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RESUMO

O presente trabalho estuda a purificacdo do xilitol biotecnolégico
utilizando carbono ativado em coluna de leito fixo. Na primeira etapa, de estudos
preliminares, dois caldos de fermentacdo contendo xilitol foram caracterizados e
purificados. Um obtido a partir de hidrolisado de cana-de-agUcar, e outro a partir de
meio sintético constituido para o experimento. Foram utilizadas duas formas de
alimentacédo distintas, por pulso (cromatografia) e alimentacédo direta (em degrau), e
foi testada a adicdo de etanol a fase moével. Houve grande diferengca entre a
purificagdo do xilitol proveniente dos dois caldos, sendo o de meio sintético mais
eficientemente purificado por conta de sua menor complexidade, e observou-se que
a adicao de etanol a fase movel diminui a adsor¢cdo e separacdo de todos os
compostos. Na segunda etapa foi estudado como o processo de purificacdo se
comporta com relagdo a variacdo de temperatura (T), volume de injecao (Vi) e
velocidade superficial (vs), utilizando alimentagdo por pulso e caldo proveniente do
hidrolisado. Para tal foi realizado um delineamento composto central rotacional
(DCCR). Respostas obtidas sao coeficientes de retencdo (CR), fatores de
purificacdo (FP), rendimento e produtividade de xilitol, e 0s compostos avaliados sé&o
xilitol, xilose, glicose, arabinose, glicerol, acido acético, etanol, proteinas totais e
compostos coloridos, e € avaliado também o teor de sdlidos totais. Os resultados do
DCCR apontaram que as condigdes que promoviam menor retengdo de xilitol no
adsorvente e maior produtividade se encontravam nos limites superiores dos
parametros testados. Por isso, na terceira etapa do projeto, foram testadas um
conjunto de condi¢des nos limites utilizados no DCCR e um conjunto de condigdes
extrapolando-as, € os melhores resultados foram obtidos no segundo conjunto
(T =70°C, Vi=3 mL, vs = 1,5 cm/min), apresentando retencéo total de proteinas e
compostos coloridos, FPseidos = 5,4 € CRuiitol = 5,0%. Por ultimo foi realizado ensaio
em triplicata com alimentagdo em degrau nas condicbes escolhidas na etapa
anterior, obtendo FPproteina = 18,0, retengdo de compostos coloridos maior que 99% e
produtividade de 36,8 g/L.h. O processo se mostrou efetivo principalmente na

remocao de proteinas, compostos coloridos e etanol.

Palavras-chave: purificacdo, xilitol, carbono ativado, coluna de adsorcéo.



ABSTRACT

The present work studies the purification of biotechnological xylitol using
activated carbon in a fixed bed column. The first part of this work consisted of
preliminary studies. In it, two fermentation broths containing xylitol were
characterized and purified. One was obtained from sugarcane hydrolyzate, and
another from a synthetic medium constituted for the experiment. Two different forms
of feeding were used, by pulse input (chromatography) and direct feeding (step
input), and ethanol addition to the mobile phase was also tested. There was a big
difference between the xylitol purification from the hydrolyzed broth and the synthetic
broth, with the synthetic one being more efficiently purified due to its smaller
complexity. Also, the addition of ethanol to the mobile phase decreased the
adsorption and separation of all compounds. The second part of this work studied
how the purification process behaves when varying the temperature (T), injection
volume (Vi) and surface speed (vs), while using hydrolyzate broth with pulse input.
For this purpose, reponse surface methodology was used with a central composite
rotatable design (CCRD). The responses obtained are retention coefficients (RC),
purification factors (PF), xylitol yield and productivity, and the compounds analyzed
are xylitol, xylose, glucose, arabinose, glycerol, acetic acid, ethanol, proteins and
colored compounds, and total solids content was also evaluated. The CCRD results
show that the conditions that promote less xylitol retention in the adsorbent and
greater productivity are in the upper limits tested. Therefore, the third part of the
project tested the conditions found in the previous step against more extreme
conditions, and the best results were obtained in the second set of conditions (T =
70°C, Vi = 3 mL, vs = 1.5 cm/min), with complete retention of proteins and colored
compounds, PFsoids = 5.4 and RCxitol = 5.0%. Lastly, a triplicate assay was
performed with step input under the conditions chosen in the previous step, obtaining
PFprotein = 18.0, retention of colored compounds greater than 99% and productivity of
36.8 g L' h'. The process proved to be effective mainly in removing proteins,
colored compounds and ethanol.

Keywords: purification, xylitol, activated carbon, adsorption column.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Xilitol (CsH120s5) € um poliol de cinco carbonos (pentitol) que contém um
grupo hidroxila ligado a cada atomo de carbono em sua cadeia, e que possui alto
poder adocante, apesar de apresentar teor calérico 40% menor quando comparado
a sacarose (GRANSTROM, ZUMORI & LEISOLA, 2007).

O xilitol tem sido amplamente citado na literatura devido a suas
caracteristicas vantajosas para aplicacdo em produtos alimenticios, farmacéuticos e
de cuidados pessoais. Algumas dessas caracteristicas sdo alta solubilidade (BOND;
DUNNING, 2006), baixas taxas glicémicas (LIVESEY, 2003), propriedades
cariostaticas (RITTER et al., 2013) e nado participar da reacdo de Maillard, que
resulta na manutencdo do valor nutricional das proteinas presentes no produto
(MONEDERO, PEREZ-MARTINEZ & YEBRA, 2010). Exemplos de aplicagdo em
alimentos sdo gomas de mascar, doces, chocolates, sorvetes, gelatinas e bebidas

variadas.

Existe uma crescente preocupacdo da populagcdo em nivel mundial em
reduzir o consumo de agucar e de consumir produtos alimenticios com baixo teor
calérico, devido a um maior cuidado com a saude e estética (RAO et al., 2016).
Devido a essa tendéncia, a demanda por xilitol cresce, segundo a agéncia de
pesquisa de mercado Research and Markets. De acordo com relatério publicado em
janeiro de 2017, o mercado global de xilitol deve crescer de 725,9 milhdes de
dolares em 2016 para mais de 1 bilhdo de dolares em 2022 (RESEARCH AND
MARKETS, 2017).

Atualmente a maior parte do xilitol € produzida por via quimica. Nesse
processo a xilose pura é reduzida cataliticamente sob altas pressées e temperaturas
com utilizagdo de custosos catalisadores, normalmente a base de niquel. Devido as
condi¢des de operacao, a necessidade de etapas de purificacdo da xilose e ao custo

elevado dos catalisadores, o processo € bastante oneroso (RAO et al., 2016).

Diante desse cenario, a producao de xilitol por via biotecnoldgica torna-se
interessante, uma vez que pode ser energeticamente menos exigente e apresentar
um custo geral de processo menor. O processo envolve hidrdlise de biomassa

lignocelulésica, destoxificacdo do hidrolisado, fermentacdo desse hidrolisado
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hemicelulésico destoxificado e posterior processo de concentracdo, purificacdo e
cristalizacdo para obtencdo de xilitol com grau de pureza necessario para

comercializagao.

Materiais lignocelulésicos, contendo basicamente celulose, hemicelulose
e lignina, estdo entre os mais abundantes na terra. A hemicelulose, que € uma
potencial fonte de substrato (xilose) para produgéao de xilitol, € o segundo composto
mais comum na parede celular de plantas (CHANDEL, DA SILVA & SINGH, 2012).
Por conta disso, ha vasta possibilidade de fontes de biomassa lignocelulésica para
utilizacdo no processo, incluindo diversos subprodutos industriais como, por
exemplo, o bagaco de cana-de-acucar proveniente da producdo de etanol. Outros
exemplos sao palha de arroz, espiga de milho, serragem e haste de girassol. A
utilizacdo de subprodutos apresenta vantagem por conta do custo mais baixo e
diminuicdo de problemas ambientais (ALBUQUERQUE et al., 2014).

Apesar de a producdo de xilitol por via biotecnoldgica ser promissora, na
literatura ha pouca informacdo sobre as etapas de recuperacdo e purificacao
(downstream). Esse estagio do bioprocesso, que pode incluir varias etapas, muitas
vezes € 0 maior contribuinte para o custo total de produgdo (RAFIQUL & SAKINAH,
2013). A maioria dos estudos na area esta orientada a obten¢do dos hidrolisados
hemicelulésicos, sua fermentacao e bioconversao metabdlica (MISRA et al., 2011).

Dessa maneira, o estudo e otimizacao de técnicas para a purificacdo de
xilitol biotecnolégico € de grande relevancia para reduzir o seu custo e tornar o
processo viavel. E essa necessidade que o presente trabalho pretende atender,
avaliando a capacidade purificadora do carbono ativado, que é um material de baixo
custo, utilizando técnicas de adsorgéo aplicaveis em larga escala.

2. OBJETIVO E ETAPAS

Frente a necessidade de se desenvolver um processo de purificacdo de
xilitol biotecnolégico que seja eficiente e de baixo custo, o presente trabalho tem
como objetivo:

e Avaliar a capacidade de purificagdo do xilitol biotecnolégico por carbono

ativado utilizando colunas de leito fixo em escala laboratorial;
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¢ Investigar como a temperatura, velocidade superficial e volume de injecéo
influenciam o processo de purificacdo, e propor explicacbes para 0s
comportamentos encontrados;

e Definir as melhores condicdes de temperatura, velocidade superficial e

volume de injecdo para o processo estudado.

3. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

3.1 Xilitol

3.1.1 Propriedades quimicas, nutricionais e aplicacoes

Xilitol € um composto natural do tipo pentitol, também conhecido como
polidl. Sua férmula molecular € CsH120s, sendo um &lcool composto por cinco

grupos hidroxila (OH), cada um deles ligado a um atomo de carbono (Figura 1).

OH

OH OH

Figura 1. Estrutura Quimica do Xilitol.

O xilitol puro é um po6 branco e cristalino que se assemelha a sacarose,
tanto visualmente quanto em seu gosto. O xilitol é caracterizado como edulcorante,
ou adocante artificial, por conta de seu poder adogante proximo ao da sacarose.
Porém, apresenta vantagem devido ao seu teor energético de 2,4 kcal/g comparado
as 4 kcallg da sacarose (MUSSATTO, 2012; GRANSTROM, [ZUMORI & LEISOLA,
2007).

Quando em estado soélido, o xilitol se dissolve rapidamente na boca,
produzindo um efeito de frescor. Isso se da devido a sua entalpia de dissolucao, que
é altamente endotérmica (36,6 cal/g). Esse efeito € benéfico para aplicagcdo em
diversos produtos, combinando especialmente com produtos com sabor de menta,
eucalipto e demais sabores de ervas (BEMILLER, 2019; MUSSATTO, 2012).
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Outra caracteristica importante do xilitol € sua alta solubilidade. A
molécula de xilitol apresenta forte afinidade por agua, o que a torna facilmente
solubilizavel em solugdes aquosas. Sua solubilidade é pr6xima a da sacarose a
temperatura ambiente, e maior em temperaturas mais elevadas (BOND &
DUNNING, 2006).

A auséncia de um grupo reduzivel na estrutura do xilitol Ihe confere uma
caracteristica de composto nao reativo. Por conta disso, o xilitol ndo participa de
reacoes de Maillard. Sua temperatura de ebulicao é de 216 °C e a caramelizagao s6
ocorre caso sejam mantidas temperaturas proximas a seu ponto de ebulicdo. Ainda
em relagdo a estabilidade, o xilitol pode ser utilizado em ampla faixa de pH (1-11)
pois sua estabilidade nao é afetada pelo pH (BOND & DUNNING, 2006). Além disso,
como a molécula de xilitol contém nudmero impar de carbonos, 0s micro-organismos
encontram dificuldade em atacar o xilitol para obtengcdo de energia, conferindo alta
estabilidade microbiolégica (MUSSATTO, 2012).

Muitos efeitos benéficos a saude foram relacionados ao uso do xilitol em
diferentes campos de estudo: ajuda no combate a formagédo de caries (RITTER et
al., 2013), reducdo da ocorréncia de otite média aguda em criangas
(AZARPAZHOOH, LAWRENCE & SHAH, 2016), participagdo no combate a
obesidade e diabetes, redugdo de gengivite e controle de halitose (MARTINEZ et al.,
2015).

Em termos de aplicacao, o xilitol pode ser adicionado a cereais ou frutas,
misturado em molhos para saladas ou usado em culinéria e panificagao. O xilitol tem
sido utilizado como aditivo alimentar e agente adocante desde a década de 1960,
porém recentemente 0 nimero e tipos de produtos que contém este edulcorante na
formulacdo vém aumentando rapidamente. Hoje em dia uma grande variedade de
produtos contendo xilitol na composi¢cao pode ser encontrada no mercado, incluindo
gomas de mascar, confeitos, geléias, chocolates, sobremesas congeladas, biscoitos,

pudins, sorvetes e refrigerantes (HOU-RUI, 2012).

3.1.2 Mercado de xilitol

O mercado global de xilitol estd estimado em 190,9 mil toneladas,
avaliado em US$ 725,99 milhdes em 2016 e devera atingir 266,5 mil toneladas

avaliadas em pouco mais de US$ 1 bilhdo até 2022, crescendo com robusta taxa de
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crescimento anual composta (CAGR) de cerca de 5,7% em termos de volume e
valor. O mercado de xilitol representa cerca de 10 a 12% do mercado de

edulcorantes de poliol, que incluem sorbitol, manitol, maltitol, xilitol e eritritol
(GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2019).

Em termos de aplicacdo, o segmento de gomas de mascar dominou o
mercado global de xilitol, respondendo por 62% do volume global em 2015 (GLOBAL
MARKET INSIGHTS, 2019). Esse segmento devera se expandir com o CAGR mais
rapido de 6,2% de 2016 a 2025, devido a crescente conscientizagao sobre a saude
enire os consumidores de gomas de mascar. Esse aumento da conscientizagao tem
provocado uma mudanca no comportamento de compra do consumidor, exibindo
uma preferéncia crescente pela goma de mascar sem acucar. Além disso, grandes
fabricantes de goma de mascar vem focando na introducdao de produtos sem agucar
em seu portfélio, que por sua vez influencia o crescimento do mercado. As
propriedades uUnicas do xilitol de protegcdo contra caries e desmineralizagédo de
esmalte devem estimular também seu uso em higiene bucal (INDUSTRY EXPERTS,
2017; GRAND VIEW RESEARCH, 2017).

Produtos de confeitaria e padaria apresentam tendéncia promissora no
mercado de xilitol na América do Norte e Europa, devido a crescente demanda dos
consumidores por produtos de confeitaria de baixo teor calérico (GRAND VIEW
RESEARCH, 2017). Os dados globais de vendas e receita, divididos por aplicacéo,

no ano de 2015 estédo apresentados na Tabela 1.

Vendas Receita
Aplicagdo (mil toneladas) (milhGes de dolares)
Gomas de mascar 112,9 464,3
Confeitaria 27,6 115,0
Alimentos 20,5 93,8
Cuidados pessoais 12,0 57,0
Farmacéutica 5,9 32,4
Nutracéutica 3,1 20,8
Total 182,0 783,3

Tabela 1. Vendas e receita divididas por aplicagdo de xilitol. Dados globais do ano de 2015. Fonte:
GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2019.
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Dentre as regides, a Asia-Pacffico deve apresentar a taxa de crescimento
mais rapida até 2025, devido a um aumento da preocupacdo com a saude e de

programas de controle de peso entre o0s consumidores de paises em
desenvolvimento (GRAND VIEW RESEARCH, 2017). A representatividade de cada

regido no mercado mundial de xilitol em 2018 esta apresentada na Tabela 2.

