUCAO

O avango nas pesquisas biotecnoldgicas tem permitido um aumento na producdo de
compostos primarios a partir de recursos renovaveis em relacdo aos derivados petroquimicos. Um
exemplo de produto primério obtido a partir de residuos ¢ o 4acido 2-hidroxipropanoico, mais
usualmente denominado como &cido latico (AL) (ABDEL-RAHMAN et al., 2021). O acido latico ¢
um 4cido organico de maior ocorréncia, pois possui uma alta aplicabilidade na industria de
alimentos, farmacéutica, cosméticos e téxtil, e atua como mondmero na sintese de biopolimeros
(LIN; WANG, 2007; LIANG; MCDONALD; COATS, 2015).

Em 2021 o mercado mundial de acido latico estava avaliado em 2,9 bilhdes de dolares,
sendo a sua maior aplicagdo no segmento de biopolimeros, representando 28% da aplicabilidade do
acido. Pode-se inferir que essa alta demanda do acido polilatico esta relacionado a doenga global da
COVID-19. Em virtude da pandemia, houve um aumento de preocupagdes relacionadas a bem-estar
e saneamento, € os consumidores preferiram comprar alimentos embalados (GRAND VIEW
RESEARCH, 2022). Este comportamento causou um enorme impacto na polui¢do proveniente do
plastico, nesse cendrio a industria de petroleo teve queda nos precos deixando o plastico
convencional ainda mais competitivo economicamente e, além disso, houve aumento na produgao e
descartes de equipamentos de seguranca individuais hospitalares, como as mdscaras cirurgicas e
ainda houve uma mudanca comportamental devido ao lockdown que levou as pessoas a realizarem
suas compras rotineiras em supermercados € aumentarem o consumo de comidas prontas no sistema
de delivery, o que levou ao maior consumo de embalagens plasticas. Em Singapura, por exemplo,
esse consumo contribuiu para 1400 toneladas a mais de geragao de lixo pléstico (ADYEL, 2020).

Entre as outras utilidades do 4cido latico, o mesmo pode ser usado como matéria-prima para
gerar produtos quimicos intermedidrios como dacido acrilico, 1,2-propanodiol, &cido piravico,
acetaldeido e 2,3-pentanodiona (DAFUL et al., 2016).

A produgdo microbiana de acido latico se da pela metabolizacdo dos aglcares, os quais sao
preferiveis na sua forma pura, porém materiais amilaceos ou residuos também podem ser utilizados
(KRISHNA et al., 2018; BEITEL et al., 2020). Uma das vantagens dos agucares na sua forma pura
como fonte de carbono ¢ a reducdo do custo da purificacdo, mas o seu alto valor encarece o
processo de produgdo de acido latico. J& os amilaceos ndo sdo vantajosos por serem uma fonte
alimentar (NWAMBA et al., 2021). Dessa forma, os residuos contendo agticar sdo um modelo de
producdo sustentdvel (NWAMBA et al., 2021).

Outro ponto crucial para a producao de acido latico € a adigdao de agentes neutralizantes para
que o baixo pH gerado pela propria produ¢do do acido latico ndo afete o crescimento do
microrganismo e consequentemente a producdo da molécula de interesse. No entanto, adiciona-los

ao meio pode implicar em outras varidveis, como: dependendo da concentragdo do neutralizante
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utilizado, o0 mesmo pode ser toxico para as células; ou pode causar a precipitacdo do acido latico e
depois ser necessdrio uma etapa a mais para extrai-lo, tornando a etapa de downstream cada vez
mais dispendiosa e ambientalmente prejudicial JUTURU; WU, 2015).

Tendo em vista os pontos necessarios para diminuir o custo de producao do composto de
interesse por meio da fermentagdo, assim como agregar valor a um material que ¢ descartado, esse
estudo busca analisar os principais fatores que podem influenciar no processo. A fonte de carbono
deve ser preferencialmente um residuo, pois agrega valor ao produto uma vez que pode ser utilizado
como matéria-prima, além de contribuir ecologicamente propiciando um destino adequado.

Nesse estudo serd utilizada a xilose da biomassa da semente de goiaba, residuo do
processamento da fruta como fonte de carbono. Até o presente momento que seja de nosso
conhecimento, nao ha dados na literatura que tenham utilizado este residuo para a produgao de
acido latico a partir de microrganismos. Sera utilizado como comparativo de produgdo o bagaco da
cana-de-agucar, esse residuo € encontrado em grandes quantidades no territério brasileiro, sendo a
principal matéria-prima usada para a sintese do acido latico. Vale salientar que foi utilizado
microrganismos do género Weizmannia sp., anteriormente classificados como Bacillus sp.

Adicionalmente nesse estudo foi realizado o isolamento de Weizmannia sp. termofilicos e a
evolugdo adaptativa laboratorial para obtencao de cepas tolerantes a acido foi realizada, ja que até o
presente momento ndo ha estudos com o mesmo objetivo (producdo de acido latico) utilizando esse
género. Os relatos existentes utilizam essa mesma abordagem com finalidade de gerar probidticos

resistentes ao acido (LIU et al., 2020).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, no presente estudo verificou-se que:

(a) Condigdes anaerdbicas permitem maior producao de acido latico;

(b) E a primeira vez que ¢é relatada a producio de 4cido latico a partir da espécie
Weizmannia ginsengihumi;

(c) O delineamento experimental mostrou que apenas a fonte de carbono (xilose) e fonte de
nitrogénio (peptona e extrato de levedura) sdo varidveis que influenciaram na producdo de acido
latico, e acetato de s6dio ndo € essencial no meio;

(d) A bactéria W. ginsengihumi BMI ndo foi capaz de consumir os residuos nem para se
multiplicar nem para crescer produzir acido latico;

(e) O isolado W. coagulans apresentou uma boa resisténcia ao acido, uma vez que foi capaz
de se multiplicar em pH 4,65 com uma concentragao de 90 mM, mas ndao houve nenhuma melhora

na produg¢do de acido latico sem a presenca do agente neutralizante.

Dessa forma pode-se concluir que a espécie Weizmannia ginsengihumi é capaz de produzir o
acido latico, porém em concentragdes menores das ja& descritas na literatura utilizando outras
espécies do género, mesmo assim € uma cepa que apresenta um potencial para ser utilizada na
producdo deste acido a partir de residuos de frutorefinaria desde que se realize evolugdo adaptativa
laboratorial afim de gerar resisténcia aos inibidores de crescimento presentes nestes residuos.

Complementarmente, o planejamento experimental realizado com espécie Weizmannia
ginsengihumi revelou que a variavel acetato de s6dio, um dos componentes que compde o meio de
cultivo XYP, e ¢ utilizado na literatura como GYP (Glicose, extrato de levedura e peptona) nao ¢
necessario para o crescimento € nem para a producao de acido latico, mas ¢ interessante realizar
mais estudo com diferentes meios de cultivo utilizando essa espécie, além da utilizagcdo de outras

fontes de carbono.
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Por fim, seria atraente realizar mais estudos com Weizmannia coagulans, visto que a cepa
BLMI foi capaz de tolerar o pH 4cido do meio de cultivo. Com o avango da ciéncia hd muitas
ferramentas disponiveis para aprimorar processos € cé€lulas, como por exemplo a técnica de

CRISPR-Cas9, que permite a edigdo do gene.
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