Regido Representatividade
Americado Norte 39,3%
Europa 31,7%
Asia-Pacifico 22,2%
Américalatina 4,9%
Oriente médio e Africa 2,1%

Tabela 2. Representatividade de cada regido no mercado mundial de xilitol no ano de 2018, calculado
com base em massa de xilitol vendida. Fonte: GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2019.

A DuPont Danisco € lider mundial em xilitol, com fabricas localizadas na
Finlandia, EUA e China (DASGUPTA et al., 2017). Outros grandes produtores sao
DFI Corporation (EUA), Shandong Futaste Co. (China), Sweet Natural Trading Co.
(antiga Xylitol Canada Inc.), Zuchem Inc. (EUA), e Roquette Freres (Franca). A
Shandong Futaste produz aproximadamente 20.000 toneladas de xilose e 35.000
toneladas de xilitol por ano, e fornecem xilitol para grandes multinacionais como
Kraft, Cadbury e Wrigleys (FELIPE HERNANDEZ-PEREZ et al., 2019; GRAND
VIEW RESEARCH, 2017).

DuPont Danisco e Sweet Natural Trading produzem xilitol a base de
bétula (birchwood) e seu preco varia entre US$ 10-11/kg. Ja os fabricantes chineses
produzem xilitol principalmente a base de espiga de milho, e o prego varia entre US$
2,8-3,2/kg (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2019). J&4 no mercado brasileiro, para o
consumidor final, o xilitol é encontrado com o preco variando de R$35,00 a
R$100,00 por kilograma. Sado muitas as marcas que embalam e distribuem xilitol em
territdério nacional, sendo a maior parte importada da China.

Devido as suas vantagens em termos de sustentabilidade, a implantacao
de processos biotecnolégicos para producao de xilitol é foco de diversas empresas,
como Thomson Biotech Xiamen PTE LTD., empresa chinesa com sede em
Singapura e diversas filiais em territério chinés, e ZuChem Inc., estadunidense, que

atualmente realiza seu processo em escala piloto. Além disso, DuPont Danisco,
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Xyrofin Oy e Thomson Biotech possuem diversas patentes relacionadas a producao
de xilitol por fermentagdo. Ainda sobre sustentabilidade, a DuPont desenvolveu
processo integrado a industria de papel e celulose que afirmam utilizar 85% menos
energia que o processo convencional, € uma reducdo da pegada de carbono de

90%, porém a conversdao de xilose a xilitol ainda é realizada por via quimica
(DELGADO ARCANO et al., 2018; RAVELLA et al., 2012).

3.2 Producao de xilitol

3.2.1 Via quimica

O xilitol é fabricado industrialmente por hidrogenacao catalitica de xilose
em um processo de trés fases, na presenca de um catalisador metalico, sendo o
niquel Raney o mais comumente utilizado. Sua producdo é realizada em banho,
utilizando altas pressdes de hidrogénio e temperaturas relativamente altas. A partir
da hemicelulose da biomassa, é possivel recuperar aproximadamente 50-60% da
xilana como xilitol, ou 8-15% comparado a matéria-prima inicial. Realizando o
calculo a partir de xilose pura, este processo atinge até 98% de rendimento
(RAFIQUL & SAKINAH, 2013).

A escolha apropriada da matéria-prima é importante. Ela deve ter um
conteludo de xilana alto e que esteja altamente disponivel. O conteddo de xilanas
pode variar dependendo da planta, fracdo a ser utilizada, armazenamento e métodos
e condicdes de pré-tratamento empregados (DELGADO ARCANO et al., 2018).

A producéao industrial de xilitol pela via quimica ocorre em quatro etapas:
hidrolise acida da biomassa lignocelulésica; obtencdo de xilose pura (na forma
cristalina ou em solugéo) por purificacdo do hidrolisado; hidrogenacao catalitica de
xilose para xilitol a alta temperatura e pressédo de Hz2 (até 50 atm); e cristalizacédo e
purificacdo do «xilitol (DELGADO ARCANO et al, 2018). As estapas estdo
apresentadas na Figura 2.



18

Biomassa
lignoceluldsica rica
em xilana

|

Catalisador acido — Hidrdlise >

,

Hidrolisado rico
em xilose

.

Purificac&o da xilose

.

Hz —| Hidrogenacéo da xilose

.

Separacéo e
purificacio do xilitol

;

Xilitol

Residuo solido
(rico em lignina e cellulose)

Figura 2. Principais etapas para a produgéo de xilitol por via quimica. Adaptado de DELGADO
ARCANO et al., 2018.

Para purificacdo da xilose, os tratamentos com carbono ativado e
cromatografia de troca i6nica sdo apontados como os mais eficientes para descolorir
o hidrolisado e eliminar compostos fendlicos, furfural e HMF, sem perda de xilose.
Outros métodos de purificacdo podem ser fisicos, quimicos ou biolégicos, incluindo
ultrafitracdo, neutralizacdo, extragdo por solvente, evaporacdo, precipitacao,
tratamentos com enzimas ou micro-organismos, destilacdo a vapor, extragdo com
fluidos supercriticos, encapsulacdo, peneira molecular ou o uso de substancias
redutoras e adsorventes poliméricos (DELGADO ARCANO et al., 2018).

Apesar de obter altos rendimentos, esse método de producao € custoso
e, por consequéncia, o xilitol tem custo elevado quando comparado ao agucar
comercial ou outros edulcorantes de mais facil obtengdo. O processo € oneroso
principalmente devido as etapas de purificacdo, para obtencdo de xilose com alto
grau de pureza, de hidrogenacédo, por ser intensiva em energia devido ao uso de
altas temperaturas e pressdo, e devido a alta sensibilidade dos catalizadores
necessarios para a reacdo (DELGADO ARCANO et al., 2018; Yl & ZHANG, 2012).
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3.2.2 Via biotecnoldgica (fermentacao)

Na producdo por via biotecnoldgica o xilitol € produzido por fermentagéao
realizada por micro-organismo. Neste processo o xilitol € gerado a partir da D-xilose,
na maioria dos casos, como um metabdlito intermediario, obtido pela conversao
direta de D-xilose a D-xilitol pela enzima xilose redutase (XR). Em seguida o D-xilitol
pode ser oxidado a D-xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (XDH), ou secretado
da célula. A XR tem uma preferéncia dupla de cofator, podendo utilizar NADPH e
NADH, enquanto que a xilitol desidrogenase (XDH) utiliza apenas NAD+ (Figura 3)
(KWAK & JIN, 2017; CHEN et al, 2010). A acumulagdo de xilitol € promovida
restringindo a disponibilidade de oxigénio. Essa condicdo gera um desequilibrio
redox de NADH / NAD+, que reduz a atividade de XDH. Porém essa abordagem gera
outros desafios, uma vez que a acumulacdo de xilitol causa reducdo do fluxo de
carbono pelas vias metabdlicas centrais, particularmente a via das pentoses-fosfato,
que é a principal via produtora de NADPH. Por consequencia, quando a XR depende
exclusivamente de NADPH, a regeneracdo de NADPH se torna um obstaculo para o
processo. Uma possivel estratégia para superar essa limitacdo é o uso de co-
substratos que sejam capazes de manter o suprimento de NADPH (HERNANDEZ-
PEREZ et al., 2019).

A conversdo de D-xilose a D-xilulose em duas etapas, com uma reducao
seguida por uma oxidacdo, € comum na maioria das leveduras e fungos. Ja em
bacterias, a conversdo € realizada em uma Unica etapa, catalizada pela enzima
xilose isomerase (XI). A conversdao em uma unica etapa pela X| & detectada também
em algumas leveduras e bolores, como C. boidinii, Malbranchea pulchella, e
Meurospora crassa (KWAK & JIN, 2017; CHEN et al., 2010).
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Figura 3. Viséo geral das vias de assimilagdo da xilose em leveduras. As enzimas participantes das
vias sao xilose redutase (XR), xilitol desidrogenase (XDH), xilose isomerase (X), xilulose quinase
(XK), fosfocetolase (PK), fosfotransacetilase (PTA), acetil-CoA sintase (ACS), acetato quinase (ACK),
aldeido desidrogenase (ALD), alcool desidrogenase (ADH), piruvato descarboxilase (PDC).Adaptado
de: KWAK & JIN, 2017.

As etapas para producdo de xilitol por via biotecnoldégica estdo
apresentadas na Figura 4. O processo se inicia com o pré-tratamento de material
lignocelulésico, com o objetivo de fracionar seletivamente as hemiceluloses
presentes na biomassa, remover lignina e reduzir a cristalinidade do substrato (RAO
et al., 2016). Existe grande variedade de materiais lignocelulésicos que podem ser
utilizados, e alguns deles tém atraido a atencdo de pesquisadores por conta do seu
baixo custo. Exemplos sdo bagaco de cana-de-acucar, palha de arroz, espiga de
milho, serragem e haste de girassol (GIRIO et al., 2012).
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Figura 4. Etapas da producéo de xilitol por via biotecnol6gica. Dependendo do tipo de pré-tratamento

utilizado, a etapa de hidrélise pode néo ser necessaria. O mesmo ocorre com a destoxificagdo. Caso

a hidrolise nao gere componentes téxicos para o micro-organismo utilizado na fermentagao, a etapa
de destoxificacdo ndo é necessaria.

O material selecionado passa, como mencionado, pela etapa de pré-
tratamento, que pode ser fisico, quimico, fisico-quimico ou biologico (RAO et al.,
2016). Os principais processos de fracionamento seletivo das hemiceluloses sao a
aplicacdo de 4&cidos, agua (liquida ou vapor), agentes alcalinos e solventes
organicos, sendo os dois primeiros os mais comumente utilizados. O pré-tratamento
produz uma fase liquida rica em hemiceluloses totalmente ou parcialmente
hidrolisadas em mono e oligossacarideos. Quando oligossacarideos sdo gerados, é
necessaria uma etapa subsequente para hidrolisa-los em monossacarideos (GIRIO
et al., 2012).

A etapa de hidrélise, quando necessaria, pode ser acida ou enzimatica. A
hidrélise acida é a mais estudada e empregada devido a seu custo mais baixo e alta
efetividade (GARCIA MARTIN, SANCHEZ & CUEVAS, 2013). O processo
normalmente € realizado utilizando &cidos diluidos, como o &acido fosférico ou o
acido sulfurico, em temperaturas superiores a 100 °C (ALBUQUERQUE et al., 2014).

Os acucares gerados no pré-tratamento sao, principalmente, xilose e
glicose. Gerados em menores concentragbes sao manose, galactose, arabinose e
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ramnose. Além disso, dependendo das condigcdes de operacdo do pré-tratamento,
podem ser gerados também produtos de degradacdo que tém caracteristicas
inibitérias a micro-organismos, como furfural, hidroximetilfurfural, compostos
fendlicos, acidos alifaticos e vanilina. Esses compostos podem limitar o consumo de

carbono ou até bloguear completamente o processo de fermentacao
(ALBUQUERQUE etal., 2014; GIRIO et al., 2012).

Devido aos compostos inibidores gerados, a etapa seguinte na producéo
de xilitol € a de destoxificagcdo, que tem por objetivo remover esses interferentes
para que a fermentacdo possa ocorrer adequadamente. Os métodos para tal séo
variados. Dentre eles ha o tratamento por enzimas (lacase), tratamento fisico,
tratamento quimico com agentes alcalinos (NaOH, CaO, Ca(OH)2) e tratamentos
fisico-quimicos envolvendo adsorgdo com carbono ativado e resinas de troca idnica.
A etapa de destoxificacdo é capaz de eliminar completamente todos os principais
inibidores de fermentagao presentes no caldo (ALBUQUERQUE et al., 2014).

A etapa seguinte é a de fermentacado, na qual bactérias, leveduras ou
fungos filamentosos metabolizam a xilose presente no meio hidrolisado e
destoxificado, produzindo xilitol e demais substancias. A etapa de fermentacdo é
influenciada por varios fatores, entre os quais o tipo de micro-organismo utilizado, a
fonte de nitrogénio, aeracao, temperatura, pH, concentracdo celular, idade do
inbculo e adicdo ou nao de co-substratos podem ser considerados como 0S
principais (SALGADO, CONVERTI & DOMINGUEZ, 2012).

Xilitol tem sido extensivamente produzido utilizando células livres em
batelada, processo continuo (quimiostato) ou batelada alimentada, com o uso de
meio sintético ou hidrolisado de materiais lignocelulésicos. Conforme apontam
Salgado, Converti e Dominguez (2012), os processos continuos e de batelada
alimentada apresentam melhores rendimentos e produtividades.

3.2.2.1 Materiais lignoceluldsicos para producao de xilitol
Material lignocelulésico € um termo utilizado para descrever os compostos
organicos de maior abundancia na biosfera, com uma produgdo anual estimada
entre 1070 ton e 5x10'0 ton, correspondendo a 60% da biomassa vegetal mundial.

Material lignocelulésico é composto basicamente por celulose, hemicelulose, lignina
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e pequenas quantidades de sais minerais e extrativos (MARTINEZ, 2005). A Figura

5 mostra os principais compostos da biomassa lignocelulésica.

Biomassa Fibra de celulose
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Figura 5. Estrutura e principais compostos presentes na biomassa lignocelulésica. Adaptado de
MPABANGA et al., 2012.

A xilose, necessaria para a producdao do xilitol, € o segundo
monossacarideo mais comum na natureza. Ela esta contida na hemicelulose, que é
parte constituinte da parede celular de todas as plantas terrestres, juntamente com

outros polissacarideos como celulose e pectina, e compostos fendlicos como lignina.
(GIRIO et al., 2012; SCHELLER & ULVSKOV, 2010).

A estrutura detalhada das hemiceluloses e sua abundancia variam
amplamente entre diferentes espécies e tipos de células. As hemiceluloses podem
conter pentoses (B-D-xilose, a-L-arabinose), hexoses (B-D-manose, B-D-glicose, a-
D-galactose) e/ou acidos urénicos (a-D-glucurénico, a-D-4-O-metilgalacturénico e a-
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D-galacturdnico). Outros agucares como a-L-ramnose e a-L-fucose também podem
estar presentes em pequenas quantidades e os grupos hidroxil de acucares podem
ser parcialmente substituidos por grupos acetil. As hemiceluloses mais relevantes
sao xilanas e glucomananas, sendo as xilanas as mais abundantes. Outros tipos sao
xiloglucanas, mananas e B-(1—3,1—4)-glucanas. Quando hidrolisadas as
hemiceluloses se decompdem em seus mondmeros (Tabela 3) (GIRIO et al., 2012;
SCHELLER & ULVSKQV, 2010).

Matéria-prima Xilose Arabinose Manose Galactose Rhamnose uré::lii?:g:

Madeiras duras
Aspen 18-27,3 0,7-4,0 0,924 0,6-1,5 0,5 4,8-5,9
Bétula 18,5-24,9 0,3-0,5 1,8-3,2 0,7-1,3 0,6 3,6-6,3
Eucalipto 14-19,1 0,61 1-2,0 1-1,9 0,3-1 2
Carvalho 21,7 1 2,3 1,9 - 3
Poplar 17,7-21,2 0,9-1,4 3,3-3,5 1,1 - 2,3-3,7

Materiais agricolas e agroindustriais
Farelo de cevada 29,2 5,7 - - - -
Bagaco de malte 15-23,4 8-10,2 0 1 0 2
Espiga de milho 28-35,3 3,2-5,0 - 1-1,2 1 3
Fibra de milho 21,6 11,4 - 4.4 - -
Palha de milho 14,8-25,2 2-3,6 0,304 0,8-2,2 - -
Casca de pistache 33-50 0 - - - -
Palha de arroz 14,8-23 2,7-4,5 1,8 0,4 - -
Palha de sorgo 21,5 5,5 - - - -
Ssga"’(‘}%%sre cana 505056  1,3-63 0,5-0,6 1,6 - -
Palha de trigo 19,2-21,0 2,4-3,8 0-0,8 1,7-2,4 - -

Tabela 3. Composigao da hemicelulose de varios materiais lignocelulésicos que ja foram utilizados
para a producao de xilitol. Expresso em g/100 g de material seco. Adaptado de Girio et al., 2012.
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Apesar de abundante, a xilose ndao é facilmente removida. Por conta
disso, a disponibilidade de solu¢des baratas e ricas em xilose é um dos principais

gargalos para a producdo de xilitol (GIRIO et al., 2012).

3.2.2.2 Bagaco de cana-de-agucar
O bagaco de cana-de-agucar é um dos subprodutos da industria de
acucar e alcool, assim como a sacarose e a palha. Ele é constituido pelo residuo
fibroso da cana ap6s moagem. O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do
mundo, sendo responsavel por aproximadamente 41% da producdo mundial em
2017 (FAO, 2019), e contendo mais de 500 variedades de cana-de-agucar
(ANTUNES et al., 2019). Dados sobre a producdo de cana-de-aglcar no mundo

dividido por paises e por regides estao apresentados na Tabela 4 e Tabela 5.

Pais Producao
Brasil 758.548
india 306.069
China 104.793
Tailandia 102.946
Paquistao 73.401
México 56.955
Austrélia 36.561
Colémbia 34.638
Guatemala 33.758
Estados Unidos da América 30.153
Filipinas 29.287
Indonésia 21.213
Argentina 19.165

Tabela 4. Producdo de cana-de-aglcar em 2017 dividido por pais. Produgcdo em mil toneladas (103
ton) (FAO, 2019).

Uma tonelada de cana-de-agucar utilizada na producdo de aglcar ou
etanol gera de 260 a 280 kg de bagaco com cerca de 50% de umidade (CLAUSER
et al., 2016). Estima-se que em 2016, no Brasil, foram produzidas 178.302 mil
toneladas de bagaco de cana-de-acucar. Atualmente o bagaco de cana-de-agucar
gerado na usina é consumido, por meio de cogeracdo, para producao de energia.
Por conta da grande produgcdo de bagaco, a maioria das usinas hoje sé&o
autossustentaveis energeticamente e, em alguns casos, sobra energia para venda
de eletricidade. (CONAB, 2019)
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Apesar do uso para produgédo de energia, a CONAB (2019) afirma que o
potencial energético do bagaco ainda ndo é plenamente utilizado nas usinas. Além
disso, a utilizagdo do bagaco para producao de xilitol, ao invés da queima para
geracdo de energia, gera produto de alto valor agregado, podendo apresentar

vantagem econdmica.

Regido Producao
América do Sul 851.391
Asia 685.784
América Central 118.602
Africa 92.140
Oceania 38.228
América do Norte 30.153
Europa 6
Mundo 1.841.528

Tabela 5. Produgdo de cana-de-aglcar em 2017 dividido por regido. Producdo em mil toneladas (103
ton) (FAO, 2019).

A constituicao do bagaco de cana-de-agucar é de 32 a 50% de celulose,
19 a 25% de hemicelulose, 23 a 32% de lignina, 2% de cinzas, 46% de fibra e 50%
de umidade (CONAB, 2019). A composicdo da hemicelulose presente na cana é

apresentada na Tabela 3.

3.2.2.3 Composicao do caldo fermentado

Para definir o objetivo e a eficacia de um processo de purificagdo é
necessario conhecer a composicdo do meio a ser purificado, e saber de quais
substancias o composto de interesse precisa ser separado. No caso do caldo
fermentado proveniente de material lignocelulésico hidrolisado, observa-se
consideravel variagdo da composi¢cdo do meio dependendo do material e do micro-
organismo escolhido, bem como das condicbes empregadas na fermentacdo. Na
Tabela 6 € apresentada a composicdo do caldo fermentado encontrado em
diferentes trabalhos. Os trabalhos foram selecionados de maneira a apresentar o
maior numero de compostos quantificados diferentes, com o objetivo de auxiliar a

identificar a complexidade do caldo e possiveis concentracdes para cada composto.
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Silva et al. Alves Moraeset Santos Variz et al. (2011) Arruda Rivaset Gurgel et
(2020) (2018) al. (2018) (2015) ) (2011) al. (2006) al. (1995)
Bagaco e palha  Bagago da Palhada de Palhada de Palhada de Bagaco da . Bagago da
Hidrolisado de cana-de- cana-de- Palha de Palha de sorgo 0942-  sorgo 0942-  sorgo 0942- cana-de- Espiga de cana-de-
. . cevada arroz . milho .
acucar agucar 032 058 064 agucar agucar
Micro- S. C. C. K. C. C. C. C. D. C.
organismo amazonenses tropicalis  guilliermondii  marxianus  guilliermondii  guilliermondii  guilliermondii  guilliermondii hansenii  guilliermondii
Unidade g.L" g.L" g.L" g.L" g.LT g.L" g.L" g.L? g.Kg™ g.L?
Xilitol 21,6 19,3 47,1 10,5 15,5 11,3 6,1 39,0 71,1 25,6
Xilose 1,0 0,3 2,1 39,7 2,4 2,0 6,0 0,6 1,9
Glicose 1,5 n.d. n.d. n.d. - - -
Arabitol - - - - - 2,6
Arabinose 6,0 n.d. 8,1 - 4,8 6,7 5,8 1,7 7,4
Acido
acético 0.1 n.d. 1.3 1,9 1,4 2,7 3,7 0,3 ]
Etanol 2,1 4,8 0,3 7,9 13,9 12,2 0,8 -
Fenois - - - 5,1 6,4 55 - 0,2
Glicerol 1,1 n.d. - 1,6 1,3 1,3 2,9 -
Celobiose - 4.4 - : - -
Acidos
uronicos ) ) ) ) ) 2.2
Proteinas - - - - - 52 9,2
Cinzas - - - - - - 14,4
Solidos
totais ) ’ ) ) ) ) ’ 102,1

Tabela 6. Composigdo do caldo fermentado de xilitol obtido por diferentes autores (n.d.: ndo detectavel).
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Observa-se que possiveis contaminantes presentes no caldo fermentado
sdo acucares residuais como xilose e arabinose, proteinas, acido acético, etanol,
glicerol, arabitol, e acidos urbnicos, além da biomassa do micro-organismo utilizado.
Componentes volateis sao facilmente removidos com secagem e, por isso,
normalmente ndo sao caracterizados e quantificados nos estudos que tém como
objetivo purificar o xilitol (RIVAS et al., 2006).

3.3 Purificacao do xilitol

3.3.1 Métodos de purificacao de xilitol biotecnolégico

A Dbibliografia sobre a producdo de xilitol biotecnolégico € extensa,
concentrando-se nas etapas de obtencdo do hidrolisado hemicelulésico, selecao de
micro-organismos e na fermentacao propriamente dita (ARRUDA, 2011; CANILHA et
al., 2008; HERNANDEZ-PEREZ, DE ARRUDA & FELIPE, 2016; MARTINEZ &
SANTOS, 2012; MARTON et al., 2006; MUSSATTO, DRAGONE & ROBERTO,
2005; SENE et al., 2011; TOMOTANI et al., 2009). Porém, as pesquisas sobre a
purificacdo do xilitol biotecnoldégico sdo escassas, havendo necessidade de mais

trabalhos na area para desenvolver um processo eficiente e de baixo custo.

As etapas seguintes a sintese do xilitol tém o objetivo de obter o produto
com alto grau de pureza para comercializacdo, e também sao conhecidas como
downstream processing. Para tal, € necessario separar o xilitol dos demais

componentes presentes no caldo.

As etapas que compdem essa parte do processo sao diversas, sendo
normalmente divididas entre clarificacao e cristalizacdo. Para a etapa de clarificacéo
tém sido estudados varios métodos, dentre eles a adsorgdo, ajuste de pH,
separacdo por membranas, métodos cromatograficos, extracdo liquido-liquido,
precipitacdo e combinacoes de métodos. Além dos métodos citados, usualmente o
caldo também € centrifugado com o objetivo de remover particulas sélidas e a
biomassa de micro-organismos, € pode passar por processo de concentracdo para
aumentar o teor de xilitol (MARTINEZ et al., 2015).

A etapa seguinte, de cristalizacdo, também pode ser realizada por
diferentes métodos. Dentre eles, 0 aumento de concentracdo através da evaporacao

de solvente, reducdo de solubilidade através de redugdo da temperatura e, por
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ultimo, precipitacdo por relargagem (salting-out). A cristalizagdo tem se consolidado
como o ultimo passo para obtencéo de xilitol, pois permite a obtencdo do composto
na forma pura, com consisténcia sélida, a partir de uma solucdo relativamente
impura e em uma Unica operacdo (MARTINEZ et al., 2015).

A pureza do cristal obtido por cristalizacdo direta ndo € aceitavel para
comercializacdo devido a complexidade do caldo fermentado. A presenca de
compostos coloridos pode influenciar negativamente a etapa de cristalizacéo,
formando uma solugdo viscosa que envolve os cristais de xilitol (GURGEL et al.,
1995). Além disso, a existéncia de acucares residuais também pode ser significativo
na pureza dos cristais e no rendimento da cristalizacao (WEI et al., 2010). O xilitol
comercial apresenta 99,8% de pureza e 0,05% de umidade (MARTINEZ et al.,
2015). Por conta disso, o caldo deve passar pela etapa de clarificacdo antes da
cristalizagéo.

Misra et al. (2011) avaliaram trés métodos para extrair o xilitol do caldo
fermentado: extracdo liquido-liquido, precipitacdo com solvente e um método
combinado de trés etapas, sendo elas tratamento com carbono ativado,
concentracdo a vacuo e cristalizacdo. Apesar de os dois primeiros tratamentos
serem amplamente utilizados na industria, eles envolvem o uso de solvente, de
modo que a recuperacao do xilitol é dificultada e o custo do processo o torna inviavel
para utilizacdo em larga escala. Os autores concluem, entdo, que o tratamento
combinado de carbono ativado, concentragdo a vacuo e cristalizagdo € o melhor

processo, sendo economicamente viavel, fcil e amigavel ao meio ambiente.

Martinez et al. (2015) afirmam que, das diferentes estratégias para
purificacdo e cristalizagdo de xilitol apresentadas na literatura, indiscutivelmente a
melhor € o tratamento com carbono ativado seguido de concentracdo a vacuo e

cristalizacado por resfriamento.

Foi observado que altos teores de carbono ativado geram altas perdas de
xilitol, provavelmente devido a adsorcdo do xilitol por esse material (SAMPAIO et al.,
2006), e que carbono ativado em po6 apresenta melhores resultados que carbono
ativado granulado, tanto com relacdo a taxa de descoloracdo quanto com relacao a
perda de xilitol (WEI et al., 2010).
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Na Tabela 7 estao apresentados os melhores parametros de tratamento

utilizando carbono ativado, encontrados por diferentes pesquisadores.

~  Temperatura Duracao Agitacao Fonte do
Autores Concentracao (<C) pH (h) (rpm) substrato Resultado
Misra et Meio » Obteve o maior
al. 15 g L-1 30 - 1 - sintético rendimento na
(2011) fermentado cristalizagao
. Hidrolisado  * Remogéao de 96 % de
e e fermentado cor
al. 40 g kg-1 60 5 0,83 165 ) o
de espiga * Perda menor de 5 % de
(2010) ) o
de milho xilitol
* Remocgéao de 79 % e 94
% dos contaminantes
responsaweis por OD
Sampaio Meio (densidade éptica) a 540
et al. 20 g L-1 25 - 1 - sintético nm e 280 nm
(2006) fermentado  + Remocgéo de 69 % das
proteinas totais
* Perda de xilitol
praticamente nula
Rivas et Hidrolisado * RemOQZ?O?;niL,Q o g8
al. 66 g kg-1 = = = = fz;m:sntiaio * Remogao de 98,8 % de
(2006) o mﬁﬁo ICUMSA 4 color*
» Perda de 3,2 % de xilitol
. * Removeu 79,5 % dos
Affleck o5 4 kg-1 80 6.0 1 100 .M?'.O contaminantes coloridos
(2000) g Kg- : SINRUCO 50 da de 25-50 % de
fermentado "
xilitol
i s 5
Hidrolisado D|m|nU|ga:O:ie 70 % da
Cluigel IETEMERD | Retengao de impurezas
et al. 250 g L-1 80 6,0 1 100  de bagaco %e 0 o/p
(1995) de cana- | poria de 19,1 % de
dleerlieen xilitol

Tabela 7. Melhores parametros encontrados por diferentes autores para descolorizagao de xilitol
biotecnolégico utilizando carbono ativado. *ICUMSA 4 color, também conhecido como ICUMSA
method 4, € um método utilizado para medir cor em solugdes que contém acglcar. O método foi criado
por International Commission for Uniform Methods of Sugar Analysis (ERDOGAN, DEMIRCI & AKAY,
1996).

Como pode ser visto, a purificagdo do xilitol € um tema que exige ainda
bastante estudo. Além disso, todos esses trabalhos foram realizados usando
processos em batelada, ndo sendo encontrados relatos com processo em coluna.
Os processos utilizando coluna sdo mais versateis, uma vez que podem ser
associados as diferentes operagbes (anteriores e posteriores) do processo com

maior facilidade, sdo mais passiveis de ser automatizados e apresentam maior
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produtividade do que uma batelada, tornando-os mais interessantes em aplicagdes
industriais. Ainda, a avaliagdo da purificagdo de xilitol por adsor¢cdo em colunas de
leito fixo pode fornecer informacdées sobre os mecanismos fenomenolégicos
envolvidos, imprescindiveis para o melhor entendimento do processo, assim como

para ampliacao de escala.

3.3.2 Adsorcao

A adsorgdo pode ser definida como um processo no qual material
(adsorbato) é transferido de uma fase gasosa ou liquida a um sélido (adsorvente),
ou raramente um liquido, e forma uma camada superficial. Nesse processo apenas a
superficie do adsorvente esta envolvida - o adsorbato ndo se difunde na estrutura do
adsorvente. O processo inverso, isto €, a retirada de moléculas de uma superficie
sélida é chamado dessorcao (CRAWFORD & QUINN, 2017; ARTIOLI, 2008).

A adsorcao surge como resultado de insaturacdo ou desbalanco de
forcas moleculares presentes em qualquer superficie sélida. Quando uma superficie
sélida é colocada em contato com um liquido ou gas, hd uma interacdo entre os
campos de forgas da superficie e a do liquido ou gas. A superficie sélida tende a
satisfazer essas forgcas residuais atraindo e retendo em sua superficie as moléculas,
atomos ou ions do gas ou liquido. Isso resulta em uma concentragdo maior de gas
ou liquido nas proximidades da superficie sélida do que na fase de gas ou vapor
(BANSAL & GOYAL, 2005).

Este processo € influenciado pelas condi¢bes fisicas e quimicas do
ambiente e, em particular, pelas condicoes de temperatura, pH e redox. Sendo um
processo de superficie, um fator chave para a adsorcao € a area de superficie do
adsorvente. Quanto maior ela for, maior a capacidade de adsorver substancias. Por
esse motivo, os melhores adsorventes sao substancias porosas ou, geralmente,
aquelas com maior superficie por unidade de volume (ARTIOLI, 2008; RUTHVEN,
1984).

Dependendo da natureza das forcas envolvidas, a adsorcao pode ser
dividida em dois tipos: adsorcao fisica (ou fisissorcao) quando o adsorbato adere a
superficie devido a forcas fisicas, e adsorcdao quimica (ou quimissorcdo) se o
adsorbato estiver quimicamente ligado a superficie do adsorvente (NASCIMENTO et
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al., 2014; ARTIOLI, 2008). Um esquema de ambos os tipos esta apresentado na

e e
e,

Fisissorgao Quimissorgao

Figura 6.

Monocamada

Figura 6. Esquema de fisissorgdo e quimissorgéo.

Apesar de os conceitos de quimissorcao e fisissorcao serem distintos, os
dois mecanismos nao sao completamente independentes e, frequentemente, a
distincdo quanto a espécie ser adsorvida fisicamente ou quimicamente nao € muito
clara (NASCIMENTO et al., 2014).

3.3.2.1 Adsorcao fisica

Adsorcao fisica € causada pelas mesmas forgas responsaveis pelo
comportamento nao ideal em gases, coesdo de moléculas em liquidos etc. Elas sao
chamadas coletivamente de forcas de van der Waals. Essas forcas de atracao se
dao devido a interacbes eletrostaticas fracas que ocorrem entre as moléculas. A
mudanca de entalpia é tdo baixa que ambos adsorbato e adsorvente ndo sofrem
alteracdo em seu estado quimico, isto é, nenhuma nova ligacdo é formada e
nenhuma mudanga no estado energético é observada. Por conta disso, a ligacédo
fisica é altamente instavel e o processo pode ser revertido com mais facilidade,
podendo acontecer até mesmo como consequUéncia de movimentos vibracionais

moleculares (ARTIOLI, 2008; PONEC, 1974).

Dada a natureza das forcas de van der Waals, a fisissorcdo pode ocorrer
em multicamadas. Desde que as moléculas adsorvidas ndo atenuem completamente
o potencial eletrostatico, o novo adsorbato pode aderir a superficie do adsorvente
ainda que o mesmo esteja coberto por outras moléculas. Nesse caso a entalpia
necessaria para dessorver essas novas moléculas € menor, pois a forca de
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adsorcao (e sua duracdo) diminuem com o aumento do nimero de camadas de
adsorbato j4 aderidos a superficie (ARTIOLI, 2008).

Do ponto de vista termodinamico, o calor envolvido na adsorgéo fisica
geralmente é menor que 40 kJ/mol, que corresponde a ordem de uma
condensacao/vaporizagdo. Outra caracteristica da fisissorcdo € que ela ocorre em

toda a superficie adsorvente, por isso € classificada como nao localizada
(NASCIMENTO etal., 2014).

3.3.2.2 Adsorcao quimica

Diferente da fisissor¢gdo, a quimissorgdo envolve forgas mais intensas.
Neste caso o adsorbado forma uma ligacdo quimica propriamente dita com a
superficie do adsorvente, e essa ligacdo geralmente é covalente, com
compartilhamento de um ou mais pares de elétrons entre os atomos . A mudancga de
entalpia € maior, de 40 a 400 kJ/mol, e sempre negativa pois adsorcdo é um
processo espontaneo. Além disso, a quimissorcao € classificada como localizada
pois s6 pode ocorrer nos sitios ativos (NASCIMENTO et al., 2014; ARTIOLI, 2008).

A quimisorcao pode ser um processo ativado, quando € requerido que o
adsorbato possua um minimo de energia para ser absorvido. Isso depende da
presenca de uma barreira energética entre o estado fisissorvido e quimissorvido: se
essa barreira for maior que a energia das moléculas livres, o adsorbato se ligara
quimicamente ao adsorvente somente se tiver mais energia que o barreira, caso
contrario sera dessorvido. No caso de a barreira ser menor que a energia das
moléculas livres, todas as moléculas fisissorvidas podem formar rapidamente uma
ligacdo quimica com a superficie adsorvente, formando rapidamente a quimisorcao
(ARTIOLI, 2008).

Devido a maior entalpia envolvida, movimentos vibracionais ndo sao
capazes de quebrar as ligacoes covalentes. A dessorcdao do estado quimissorvido é
sempre um processo ativado, isto é, para se separar da superficie as moléculas
precisam receber energia para romper as ligacdes. Além disso, somente uma
monocamada de adsorbato pode ser quimicamente adsorvida na superficie do
adsorvente. Uma vez que toda a superficie é coberta pelas moléculas do
adsorvente, de modo que ndo haja mais locais disponiveis para a ligagcédo, a

adsorgao entra em estado de equilibrio dindmico com a dessorcao (ARTIOLI, 2008).
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3.3.3 Carbono ativado e suas caracteristicas

Carbono ativado inclui uma ampla gama de materiais amorfos
processados baseados em carbono. O material ndo é de fato amorfo, mas sim
possui uma estrutura microcristalina. Os carbonos ativados tém uma porosidade
altamente desenvolvida e uma grande &rea superficial interparticular. Sua
preparacao envolve duas etapas principais: a carbonizacdo da matéria-prima
carbonacea a temperaturas abaixo de 800 °C em atmosfera inerte e a ativacdo do
produto carbonizado. A Figura 7 apresenta microfotografias de casca de coco antes
da carbonizagdo, apds carbonizacdo e apos ativagdo. Qualquer material
carbonaceos pode ser convertido em carbono ativado, embora as propriedades do
produto final variem dependendo da natureza da matéria-prima utilizada, da
natureza do agente ativador e das condicoes dos processos de carbonizacdo e
ativacdo (BANSAL & GOYAL, 2005).

Durante o processo de carbonizagdo, com excecao do carbono, a maioria
dos elementos (como oxigénio, hidrogénio e nitrogénio) é eliminada como espécie
gasosa volatil pela decomposigéo pirolitica da matéria-prima. Os atomos de carbono
elementares residuais se agrupam em pilhas de laminas aromaticas planas
entreligadas aleatoriamente. Essas folhas aromaticas s&o dispostas de maneira
irregular, o que forma intersticios livres. Esses intersticios ddo origem a poros, razéo
pela qual os carvdes ativados s&o excelentes adsorventes. Durante a carbonizagao,
esses poros sao preenchidos com matéria alcatroada, produtos de decomposicao ou
ao menos sao parcialmente bloqueados por carbono desorganizado. Essa estrutura
de poros é desenvolvida e aprimorada durante o processo de ativacdo, que converte
a matéria-prima carbonizada em uma configuragdo que contém o maior nuimero
possivel de poros de varios tamanhos e formas e distribuidos aleatoriamente, dando
origem a uma area de superficie extremamente alta. A ativacdo do carbono é
geralmente realizada em uma atmosfera de ar, CO2 ou vapor na faixa de
temperatura de 800 °C a 900 °C. Essa atmosfera resulta na oxidacdo de algumas
regides do carbono em detrimento de outras e, a medida que prossegue a
combustdo, ocorre uma gravagao preferencial. Isso resulta no desenvolvimento de
uma grande superficie interna, que em alguns casos pode chegar a 2500 m? g
(BANSAL & GOYAL, 2005).
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Figura 7. Microfotografias de: a) superficie externa de casca de coco crua (w = 3 um); b) superficie
externa de casca de coco carbonizada (w = 2 pm); ¢) superficie externa de carbono ativado de casca
de coco (w = 2 um). Fonte: Achaw & Afrane, 2008.

Para o carbono ativado foram definidos trés grupos de poros
diferenciados de acordo com suas larguras (w), classificacdo essa adotada pela

IUPAC (1982): microporos w<~2 nm; mesoporos w~2-5 nm; macroporos w>~50 nm.
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Um esquema da estrutura dos poros do carbono ativado estd apresentado na Figura
8. Pode ser conveniente, ainda, dividir os microporos em supermicroporo w~1-2nm e
ultramicroporos w<~1nm. Porém essas dimensdées sao um tanto arbitrarias e
imprecisas pois o0s estagios de preenchimento dos poros dependem do sistema
s6lido-gas e da geometria dos poros (BOTTANI & TASCON, 2008).

Superficie externa Macroporos

Mesoporos

Matriz de carbono

7

Microporos

Figura 8. Esquema da estrutura dos poros do carbono ativado. Adaptado de: ALl et al., 2018.

Os microporos constituem cerca de 95% da area total da superficie do
carbono ativado e, por isso, tém grande influencia na capacidade de adsorcdo de um
determinado carbono ativado, desde que as dimensdes moleculares do adsorbato
sejam suficientes para entrar nos microporos. Os mesoporos constituem cerca de
5% da area total da superficie e, por Uultimo, os macroporos tém influéncia
desprezivel, uma vez que sua contribuicdo para a area de superficie ndo excede 0,5
m2?/g. Eles atuam como condutores para a passagem de moléculas de adsorbato
para os micro e mesoporos (BANSAL & GOYAL, 2005).

Estudos mostram que as laminas aromaticas dos carvbes ativados
contém estrutura de radicais livres ou estrutura com elétrons desemparelhados.
Esses elétrons desemparelhados s&o estabilizados por ressonancia e retidos

durante o processo de carbonizagdao devido a quebra de ligacbes nas bordas das
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laminas aromaticas e, assim, criam atomos de carbono na fronteira externa. Esses
atomos de carbono da borda tém valéncias insaturadas e, portanto, podem interagir
com heteroatomos como oxigénio, hidrogénio, nitrogénio e enxofre, dando origem a
diferentes tipos de grupos de superficie. Verificou-se que a composicdo elementar
de um carbono ativado tipico é 88% C, 0,5% H, 0,5% N, 1,0% S e 6 a 7% O, com o
restante sendo cinzas inorganicas. O conteudo de oxigénio de um carbono ativado
pode variar, no entanto, dependendo do tipo de matéria-prima de origem e das
condi¢des do processo de ativagdo (BANSAL & GOYAL, 2005).

Esses heterodtomos ligados nas bordas das laminas dao origem a
compostos de superficie carbono-oxigénio, carbono-hidrogénio e carbono-nitrogénio,
e a presenca desses grupos alteram as caracteristicas de superficie do carbono
ativado, bem como sua capacidade adsortiva. O grupo carbono-oxigénio € o mais
importante, influenciando caracteristicas como molhabilidade, polaridade, acidez,
densidade eletronica da camada de grafeno, e outras propriedades fisico-quimicas
como reatividade cataltica, elétrica e quimica (BOTTANI & TASCON, 2008;
BANSAL & GOYAL, 2005). Um modelo de fragmento de superficie de carbono
ativado mostrando os grupos carbono-oxigénio na superficie esta apresentado na
Figura 9.

HOOC ~ COOH Cs CH=CH-COOH

Figura 9. Modelo de um fragmento de superficie de carbono ativado com grupos carbono-oxigénio.
Fonte: BANSAL & GOYAL, 2005.

Os carvdes ativados podem ser utilizados em trés diferentes formas: em
pd, na forma granulada e na forma fibrosa. Os carvbes ativados em pé geralmente
tém um tamanho de particula por volta de 44 um, que permite uma adsorcdo mais
rapida, porém sao mais dificeis de manusear e causam alta perda de carga em leitos
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fixos de adsorcdo, tornando-os mais dificeis de regenerar. O carbono ativado
granulado possui granulos de 0,6 a 4,0 mm e é duro, resistente a abrasdo e
relativamente denso para suportar as condicoes de operacdo. Embora mais caros
que o carbono ativado em po, eles causam menos resisténcia hidrodinamica e
podem ser mais convenientemente regenerados. Por Ultimo, os carvdes ativados
fibrosos sdo ainda mais caros que as duas outras opcgdes, porém podem ser
moldados facilmente na forma do sistema de adsorgdo, facilitando o manuseio, e
também produzem baixa perda de carga. Esta opcdo normalmente é utilizada em
tratamento de aguas residuarias (BANSAL & GOYAL, 2005).

A superficie do carbono ativado apresenta uma estrutura porosa que
determina sua capacidade de adsor¢do, uma estrutura quimica que influencia sua
interacdo com adsorbatos polares e ndo polares e possui sitios ativos na forma de
bordas, deslocamentos e descontinuidades que determinam suas reagcdes quimicas
com outros atomos. Assim, o comportamento de adsor¢cdo de um carbono ativado
nao pode ser interpretado apenas com base na area da superficie e na distribuicao
do tamanho dos poros. Carvbes ativados com é&rea de superficie igual, porém
preparados por meétodos diferentes ou com diferentes tratamentos de ativacdo
demonstram propriedades de adsorcdo muito diferentes. Portanto, quando
considerando carvdes ativados, os mecanismos especificos de adsorcdo de muitos
compostos, especialmente compostos orgéanicos, permanecem incertos (BOTTANI &
TASCON, 2008; BANSAL & GOYAL, 2005).

3.3.4 Tipos de adsorvedores

Os adsorvedores sao divididos, com relacdo ao modo de operacdo, em

descontinuos (batelada) ou continuos (podendo ter geometria tubular ou de tanque).

Os adsorvedores descontinuos sdo mais aplicados a processos em
pequena escala, uma vez que em sua operacao é necessario que sejam carregados,
descarregados e limpos, 0 que resulta em um tempo de operacdo maior que o de
reatores continuos. Além disso, exigem cuidado especial para evitar contaminacoes
durante a manipulagdo (SCHMAL, 2010).

Os adsorvedores continuos sdo mais aplicados em grandes escalas,
como processos industriais, pois podem operar durante varios meses ou anos com
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paradas intermediarias, apresentando maior produtividade. Suas condi¢cdes de
operacao sdao amplas, porém exigem um controle continuo, uma vez que o0 regime
de escoamento afeta o sistema. Devem ser continuamente controladas as variaveis
mais importantes, como vazao de alimentacao e temperatura (SCHMAL, 2010).

v
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Figura 10. Reator tubular.

Os adsorvedores sao classificados também com relacdo a sua geometria,
sendo os dois mais comuns o tubular (Figura 10) e o tanque continuamente agitado
(Figura 11). No adsorvedor tubular o objetivo € passar os reagentes pelo tubo de
maneira que ocorra a menor mistura possivel entre o contetdo na entrada e o
produto na saida. Ja no tanque continuamente agitado, quando em batelada
alimentada, ha continua alimentacdo de substrato e retirada de produto, e um
agitador é introduzido para dispersar os substratos na mistura imediatamente
quando adicionados. Neste tanque a intencdo € a de que, supondo mistura perfeita,
o produto retirado do tanque tenha a mesma composicao que o conteddo contido no
tanque. Pode-se ainda ligar diversos reatores do tipo tanque em série quando for
interessante para o processo (RICHARDSON & PEACOCK, 1994).
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Figura 11. Reator tanque continuamente agitado.

3.3.4.1 Adsorcao em leito fixo
Colunas de leito fixo sdo adsorvedores do tipo tubular, e operados de
maneira continua. Em processos de adsor¢cdo em colunas de leito fixo, a amostra
pode ser alimentada seguindo dois métodos diferentes: alimentacdo por pulso ou

degrau (para obtencao de curvas de breakthrough).

Na alimentagdo por pulso um volume conhecido da amostra é injetado
(um “pulso”) enquanto ha passagem continua, ascendente ou descendente, de uma
fase movel. Essa fase mdvel carrega a amostra através da coluna, que contém uma
fase estacionaria em seu interior. A fase mével tem vazao controlada, a temperatura
da coluna é controlada com uso de camisa, e no interior da coluna encontra-se o
adsorvente empacotado. Em intervalos de tempo definidos sdo coletadas amostras
na saida da coluna, e através de andlise dessas fragdes coletadas é possivel gerar
uma representacdo do processo e determinar diferentes coeficientes para avaliar a
eficiencia do processo (FORTE, 2013). Um exemplo de representagcédo do processo
esta demonstrado na Figura 12, que mostra a concentracdo de determinado
componente analisado dividido por sua concentracao inicial em funcao do volume de
efluente obtido do processo (diretamente relacionado ao tempo de processo). Apos
a injecao da amostra ha um periodo no qual o componente ainda nao esta presente

no efluente. Apds esse periodo ha uma elevacdo da concentracdo do componente
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até atingir um pico. A concentracdo no pico deve ser menor que a concentracao
inicial (C/Co < 1) uma vez que a amostra é diluida pela fase mével e apresenta
dispersdo ao longo da coluna. Uma vez que o pico foi atingido, a concentragcao do
componente no efluente volta a decrescer até atingir completa auséncia. Na analise
de amostra com apenas um componente, essa situacao indicaria que tem-se apenas
fase mével no efluente.

04 4

o3

cic,

Volume de efluente, V

Figura 12. Exemplo de curva obtida com alimenta¢cdo em pulso.

Na alimentacdo em degrau a amostra é diretamente alimentada na
coluna, de maneira continua e com uma vazao fixa, até que ocorra a saturagéo da
coluna. Assim como na alimentacdo por pulso, em intervalos de tempo definidos
sédo coletadas amostras na saida da coluna para analise. A analise dessas fracoes
gera uma curva de breakthrough. A concentracdo de breakthrough (Co) e
concentracdo de exaustdo (Cx) do composto de interesse deve ser definido de
acordo com o objetivo do processo. A partir das curvas € possivel, entdo, obter os
pontos de breakthrough e de exaustdo e seus respectivos tempos ou volumes de
efluente (Vo e Vx). Através de correlacbes podem ser calculados outros parametros,
como a eficiéncia de recuperacdo do soluto de interesse, produtividade do
processo, coeficiéntes de retencdo dos contaminantes e fatores de purificacdo
(FORTE et al,, 2016). Um exemplo de curva de breakthrough ideal esta apresentada
na Figura 13 que, assim como o exemplo da Figura 12, também mostra a
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concentracao de determinado componente relativa a concentragdo de alimentagéo.
Inicialmente o adsorvente possui abundancia de sitios livres para adsorcdo do
componente analisado, e tal componente é completamente retido, apresentando
concentracao relativa igual a 0. Apos certo tempo de processo os sitios livres para
adsorcao se tornam escassos e parte do componente alimentado ndo mais é
adsorvido, aumentando sua concentragdo no efluente. A partir do breakpoint o
componente ndo mais € adsorvido e sua concentragdo se eleva no efluente até que
em dado momento sua concentracdo € identica a concentracdo de alimentacdo. A
forma das curvas de breakthrough pode ser utilizada para identificar propriedades de

transferéncia de massa do sistema através de ajuste de dados experimentais a

v

7

modelos de curva de breakthrough.
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Figura 13. Curva de Breakthrough. Adaptado de PATEL (2019).

4. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi realizado com apoio financeiro do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico (CNPq) processo 439548/2018-7 e da
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Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) -

Cddigo de Financiamento 001.
4.1 Material

No presente trabalho foram utilizadas duas solugées diferentes contendo
xilitol para purificagdo: O caldo hidrolisado (CH), que se refere ao meio obtido
através de pré-tratamento de bagagco de cana-de-agucar com 4acido diluido,
destoxificagcdo e posterior fermentacdo por Candida tropicalis; e o caldo sintético
(CS), que se refere ao meio sintético gerado adicionando 70 g/L de xilose, 10 g/L de
extrato de levedura, 5 g/L de KH2PO4 e 0,4 g/L de MgSO4 a agua destilada, e
posterior fermentagcdo por Candida tropicalis. A cepa de Candida tropicalis foi
encontrada em bagaco de cana-de-agUcar e isolada por metodologia explicitadas
por ALVES (2018).

Ambos os caldos utilizados no presente estudo foram cedidos por Yara
Pereira Cerceau Alves, que os produziu como parte de sua pesquisa de mestrado
(ALVES, 2018).

O adsorvente utilizado foi carbono ativado de casca de coco, obtido com a
empresa EIB (Bacabal - MA, Brasil) com diametro de particula entre 0,105 e 0,177
mm (obtido por classificagdo granulométrica por peneiras) e teor de cinzas de 10%.

4.2 Métodos

O projeto foi dividido em 4 etapas. Na primeira, o caldo hidrolisado e caldo
sintético foram caracterizados. Na segunda etapa foram realizados estudos
preliminares com a intencdo de adaptar a metodologia, testar faixas de trabalho para
as variaveis do processo (temperatura, volume de injecdo, velocidade superficial e
concentracdo de etanol na fase moével) e avaliar o impacto na execugdo da
purificacdo com relacéo a utilizacdo de CS ou CH. Na terceira etapa foi realizado o
planejamento experimental para estudar como o processo de purificacdo se
comporta com relacdo a variacdo de temperatura (T), volume de injecao (Vi) e
velocidade superficial (vs) e identificar quais condigdes resultam numa purificagéo
mais eficiente. Na quarta etapa foram realizados testes com alimentacao em degrau

para confirmar as tendéncias encontradas na terceira etapa e avaliar os resultados
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do processo de purificacdo nas condicdes operacionais escolhidas como melhores
em atingir os objetivos definidos. Na Figura 14 sdo apresentadas as etapas de

execucao do projeto.

CH c5

k4 k 4

Caracterizag3o

Adaptaciio de metodologia * Hidrolisado / Sintético

Estudos
Definigtio de faixas de trabalho | preliminares de | # Presenca e auséncia de etanol
purificacdo | , pastodos: Pulso e Degrau

Caracterizagdo dos materiais

k4

Definiclio da melhores condicdes
operacionais (T e v.) para separacio
entre o xilitol e contaminantes

Planejamento | * DCCR com 3 parametros

experimental .
P * Método: Pulso

h 4

Obtencdio das solucdes de xilitol * Teste das tendéncias
purificadas nas melhares Confirmagdo | apresentadas no DCCR
condicfies operacionais « Método: Degrau

Figura 14. Diagrama de atividades do projeto.

4.2.1 Caracterizacao dos caldos fermentados e produtos da purificacao

As caracterizagoes foram realizadas nos caldos fermentados antes e apos
processo de purificagdo. As caracterizagcdes incluem avaliacdo da cor, pH,
concentracao de xilitol, xilose, glicose, arabinose, etanol, glicerol, acido acético, teor

total de proteinas e teor de sélidos totais.

As concentracbes dos acguUcares residuais, xilose e glicose, de xilitol,
etanol, glicerol e acido acético foram determinadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC), com coluna Aminex HPX-87H utilizando 0,01 N de &cido
sulfarico como fase mével, vazao de 0,6 mL/min, temperatura da coluna de 45 °C e
volume de injegéo de 20 uL, condigbes estabelecidas por RODRIGUES et al.(2006).
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O teor de solidos totais foi determinado utilizando estufa a 100 °C até
peso constante, e entdo foi calculado a diferenca de peso entre a amostra inicial e
final (Sperotto, 2014). Devido ao volume limitado de cada fragdo (4 ou 5 mL a ser
utiizado para todas as andlises) e a sensibilidade do método, ndo foi possivel
determinar o teor de sélidos de cada fracido em todos os experimentos. Em alguns
experimentos foi determinado o teor de solidos do processo como um todo, isto €, de
todas as fragbes somadas. Em outros experimentos foi determinado o teor de

sélidos de um conjunto de fragdes previamente selecionadas (Ver 4.2.2.1).

A cor foi determinada atraves de leitura de absorbancia em
espectrofotbmetro nos comprimentos de onda de 420 nm e 560 nm, como
estabelecido pela International Commission for the Unification of the Methods of
Sugar Analysis (ICUMSA). A leitura a 420 nm é utilizada para comparar agucares
brancos e produtos de coloracéo leve e a leitura a 560 nm € utilizada para comparar
produtos mais escuros (CHEN & CHOU, 1993).

Os valores de pH foram determinados por potenciometria em pHmétro.

O teor de proteinas totais foi determinado segundo método de Lowry, que
se baseia na reducdo do reagente Folin-Ciocateau ao reagir com proteinas, na
presenca de catalisador cobre (ll), produzindo um composto com absorcao maxima
a 750 nm. O reagente Folin-Ciocateau é uma mistura contendo molibdato, tungstato
e acido fosférico (Sperotto, 2014). Para o branco foi utilizada agua destilada. A curva
de calibragcéo foi construida a partir de albumina bovina padrdo e tanto as amostras

quanto os pontos da curva padrdo foram analisados em triplicata.

4.2.2 Purificacao do xilitol presente nos caldos fermentados utilizando
colunas de adsorcao

Os ensaios de purificacdo do xilitol a partir dos caldos fermentados
(sintético e do hidrolisado) foram realizados em colunas de leito fixo (Figura 15). As
colunas utilizadas sao encamisadas, com controle de temperatura por meio de
banho termostatizado, altura de leito igual a 15 cm, didmetro interno de 1 cm e fluxo
ascendente controlado por sistema de FPLC da marca Pharmacia. O preenchimento
da coluna é realizado com carbono ativado. Coloca-se o carbono vagarosamente

através de um funil e utilizando vibracdo intensa e intermitente para que o
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adsorvente se acomode adequadamente e nao forme caminhos preferenciais.
Foram utilizados dois métodos de alimentacdo de amostra distintos: por pulso
cromatografico e em degrau (obtencdo de curvas de breakthrough). Os detalhes
sobre ambos os métodos estdo apresentados em 4.2.2.1 € 4.2.2.2.

Saida de agua +— — Embolo

Camisa +—
v

Leito |
Fixo

Coletor de fragdes

Reservatorio Bomba +— Entrada de agua

1

Figura 15. Esquema de sistema de adsorgdo em coluna de leito fixo.

A estratégia do estudo inclui trés etapas: i) ensaios preliminares com CH
e com CS, usando ambos os métodos de injecéo (pulso e degrau), com auséncia ou
adicao de etanol a fase mével em 10 e 20%, e em condi¢cdes pré-estabelecidas
(pontos centrais do planejamento experimental a seguir); ii) realizacdo de
planejamento experimental (delineamento composto central rotacional, DCCR),
utiizando alimentacdo em pulso; iii) teste avaliando as condi¢des e tendéncias
apresentadas nos resultados do DCCR.

O planejamento experimental foi realizado com a intencdo de estudar
como o processo de purificagdo se comporta com relagéo a variagao dos parametros
selecionados, que sao temperatura (T), volume de injecdo (Vi) e velocidade
superficial (vs) ou velocidade na seccao transversal, e se possivel, identificar quais

condigOes resultam numa purificacdo mais eficiente. Os valores utilizados para cada
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parametro estdo apresentados na Tabela 8. Os volumes de inje¢do foram estimados
para corresponder a valores aproximadamente entre 7 e 17% do volume do leito,
que é 11,8 cmi. Os niveis da temperatura foram selecionados de acordo com os
dados apresentados na Tabela 7, na Secédo 3.3.1. As velocidades superficiais foram
selecionadas com a intencdo de nao usar valores tdo baixos que a produtividade
seja drasticamente afetada, nem tdo altos que ocorra elevacao de pressdo no
sistema. A velocidade superficial foi determinada com relacdo a coluna vazia,

calculando a partir do volume vazio da coluna e a vazao utilizada.

Foi realizado um fatorial completo 23 incluindo 6 pontos axiais e 3
repeticdes no ponto central, totalizando 17 ensaios. A matriz desses ensaios esta
apresentado na Tabela 9. Todos os calculos envolvendo o planejamento
experimental foram realizados de acordo com metodologia proposta por
RODRIGUES & IEMMA (2014). Os resultados foram analisados usando o software

on-line Protimiza Experimental Design (https://experimental-

design.protimiza.com.br/).

Ponto

. -a Nivel Inferior Nivel Superior +a
Parametro Central
(-1,68) (-1) 0 (+1) (+1,68)
T (°C) 20 28 40 52 60
Vi (mL) 0,80 1,05 1,40 1,75 2,00
0,40 0,80
. ; 0,56 ’ 1,04 1,20
¥ (cm/min) m‘f/fﬂn) (0,44 mL/min) m‘f/g‘?’n) (0,82 mL/min) (0,94 mL/min)

Tabela 8. Valores do planejamento fatorial.

A ordem de execucgdo dos ensaios foi: 1, 15, 9, 2, 10, 3, 4,16, 11, 5, 12,
6,13,7,14,17, 8.

Sao considerados como contaminantes primarios as proteinas e
compostos coloridos devido as suas altas concentracbes e/ou consequéncias
causadas na etapa seguinte de purificacdo, a cristalizagdo. Contaminantes
secundarios sao os acgucares (xilose e arabinose) e alcoois (glicerol e etanol), que

sao quantificados com analise em HPLC.


https://experimental-design.protimiza.com.br/
https://experimental-design.protimiza.com.br/

48

Ensaios (QTC) (n\1liL) (cmimin)
1 1 (28) 1(1,05  -1(0,56)
2 +1(52) 1(1,05  -1(0,56)
3 128  +1(1,75 -1 (0,56)
4 (62  +1(1,75  -1(0,56)
5 1 (28) 101,05 +1(1,04)
6 +1(52) 101,05  +1(1,04)
7 1@8)  +1(1,75  +1(1,04)
8 (62 +1(1,75  +1(1,04)
9 1,68 (20) 0 (1,40) 0 (0,80)
10 +1,68(60) 0 (1,40) 0 (0,80)
11 040)  -1,68 (0,80) 0 (0,80)
12 0(40)  +1,68(2,00) 0 (0,80)
13 0 (40) 0(1,40)  -1,68 (0,40)
14 0 (40) 0(1,40)  +1,68 (1,20)
15 0 (40) 0 (1,40) 0 (0,80)
16 0 (40) 0 (1,40) 0 (0,80)
17 0 (40) 0 (1,40) 0 (0,80)

Tabela 9. Matriz do planejamento fatorial DCCR.

4.2.2.1 Método de alimentacao por pulso

Nesse método um pulso de volume definido (Vi) do caldo de fermentacao
contendo xilitol é injetado na coluna através da passagem continua e ascendente de
eluente (agua destilada ou etanol a 10 ou 20%), com vazado controlada (relativa a
velocidade superficial do experimento). Sdo coletadas fracbes na saida da coluna
em intervalos de tempos definidos, e essas fracoes sdo posteriormente andlisadas.
De acordo com os resultados dos testes preliminares realizados, foi definido que as
corridas se encerram quando houve a passagem de 100 mL de liquido, e a injecao

da amostra sempre se da apds a passagem de 5 mL de fase movel.

A partir das analises realizadas nas fragbes calcula-se:
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) Coeficientes de retencdo (CR) de xilitol, xilose, arabinose, glicerol e
etanol: para tal calculo avalia-se quanto foi injetado e quanto foi obtido de cada
composto na soma de todas as fragdes. O coeficiente de retencao avalia qual fracao
do total injetado no sistema fica retido no adsorvente para um dado composto.

xX,l

CR=(1— m")x 100% (1)

mx = massa do composto somada em todas as fragdes;

mx,i = massa do composto injetada no sistema;

Il) Coeficiente de retencdo de soélidos: avalia quanto de sélidos ha na
soma de todas as fracbes e compara com a quantidade de soélidos injetada no

processo.

(R =1-25L  (2)

Mso1,i
mMsol = massa de solidos somado em todas as fragcdes;

Msoli = massa de solidos injetada no sistema;

) Fator de purificacdo do xilitol por areas do cromatograma, obtido por
HPLC, para cada fragdo (FPareafragio): relaciona a porcentagem que a area do xilitol

ocupa no cromatograma na amostra inicial e na fragao.

Axil

FP — Atotal (3)

area,fracao Axil,i
Atotal,i

Axil = area do xilitol no cromatograma da fracao;
Axili = area do xilitol no cromatograma da amostra injetada;
Atotal = area total obtida no cromatograma;

Atotali = drea total obtida no cromatograma da amostra injetada;
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O fator de purificagdo por areas do cromatograma é utilizado para
selecionar as fracdes nas quais se obteviveram maior separagdo do xilitol. Essas
melhores fragdes formam um pool, que é utilizado em outras andlises apresentadas

a seguir. Foram selecionadas para o pool fragdes com FParea fragao maiores que 2,0.

IV) Fator de purificacdo do xilitol por areas do cromatograma, obtido por
HPLC, para o pool (FParea): relaciona a soma da area ocupada pelo xilitol em cada
fracdo do pool dividido pela soma da area total de cada fragdo do pool com a
porcentagem que a area do xilitol ocupa na amostra inicial, areas essas obtidas pelo

cromatograma.

Axil,pool

FP — Atotal,pool (4)

area Axili

Atotal,i

Axil,pool = Axil,l + Axil,z + et Axil,n (5)

Atotal,pool = Atotal,l + Atotal,Z + -t Atotal,n (6)

Axil1, Axi2, ..., Axin = area do xilitol no cromatograma de cada fracao do

pool, sendo que n € o nimero de fragdes do pool,

Atota,1, Atotal2, ..., Atotaln = area total obtida no cromatograma de cada
fracdo do pool, sendo que n é o numero de fracées do pool,

Axiii = area do xilitol no cromatograma da amostra injetada;

Atotali = drea total obtida no cromatograma da amostra injetada;

V) Fator de purificacdo do processo com relacao a proteinas totais:

Mo:
B xll/m ot 7

FPproteina - mxil,i/ ( )
m

prot,i
mxi = massa de xilitol no pool;
Mprot = Massa de proteinas totais no pool,

Mxili = massa de xilitol na amostra injetada;
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Mproti = Massa de proteinas totais na amostra injetada;

VI) Fator de purificacao do processo com relacao a sélidos totais:

My
FP /m

sélidos — mxiz,i/m (8)
sol,i

Mxil = massa de xilitol no pool;
Msol = Massa de soélidos totais no pool;
Mxili = massa de xilitol na amostra injetada;

Msoli = Massa de solidos totais na amostra injetada;

VIl) Rendimento de xilitol (nxiitol): Considerando que somente as fracdes
selecionadas para o pool seriam utilizadas no processo consolidado, este parametro

indica quanto do xilitol utilizado no processo é obtido no produto final.

Neititor = —2-x 100 % 9)

Myt i
mxil = massa de xilitol no pool,
Mxili = massa de xilitol na amostra injetada;

Os parametros apresentados sao utilizados para comparar diferentes
processos, desde que utilizem alimentacdo por pulso, a fim de identificar qual
processo gera purificacado mais eficiente do xilitol.

4.2.2.2 Método do degrau
Nesse método a coluna €& alimentada continuamente com caldo
fermentado contendo xilitol por tempo ou volume pré-determinado, ou até que a
pressao no sistema se eleve acima do limite do equipamento. Fracdes séo coletadas
na saida do sistema em intervalos de tempo definidos e, posteriormente, essas
fragcbes sdo analisadas. O resultado das analises gera uma curva de breakthrough,
conforme apresentado no capitulo 3.3.4.1. O ponto de breakthrough (breakpoint) de

determinado compostos geralmente € definido como o instante no qual a
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concentracdo na saida da coluna corresponde a 10% da concentragdo inicial (na
entrada da coluna) e o ponto de exaustdo corresponde ao instante no qual a
concentracdo na saida da coluna corresponde a 90% da concentracao inicial (na
entrada da coluna). Do breakpoint calculam-se o tempo e volume de breakthrough. A
partir das andalises serdo calculados entdo: os volumes e tempos de breakthrough do
xilitol e dos contaminantes, os coeficientes de retencdo de todos os compostos
analisados, os fatores de purificagdo relacionados a todos os contaminantes, a
massa de xilitol obtida no produto e a produtividade volumétrica do processo de
acordo com a Eq. (10).

Prodv = m,;/(V,, xt) 9)
mxil = massa de xilitol no produto;
Vcol = volume da coluna;

t = tempo de processo;

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho é dividido em trés grandes etapas: i) estudos preliminares
(incluindo a caracterizacdo dos caldos fermentados de meio sintético e do
hidrolisado), para adaptacdo de metodologias e definicbes de faixas de trabalho
(métodos do pulso e degrau); ii) definicao das melhores condicbes operacionais de
temperatura (T) e vazao (em termos de velocidade superficial) (vs) para separacao
entre o xilitol e contaminantes (método do pulso); iii) obtencao das solucdes de xilitol
purificadas nas melhores condicdes operacionais (método degrau).

5.1 Estudos preliminares

O primeiro passo foi caracterizar os caldos (CH e CS) que seriam
posteriormente utilizados nos experimentos: Nessa caracterizacdo foram avaliados
teores de xilose, glicose, arabinose, xilitol, glicerol, etanol e &acido acético,

absorbancia a 420 nm e 560 nm e teor de proteinas totais (Tabela 10).



53

Observou-se que nao ha glicose ou acido acético em ambos os caldos, e
a arabinose sO estd presente no caldo hidrolisado. Além disso, o teor de proteinas
totais e a absorbancia se apresentam muito maiores no caldo do hidrolisado que no
caldo proveniente do meio sintético, indicando que o CH é uma solucdo mais
complexa e concentrada. Isso era esperado uma vez que o CH é proveniente de
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar, que contém um numero maior de

componentes que 0 meio sintético produzido para os experimentos.

Caldo Caldo
Hidrolisado Sintético

Xilose 1,44 1,71 g/L
Glicose 0,00 0,00 g/L
Arabinose 3,38 0,00 g/L
Xilitol 15,02 19,98 g/L
Glicerol 1,79 0,50 g/L
Ac. Acético 0,00 0,00 g/L
Etanol 5,93 5,50 g/L
Proteinas totais 19,2 1,9 g/L
Solidos totais 98,1 - g/L
Absorbancia 420 nm 15,74 0,40

Absorbancia 560 nm 3,49 0,12

Tabela 10.Caracterizagao inicial de CH e CS, que seréo utilizados nos ensaios de purificagdo. O teor
de solidos totais do caldo sintético néo foi avaliado.

5.1.1 Primeira parte

A primeira parte dos estudos preliminares consistiu na realizacdo de 4
experimentos: 2 utilizando caldo hidrolisado, um com alimentacdo do tipo pulso e
outro com alimentacédo do tipo degrau, e 2 utilizando caldo sintético e essas mesmas
alimentagdes. Para este primeiro estudo preliminar foram escolhidas condi¢ées mais

brandas de operacdo. Essas condi¢cdes estao apresentadas na Figura 16.
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Pulso
Caldo — T
sintético T=402C
Degrau V. =0,7 mL
Etanol = 0%
Caldo Pulso v, = 0,4 cm/min
hidrolisado — —
Degrau

Figura 16. Diagrama da primeira parte dos estudos preliminares.

Nestes primeiros experimentos preliminares somente metade das fragdes
foram analisadas e, por conta disso, ndo puderam ser calculados coeficientes de
retencdo. Também ndo foram realizadas analises de sdlidos totais, que sé passaram

a ser realizadas a partir da segunda parte dos ensaios preliminares em diante.

5.1.1.1 Caldo do hidrolisado e do sintético com método de alimentacao por
pulso

No método do pulso os componentes presentes na amostra sdo diluidos

por conta de serem injetados em uma corrente continua de eluente (fase mével). Por
conta disso, as absorbancias relativas se mantiveram abaixo de 0,005 e nao foram
mostradas na Figura 17, que apresenta os resultados obtidos dos experimentos
utiizando CH e CS e alimentagdo por pulso. Além disso, o conteldo de proteina
permaneceu abaixo do limite de deteccdo do método e as concentragdes relativas
de arabinose, xilose, glicerol e etanol foram despreziveis. Foi possivel observar
também que houve uma retencdo maior do xilitol no processo com CH se

comparado ao CS.
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Tempo (min)

14,5 46,8 79,0 11,3 143,5 175,8 2081 240,3
0,025

0,02

0,015

—e—Xilitol - CH
0,01
——Xilitol - CS

Concentracdo relativa

0,005

0
4,5 14,5 24,5 34,5 44,5 54,5 64,5 74,5

Volume de efluente (mL)

Figura 17. Experimentos utilizando alimentagdo do tipo pulso. A linha vermelha representa a
concentracdo de xilitol nas fragdes da corrida com CH, caldo a partir do hidrolisado. A linha azul
representa a concentragao de xilitol nas fragées da corrida com CS, caldo a partir do meio sintético. A
concentracdo relativa refere-se a razdo entre a concentragdo na fracao coletada apo6s a purificagéo e
a concentragcdo na amostra inicial.

5.1.1.2 Caldo do sintético com método de alimentacao em degrau
Nesta corrida, apresentada na Figura 18, foram alimentadas 88 mL de
CS, dando origem a 22 fracbes de 4 mL de produto.
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Tempo (min)
12,9 77,4 141,9 206,5 271,0
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et Xt
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Figura 18. Experimento utilizando CS com método de alimentagdo em degrau. Concentragdo relativa
refere-se a razéo entre a concentracao na fracdo coletada apds a purificacdo e a concentragdo na
amostra inicial. A absorbancia relativa refere-se a razdo entre a absorbancia na fracao coletada apés
a purificacao e a absorbancia na amostra inicial.

Como se tem uma concentracdo menor de proteinas e compostos
coloridos no CS, conforme apresentado na Tabela 10, a passagem de 88 mL de
amostra nao foi suficiente para saturar todo o adsorvente e haver um breakthrough
desses compostos. Por isso ndo houve aumento da concentracdo de proteinas, ou
aumento das absorbancias na saida do processo. E possivel observar também pelos
resultados apresentados na Figura 18 que praticamente ndo houve separagcédo entre
xilitol e glicerol, porém houve certa separagdo entre xilitol e xilose, e maior
separacao entre xilitol e etanol, uma vez que o etanol ficou retido por mais tempo no

adsorvente.

5.1.1.3 Caldo do hidrolisado com método de alimentacao em degrau
Neste experimento foram alimentados 48 mL de caldo hidrolisado
fermentado, momento no qual a pressao interna do sistema se tornou elevada ao
ponto de desconectar as conexdes das tubulagées do equipamento. Isso se deu
devido ao aumento da perda de carga no interior da coluna de adsor¢cado por conta

de acumulo dos componentes do caldo, que é altamente complexo.
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Figura 19. Experimento utilizando CH com método de alimentacdo em degrau. Concentragéo relativa
refere-se a raz&o entre a concentracdo na fracdo coletada apés a purificacdo e a concentragdo na
amostra inicial. A absorbancia relativa refere-se a razdo entre a absorbancia na fragao coletada apos
a purificacao e a absorbancia na amostra inicial.

Os resultados do método de alimentagdo de CH em degrau, apresentados
na Figura 19, mostram uma boa retengdo de proteinas e compostos coloridos, além
de certa separacdo do etanol presente na amostra inicial em relagdo ao xilitol.
Tomando a fracao de 16 a 20 mL, na qual ha maior separacao, o fator de purificacao
do xilitol relacionado a proteina é de 29,6, que indica que a concentracdo do xilitol
em relagdo a concentracdo de proteinas se elevou em 29,6 vezes. Além disso, ha
auséncia de etanol e a absorbancia em 420 e 560 nm é proxima de 1% de seu valor
inicial, indicando alta retencdo dos compostos coloridos. Utilizando essas condi¢des
de operacao o processo poderia, entdo, ser interrompido apds a alimentacao de 20
mL de CH.

Pode-se observar também que nao houve separagado entre xilitol, xilose,
arabinose e (licerol. Estes compostos apresentaram elevagcdo de suas
concentragdes na mesma fragcdo do processo (52 fracdo, entre 16 e 20 mL de

efluente).

O diferente comportamento de adsorcédo do etanol quando comparado ao

xilitol, xilose, arabinose e glicerol pode ser explicado devido a caracteristica do
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carbono ativado de apresentar ampla distribuicdo de tamanhos de poros. Devido a
isso, o carbono ativado apresenta um efeito parcial de peneira molecular,
adicionando um grau de preferéncia de adsorcao por componentes de tamanho
molecular menor, independentemente da competicdo por adsorcdo devido a outros
fatores, como polaridade. As moléculas de tamanho menor tém mais poros
disponiveis para serem adsorvidas quando comparadas as moléculas de tamanho
maior, e por isso sdo mais adsorvidas (MARSH & REINOSO, 2006; BANSAL &
GOYAL, 2005). E, como apresentado na Tabela 11, o etanol possui peso molecular
mais baixo, € menor nimero de atomos que os demais compostos. O peso
molecular é utilizado em diversos caclulos para estimar o tamanho de uma molécula,
e uma simples contagem de atomos pode ser considerada como uma medida
grosseira do tamanho molecular (WINWARTER ET AL., 2007). Dessa maneira,
pode-se inferir que o etanol possui menor tamanho molecular, e por isso é mais

adsorvido pelo carbono ativado.

Peso molecular Numero de

(g9/mol) atomos
Xilitol 152,15 22
Xilose 150,13 20
Arabinose 150,13 20
Glicerol 92,09 14
Etanol 46,07 9

Tabela 11. Peso molecular e nimero de atomos do xilitol e contaminantes secundarios.

As proteinas e compostos coloridos apresentam maior retencao
quando comparados ao xilitol, xilose, arabinose, glicerol e etanol pois provavelmente
sao quimissorvidos. KOPPER et al. (2008) identificou que uma vez que as proteinas
de amendoim eram adsorvidas ao carbono ativado, todas as tentativas de dessorve-
las nao obtiveram sucesso. Essa dificuldade de promover dessorcao é caracteristica
de uma quimissorgao, que envolve forcas mais intensas se comparada a fisissorcao,
como explicado no Capitulo 3.3. Sobre os compostos coloridos, GURGEL et al.
(1995) sugere que eles sejam ligados quimicamente ao carbono ativado, uma vez
que observou aumento na retencdo desses compostos com o0 aumento da
temperatura na faixa de 35 a 80°C. Confirmando essa possibilidade, BANSAL &

GOYAL (2005) afirmam que, ainda a temperatura ambiente, a adsorgao em carbono
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ativado pode ser tanto de natureza fisica quanto quimica. Isso vem de encontro ao
que se acreditava anteriormente, que a temperatura ambiente a adsorcdo em

carbono ativado era exclusivamente fisica.

Pode ser observado também que a concentracdo de xilitol, xilose,
arabinose e glicerol na saida do sistema em dado momento ultrapassa a
concentracdo da alimentagdo, posteriormente se reduzindo até a concentracdo de
alimentacdo. Esse fenébmeno é conhecido pelo termo “overshoof’. Ele ocorre devido
a competicdo adsortiva entre os diferentes compostos presentes no CH. Em um
primeiro momento, h4 grande quantidade de sitios disponiveis para adsorcdo e
diferentes sorbatos com diferentes afinidades ao carbono ativado sdo adsorvidos.
Conforme o processo continua, em um segundo momento a quantidade de sitios
disponiveis se torna escassa e o0s sorbatos com maior afinidade ao adsorvente
deslocam os sorbatos com menor afinidade. Uma vez dessorvidos, eles contribuem

para aumentar a concentracdo do produto acima da concentragcdo de alimentacao
(ESCUDERO, POCH & VILLAESCUSA, 2013; FRANCA & OLIVEIRA; 2011).

A partir da analise dos resultados da primeira parte dos experimentos
preliminares observou-se a necessidade de analisar todas as frag6es obtidas em
cada corrida para que 0 processo possa ser avaliado melhor quanto a sua eficiencia
de purificagéo.

5.1.2 Segunda parte

A segunda parte dos estudos preliminares consistiu na realizacdo de 3
experimentos, todos com alimentacdo de CH por pulso. As condicbes estdo
apresentadas na Tabela 12. Foram testadas condicbes de processo mais extremas
que na primeira parte: utilizou-se velocidade superficial 3 vezes maior, de 1,2
cm/min, temperatura mais elevada, de 60 °C, e volume de injecdo quase 3 vezes
maior, de 2 mL. A intengdo foi avaliar se 0 processo e 0s equipamentos utilizados
sdo capazes de comportar condicdes mais exigentes. Além disso, testou-se também
a adicao de etanol a fase mével, em concentragées de 10 e 20%, com o intuito de
avaliar como essa diferenca alteraria 0 comportamento da adsorgcéo e purificacdo do

xilitol.
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Ensaio T(¢C) Vi(mL) Vs (cm/min) etanol (%)

1 20 2 1,2 0
2 40 1,4 0,8 10
3 60 2 1,2 20

Tabela 12. Condigdes dos ensaios realizados na segunda parte dos estudos preliminares.

Os resultados da corrida 1 estdo apresentados na Figura 20, Figura 21 e
Tabela 13. Houve total remocdo dos compostos coloridos sendo obtidas solugbes
transparentes, e praticamente remocao total das proteinas, atingindo retencéo de
98,2% de proteinas. Houve retengdo dos contaminantes secundarios, acontecendo
portanto purificacdo do xilitol em relacdo a eles (FPsec de 2,0), porém houve pouca
diferenca no tempo de retencao entre xilitol e xilose, arabinose e glicerol. Dos
contaminantes secundarios somente o etanol apresentou consideravel separacao,
pois permaneceu retido por mais tempo no adsorvente. O pool de fracbes desse
experimento foi selecionado entre 25 e 60 mL. De 5 a 25 mL ndo ha separacao do
xilitol, e entre 60 e 80 mL ha pouca obtencao de xilitol, diminuindo a produtividade do
processo. Caso fossem consideradas as fracoes até 80 mL haveria uma diminuicao
de 29% da produtividade para um ganho de 6% em massa de xilitol.
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Pode-se observar também, a partir da Figura 21 que apresenta as

concentragbes dos componentes em gramas por litro, que o xilitol ainda é o

componente majoritario, apresentando uma fracdo massica de 70,1% no pool com

relacdo a contaminantes secundarios.
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Figura 21. Ensaio 1 da segunda parte dos estudos preliminares. A area legendada como pool indica
quais fragdes foram selecionadas a partir do célculo do FPcrom.
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Nos experimentos 2 e 3 obteve-se menor coeficiente de retencao de
xilitol, de proteinas, de contaminantes secundarios e de sdlidos totais, indicando que
ha menos adsorcao de uma maneira geral quando se adiciona etanol a fase movel.
O etanol promove uma espécie de lavagem do carbono ativado, podendo ser
utilizado num posterior processo de dessorcdo dos compostos adsorvidos ao leito,
seja para aproveitamento desses compostos ou para reutilizacdo do adsorvente.

Experimento
1 2 3
FPsec 2,0 - -
Xilitol 12,6 5,8 59
Proteina 98,2 93,1 91,6
Compostos
fet ) Coloridos 100 100 100
eten s .
o )@° Solidos Totais 292 28 41
Xilose 81,0 442 33,0
Arabinose 42,6 30,8 36,1
Glicerol 23,8 16,6 12,1
Etanol 31,0 - -
Tabela 13. Pardmetros calculados para as corridas 1, 2 e 3 da segunda parte dos ensaios
preliminares.
Tempo (min) Ensaio 2 Tempo (min) Ensaio 3
8,0 23,9 39,8 55,7 5,3 15,9 26,5 37,1
0,40 0,40
0,35 0,35
g 0,30 g 0,30
® 0,25 === Proteina 0,25 === Proteina
o] o]
S ==@==Glicerol ‘S 0,20 ==@==Glicerol
o o
E Arabinose § 0,15 Arabinose
5 Xilose 5 0,10 Xilose
&) Q
e XlitO 0,05 g Xt O]
0,00
5 15 25 35 5 15 25 35
Volume de efluente (mL) Volume de efluente (mL)

Figura 22. Ensaios 2 e 3 da segunda parte dos estudos preliminares. A concentragéo relativa refere-
se a razao entre a concentracdo na fragdo coletada apds a purificagdo e a concentragcdo na amostra
inicial.
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Todos o0s componentes apresentam tempo de residéncia similar,
indicando que nao ha separacado entre os componentes quando se adiciona 10 ou
20 % de etanol a fase mével. Também por conta dessa adicao, as concentragoes de
etanol se elevaram muito nas fracées e nao pode-se calcular coeficiente de retencéao
de etanol (CRetanol) do processo, fator de purificacdo do xilitol por areas do
cromatograma (FPcrom) e fator de purificacdo de contaminantes secundarios (FPsec),

e ndo foram apresentadas as concentracdes relativas de etanol na Figura 22.
5.2 Otimizacao das condicoes — Planejamento experimental

A partir dos resultados obtidos nos estudos preliminares foram
determinadas quais fatores varidveis seriam avaliados no planejamento
experimental, bem como seus limites de variagdo. Os fatores temperatura (T),
volume de injegdo (Vi) e velocidade superficial (vs) foram avaliados pela técnica de
design of experiments (DOE). Para isso, foi realizado um delineamento composto
central rotacional (DCCR) de dois niveis para 3 fatores (23) com realizagdo de 8
ensaios fatoriais, 6 axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando 17 ensaios.
Todos os ensaios foram realizados com alimentacdo de CH. Na Tabela 14 estdo
apresentados os parametros calculados a partir dos resultados obtidos dos ensaios
realizados segundo o DCCR.
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Ensaio T (QC) Vi (mL) (Cm‘;;nln) CinIitoI (‘%) CinIose (o/o) CRarabinose (%) CI:‘glicerol (%) FPérea Cl:{sél (°/°) Nxilitol
1 28,0 (-1)  1,05(1) 056 (-1) 17,0 83,9 37,7 20,9 3,2 36,1 80,0
2 52,0 (+1)  1,05(1) 0,56 (-1) 12,5 79,7 38,0 12,7 3,2 21,1 82,6
3 28,0 (-1) 1,75 (+1) 0,56 (-1) 9,4 77.7 59,0 25,5 3,4 05,1 88,2
4 52,0 (+1) 1,75 (+1) 0,56 (-1) 13,4 72,1 33,4 11,9 35 287 78,4
5 28,0 (-1) 1,05 (-1) 1,04 (+1) 19,4 89,5 19,4 32,8 3,4 30,1 74,8
6 52,0 (+1) 1,05 (1) 1,04 (+1) 11,4 81,6 60,7 34,1 35 24.4 84,2
7 28,0 (1) 1,75 (+1) 1,04 (+1) 14,9 70,2 49,3 29,2 37 26,3 79,3
8 52,0 (+1) 1,75 (+1) 1,04 (+1) 3,4 83,8 65,7 15,8 3,7 26,9 88,4
9 20(-1,68)  1,4(0) 0,8 (0) 15,1 81,9 46,1 18,8 3.3 14,6 81,9
10 60 (+1,68) 1,4 (0) 0,8 (0) 9,5 76,2 50,6 26,0 3,7 20,6 86,6
11 40 (0) 0,8 (-1,68) 0,8 (0) 17,2 94,2 39,1 18,9 3,4 20,7 75,9
12 40 (0) 2 (+1,68) 0,8 (0) 15,2 68,0 52,5 28,6 3,8 22,6 79,0
13 40 (0) 1,4(0)  0,4(-1,68) 9,0 66,9 47,7 16,1 35 8,6 82,4
14 40 (0) 1,400  1,2(+1,68) 8,2 68,8 45,4 16,9 3,6 15,0 83,3
15 40 (0) 1,4 (0) 0,8 (0) 25,4 95,5 58,7 31,3 3,9 22,8 73,3
16 40 (0) 1,4 (0) 0,8 (0) 15,5 85,3 23,0 14,0 37 30,3 68,7
17 40 (0) 1,4 (0) 0,8 (0) 15,6 87,9 52,5 24,3 3,8 38,1 83,7

Central 40 (0) 1,4 (0) 0,8 (0) 188+57 896+53  447+191  232+87 38+0,1 304+76 752+77

Tabela 14. Condig¢bes utilizadas e respostas obtidas dos 17 ensaios realizados como parte do Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR). Da

esquerda para a direita tem-se temperatura, wolume de injecdo, velocidade superficial, coeficiente de retengdo de xilitol, coeficiente de retencdo de xilose,

coeficiente de retencao de arabinose, coeficiente de retencdo de glicerol, fator de purificacao do xilitol no pool por areas do cromatograma, coeficiente de
retencao de sélidos e rendimento de xilitol.
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Conforme as condi¢des utilizadas no processo, o coeficiente de retengao
de xilitol variou entre 3,4% e 254%, o fator de purificacdo por areas do
cromatograma variou entre 3,2 e 3,9, o coeficiente de retencdo de sélidos totais
variou de 8,6 a 38,1, o rendimento de xilitol no pool variou entre 74,8 e 88,3, e 0s
coeficientes de retencdo de xilose, arabinose e glicerol variaram entre 66,9-95,5%,
19,4-65,7% e 11,9-34,1%, respectivamente. O coeficiente de retencdo de proteinas
e de compostos coloridos foi préximo de 100% em todos 0s ensaios, e por isso nao

foi apresentado na Tabela 14.

Para selecao das melhores condi¢coes para realizar a purificacao do xilitol
biotecnoldgico, os fatores mais importantes sdo a retencdo de proteinas, pois essas
se encontram em alta concentracdo, maior que o xilitol; retencdo de compostos
coloridos, pois esses impactam negativamente a subsequente cristalizacdo do xilitol
e o produto final; retencdo de contaminantes secundarios, pois estes podem
interferir na cristalizacao ou cristalizar junto com o xilitol, diminuindo sua pureza;
recuperacao de xilitol, pois € importante que se perca o minimo de xilitol; e por
ultimo, como consequencia de todos os outros, o fator de purificacdo de sdlidos, pois
indica 0 quanto de todos os sélidos presentes no caldo foi retirado com relacéo a

quanto do xilitol foi preservado.

Os dois primeiros fatores, retengao de proteinas e retencao de compostos
coloridos, ndo podem ser utilizados para selecdo das melhores condicbes do
processo porque, em todos 0s ensaios, tanto as proteinas quanto os compostos
coloridos foram completamente retidos no adsorvente. Devido as condi¢cdes
escolhidas para o planejamento experimental, ndo foi possivel obter informacdes
sobre como a retencdo de proteinas e retencdo de compostos coloridos sao
afetadas pelas variagées de temperatura, volume de injecéo e velocidade superficial.
Para observar esses efeitos seria necessaria uma maior relagdo de massa de
proteinas por massa de adsorvente, ou de massa de materiais coloridos por massa

de adsorvente, para que ndao houvesse uma completa adsorcao desses compostos.

Sobre o ultimo fator apontado, fator de purificacdo de soélidos, em seu
célculo é utilizado o coeficiente de retencdo de sdlidos, que apresentou variagao
aleatéria nos resultados. Por isso ndo foi possivel obter informacdes sobre o
comportamento do FPsesidos como consequencia da variagdo das condi¢ées do

processo. Essa variacdo aleatéria nos resultados de CRsol provavelmente se deu
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devido ao uso de pequenos volumes (1 mL) de amostra por fracdo, devido a

limitacdo de se ter somente 5 mL por fracdo para realizar todas as analises.

Dos dois fatores restantes, recuperacdo de xilitol e retencdo de
contaminantes secundarios (representado por FPaea), 0 primeiro apresentou variagao
consideravel ao longo dos experimentos, de 3,37% a 19,44%, enquanto que o
segundo apresentou pequena variagao, de 3,22 a 3,78, sendo toda essa faixa de
resultados relativamente satisfatéria uma vez que os contaminantes secundarios ja
se encontram em baixas concentracbes. Portanto, maximizar o resultado da
recuperacao de xilitol resultarda em um maior impacto no produto obtido, e por isso o
coeficiente de retencdo de xilitol foi selecionado como resposta que representa 0s

objetivos do trabalho.

5.2.1 Coeficiente de retencao de xilitol (Y1)

O coeficiente de retencdo de xilitol foi selecionado como resposta
relevante pois minimizar o CRxi resulta em menor perda do composto de interesse,
aumentando o rendimento do processo, e em maiores quantidades absolutas de
xilitol no produto, o que pode facilitar uma etapa subsequente de purificagdo, como a
cristalizacdo. Além disso, por ser uma medida pouco complexa, nos permite estudar
o comportamento da adsorcao do xilitol nas diferentes condigbes empregadas.

Coeficiente ge Er~ro t calculado p-valor
Fatores regressao  padrao
Média 18,8 2,1 8,8 <0,001
(x1) Temperatura -2,1 1,0 -2,1 0,070
Temperatura x Temperatura -2,2 1,1 -1,9 0,093
(x2) Volume injecéao -1,7 1,0 -1,6 0,144
Volume injecéo x Volume injecéao -0,8 1,1 -0,7 0,506
(xs) Vel. superficial -0,3 1,0 -0,3 0,753
Vel. superficial x Vel. superficial -3,5 1,1 -3,1 0,017
Temperatura x Volume injecéo 0,6 1,3 0,5 0,641
Temperatura x Vel. superficial -2,4 1,3 -1,8 0,112
Volume injecao x Vel. superficial -0,7 1,3 -0,6 0,591

Tabela 15. Coeficientes de regresséo estimados para CRiui.
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O CRuxi foi afetado significativamente (p<0,10) pelos trés fatores variaveis:
temperatura, volume de injecdo e velocidade superficial. Os efeitos dos fatores sao
avaliados através dos coeficientes de regressao calculados que estao apresentados
na Tabela 15. A analise de variancia (ANOVA) para CRxi estd apresentada na
Tabela 16.

Como pode-se observar na Tabela 15, todos os coeficientes de regressao
estatisticamente significativos sdo negativos. Para os efeitos lineares, x1 e x,
qualquer incremento em seus valores produz uma resposta menor, isto &, qualquer
aumento na temperatura ou volume de injecdo gera um CRxi menor. O oposto
também é verdade, isto é, uma diminuicdo de T ou de Vi aumentam CRxi. Ja para o0s
efeitos quadraticos, x12 e xs?, qualquer aumento em modulo do fatores gera
diminuicdo do CRxi, que apresentaria, por isso, o valor mais elevado no ponto
central caso s6 houvessem esses fatores no modelo. Por Ultimo, o efeito de
interacdo dois a dois, xi.x3, apresenta quatro areas distintas, duas causando
aumento de CRuxi (quando x1 é negativa e x2 € positiva e vice-versa) e duas
causando diminuicdo de CRxi (Qquando ambas xi € x2 sdo negativas ou positivas),
formando um ponto de sela no ponto central. A equacao 10 descreve o coeficiente
de retengédo de xilitol previsto pelo modelo em fungdo das variaveis codificadas. O
modelo apresentado foi reparametrizado de modo a conter apenas 0s termos

estatisticamente significativos.

Y, = 17,79 — 2,15%; — 1,93%x,°> — 1,66 X, — 3,22%x3° — 2,39 %, X3 (11)

Soma dos Grausde Quadrado

Fonte de variacao quadrados liberdade médio Fcalc
Regressao 293,17 5 58,63 5,7
Residuos 112,71 11 10,25

Falta de Ajuste 48,55 9 5,39 0,2
Erro Puro 64,16 2 32,08

Total 405,88 16

R2 72,2%

Tabela 16. ANOVA para CRuxi. Fs;11;0,10 = 2,45. Fo;2;0,10 = 9,38.
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A Tabela 16 apresenta um coeficiente de determinacao (R?) de 72,2%,
valor esse influenciado fortemente por um ensaio que apresentou resultado bastante
diferente do predito (ensaio 17), como demonstrado na Figura 23, que apresenta 0s
valores experimentais de CRxi no eixo x e os valores preditos pelo modelo no eixo y
para cada ensaio. Esse ensaio com resultado muito distante do predito, um outlier,
pode ser interpretado como uma possivel falha experimental ou analtica.
Considerando a complexidade desse tipo de experimento, um ajuste de 72% &
aceitavel, principalmente visto que o modelo apresenta ajuste adequado ao
comportamento do CRxii dos demais 16 ensaios. O ajuste também atendeu aos
requisitos necessarios em relacéo ao teste F (para regressao/residuos, Fcalculado >
Ftabelado e para falta de ajuste/erro puro, Fcalculado < Ftabelado) (RODRIGUES &
IEMMA, 2014). Assim, o modelo pode ser considerado valido e as superficies de

resposta podem ser obtidas (Figura 24).
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Figura 23. Valores experimentais versus valores preditos pelo modelo para CRixi.
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Figura 24. Superficies de resposta e curvas de contorno para o CRxi (%) em funcdo da temperatura e

wolume de injecao em (a) e (b), em fungdo da temperatura e velocidade superficial em (c) e (d), e em
funcao do wlume de injecéo e velocidade superficial em (e) e (f).

O comportamento da retencdo de xilitol com relacdo a variacao de

temperatura pode ser explicado por dois mecanismos. Os atomos e moléculas
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constituintes do carbono ativado ndo sao estacionarios, eles vibram. A amplitude
dessa vibracdao € fungcdo da temperatura, e decresce com o decréscimo da
temperatura. O espaco dentro da rede porosa do sélido nao é, portanto, invariavel. O
espagco poroso aumenta e diminui de tamanho de acordo com as vibracées dos
atomos de carbono mais proximos, e de acordo com a temperatura. Portanto é mais
relevante, quando considerando um processo de adsor¢éo, lidar como uma molecula
que vibra adentrando um poro cujas dimensdes sao variaveis. Em um processo de
adsorcao, para que haja uma entrada rapida do adsorbato, as dimensdes dos poros
precisam ser suficientemente grandes para facilitar a entrada imediata da molécula
vibrante. Esse comportamento sugere que o processo de adsorcdo em carbono
ativado seja um processo chamado de ativado, termo esse utilizado para processos
nos quais as taxas aumentam com o aumento de temperatura. H4 entdo uma
energia de ativacdo da adsorcdo. Entrada rapida do adsorbato quer dizer que a
temperatura € alta o suficiente para evitar que a energia de ativacdo de adsorcao
controle a taxa de adsorgcéo, essa sendo controlada apenas pela taxa de acesso do
adsorbato ao poro. Neste processo, a medida que a temperatura de adsorcao
decresce, a adsorcdo passa a acontecer somente quando a dimensao do poro, que
varia constantemente, for suficientemente grande, ou estiver préxima do seu limite
superior de variacdo, e as moléculas adsorventes apresentarem comprimento de
ligacao suficientemente pequenos. A taxa de adsor¢do nesse caso é controlada pela
frequéncia em que essa situacao ocorre, logo a energia de ativagdo de adsorcao
controla a taxa de adsorcao. Esse fenbmeno pode ser chamado de difusdo ativada
(MARSH & REINOSO, 2006).

O segundo mecanismo pode ser explicado entendendo como funciona o
desenvolvimento de eluicdo. A melhor explicacdo para o fenbmeno € uma série de
processos de adsorcao-dessorcao continuos que acontecem do momento em que a
amostra é injetada no sistema até que haja a saida dos solutos. Ocorre o equilibrio
entre a fase moével e a fase estacionaria quando a probabilidade de uma molécula de
soluto atingir a superficie e entrar na fase estacionaria € a mesma que a
probabilidade de uma molécula de soluto adquirir aleatoriamente energia cinética
suficiente para deixar a fase estaciondria e entrar na fase movel. O sistema é
continuamente conduzido em direcao ao equilibrio termodinamico. No entanto, a

fase movel continuamente desloca o perfil de concentragao do soluto na fase moével
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para frente, em relacdo ao perfil de concentracdo da fase estacionaria. Como
resultado desse deslocamento, a concentracédo de soluto na fase mével na frente do
pico excede a concentracdo de equilibrio com relacao a fase estacionaria. Por
conseguinte, uma quantidade maior de soluto na parte frontal do pico esta
continuamente entrando na fase estacionaria a partir da fase mével, na tentativa de
restabelecer o equilibrio a medida que o pico progride ao longo da coluna. Na parte
traseira do pico ocorre o inverso. A medida que o perfil de concentracdo avanca, a
concentracdo de soluto na fase estacionaria na parte traseira do pico passa a
exceder a concentragdo de equilibrio. Uma quantidade maior de soluto deve, nessa
situacdo, deixar a fase estacionaria e entrar na fase moével em um esforco para
restabelecer o equilibrio. Assim, 0 soluto se move através do sistema de adsorcéo
como resultado de o soluto entrar na fase estacionaria na parte frontal do pico e
retornar a fase movel na traseira do pico. Vale ressaltar que nesse processo,
durante todo o tempo, ha tanto adsor¢cdo quando dessorcdo em ambos os lados do
pico, porém ha mais adsor¢cao que dessorcao na parte frontal e mais dessorcao que
adsorcao na parte traseira (Cazes & Scott, 2002).

Os processos envolvidos no estabelecimento do equilibrio do soluto entre
as duas fases podem ser explicados de uma maneira simplificada a seguir. As
moléculas de soluto s6 podem deixar a fase estaciondaria quando sua energia
cinética for igual ou superior a energia potencial de sua associacdo com as
moléculas da fase estacionaria. A distribuicao da energia cinética entre as moléculas
dissolvidas na fase estacionaria a qualquer temperatura especffica T é considerada
sob a forma de uma curva gaussiana, como mostrada na Figura 25A. O nimero de
moléculas na superficie limite (N1) que possuem uma energia cinética superior a
energia potencial associada as suas interagées moleculares com a fase estacionaria
(Ea, ou energia de ativagdo) saira da fase estacionaria e entrard na fase moével. Elas
sao representadas pela area sombreada da curva de distribuicdo. Aquelas
moléculas com uma energia menor que EA permanecerdo na fase estacionaria. Ja
na fase movel, que € mostrada na Figura 25B, o nUmero de moléculas (N2) atingindo
a superficie que possuem uma energia menor que EA permanecera na fase
estacionaria. Essas estédo representadas pela area sombreada na curva. As demais
moléculas, que possuem energias acima de Ea, colidem com a superficie e retornam
(Cazes & Scott, 2002).



72

A

Perfil de distribuicao de energia
das moléculas de soluto na

A fase estacionaria

Energia de interacao
da molécula de soluto
com a fase estacionaria

} E
Energia cinética das moléculas

B Perfil de distribuicdo de energia
das moléculas de soluto
na fase movel

-

Energia de interacao
da molécula de soluto
com a fase estacionaria

Numero de moléculas

Energia cinética das moléculas

Figura 25. Distribuicdo de energia das moleculas de soluto na fase estacionaria em (A), e na fase
mével em (B). Adaptado de: Cazes & Scott, 2002.

A medida que a temperatura é elevada, as curvas de distribuicdo de
energia se alteram para comportar faixas mais altas de energia. Assim, quando a
temperatura do processo € aumentada, um nimero maior de moléculas de soluto na
fase estacionaria adquire aleatoriamente energia suficiente (EA) para deixar a fase

estacionaria e entrar na fase gasosa, e uma menor quantidade de moléculas na fase
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movel tem energia suficientemente baixa (menor que Ea) para migrar para a fase

estaciondria (Cazes & Scott, 2002).

De acordo com esses dois mecanismos, sugere-se explicagdo para o
comportamento que foi obtido nos experimentos apresentados: Quando a baixa
temperatura, a energia de ativacdo de adsorcdo ainda limitava a taxa de adsor¢ao
com baixas difusividades, e por isso obteve-se baixas taxas de retencdo do xilitol.
Conforme aumentou-se a temperatura houve maior difusdo de xilitol no adsorvente,
e tendo maior acesso a sitios de adsorcao, possivelmente houve maior adsorcao de
xilitol, e por isso a retencdo de xilitol no carbono também aumentou. Uma vez que a
temperatura foi suficiente para suprir a energia de ativacdo de adsor¢ao, do
processo de difusdo ativada, a taxa de adsorcao passou a ser governada pela taxa
de acesso de xilitol aos poros. Porém, com a elevagao da temperatura, a distribuigéo
de energia das moléculas de xilitol passou a comportar faixas mais altas de energia,
reduzindo o fendmeno de adsorgdo e aumentando o fenomeno de dessorgao, que
acabou por reduzir a retencdo de xilitol no carbono ativado a medida que a

temperatura foi elevada.

Vale ressaltar que o caldo contendo xilitol apresenta muitos outros
compostos como acucares, alcoois, proteinas, sais e compostos coloridos, € a
interacdo deles com o adsorvente e com o préprio xilitol podem também influenciar o
comportamento da adsorgdo do xilitol de maneiras diferentes em diferentes
temperaturas. Outro fator que pode influenciar o comportamento da adsorcdo do
xilitol em diferentes temperaturas é a interacao do xilitol com os grupos de superficie
presentes no carbono ativado utilizado. Essas interacbes podem apresentar Ea e,
em diferentes temperaturas, apresentarem comportamentos variados. Como
indicado por BOTTANI & TASCON (2008), a interacdo com esses grupos de

superficie pode alterar as caracteristicas da adsorcdo em carbono ativado.

O comportamento da retencao de xilitol com relagdo a variagdo do volume
de injecdo mostrou-se mais simples. Qualquer aumento no volume de injecdo gerou
menor coeficiente de retencdo de xilitol no carbono ativado. A explicagcado sugerida
seria a de que, para uma mesma massa de adsorvente, com uma mesma
capacidade de adsorcdo, quanto mais amostra é alimentada, menor quantidade

relativa ao total € adsorvida. Isso é especialmente verdadeiro para o xilitol, que no
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processo apresentado tem pouca prioridade na ocupacdo dos sitios do carbono
ativado se comparado a outros compostos mais retidos, como as proteinas e

compostos coloridos.

Sobre o comportamento da retencao de xilitol com relagdo a variagcao da
velocidade superficial do processo, sdo sugeridos dois mecanismos como
explicacdo. Primeiramente, como se pode observar na Figura 26, o fluxo da fase
movel no interior da coluna evita os obstaculos (leito fixo) ao longo de caminhos de
menor resisténcia. Ha caminhos mais estreitos e obstruidos e caminhos mais
abertos e menos obstruidos, e por isso a velocidade do fluxo em cada caminho
varia. O fluxo varia ndo s6 de caminho para caminho devido a resisténcia ao fluxo,
mas também dos limites exteriores até o centro do caminho devido a velocidade do
fluxo se aproximar a zero proximo a superficie das particulas de adsorvente, por
conta de atrito viscoso. Uma particula percorrendo um certo caminho vai, apos
distancia percorrida de por volta de um diametro de particula de adsorvente, ser
carregada a uma subsequente parte da rede de canais que contenha uma
velocidade diferente da anterior. Portanto, uma molécula qualquer alterara
erraticamente  sua velocidade ap6s cada didmetro de particula, ou
aproximadamente, e esse fendbmeno se torna ainda mais intenso devido a difusao
molecular lateral ao fluxo. Essa variacdo da velocidade do fluxo de ponto a ponto
causa um fendmeno chamado de difusdo por turbilhonamento (Giddings, 1965).
Esse fenbmeno reduz a resisténcia a transferéncia de massa na fase mével,
aumentando consideravelmente a difusividade. Além do termo turbilhonamento, é
utiizado também o termo pseudo-turbuléncia para referir ao que ocorre no fluxo
(Cazes & Scott, 2002).
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Direcao geral
do fluxo

Figura 26. Diagrama mostrando como se comporta o fluxo de fase mével em uma pequena area da
coluna. Adaptado de: Giddings, 1965.

O segundo mecanismo responsavel pela variagdo da retencdo de xilitol
com a variacdo da velocidade superficial seria o seguinte: conforme a velocidade
superficial se eleva, o tempo de residéncia do soluto na coluna de reduz, e com
menor tempo para ocorrer a difusdo do soluto para o interior dos poros do carbono
ativado, parte maior do soluto deixa a coluna antes que pudesse ser adsorvido
(SHENG et al., 2018; AHMAD & HAMEED, 2010).

De acordo com esses dois mecanismos apresentados, sugere-se como
explicacdo para o comportamento observado o seguinte. Com o aumento da
velocidade superficial desde o limite inferior de 0,40 cm/min até o limite superior de
1,20 cm/min, tanto aumentou o turbilhonamento e pseudo-turbuléncias, elevando a
transferéncia de massas na fase mével, quanto diminui o tempo de residéncia do
soluto no interior da coluna. Porém a mais baixas velocidades o efeito causado pelo
aumento da transferéncia de massa na fase mével é mais intenso que o da
diminuicdo do tempo de residéncia do soluto, elevando o coeficiente de retencdo de
xilitol conforme se aumenta a velocidade superficial. J& a velocidades mais altas,
quando os turbilhonamentos e pseudo-turbuléncias ja estdo devidamente formados,
o decréscimo da resisténcia a transferéncia de massa na fase mével se torna menos
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intenso, e o efeito da diminuicdo do tempo de residéncia do soluto na coluna passa a
governar o sentido da mudanga do coeficiente de retencdo de xilitol, que decresce

por consequéncia.

Uma vez que ha uma drastica queda de retencdo de xilitol conforme se
aumenta temperatura, volume de injecdo e velocidade superficial, e o parametro
FPaea apresenta bons valores nos experimentos axiais positivos (1 variavel
independente em +1,68 e as demais em 0) de 3,7, 3,8 e 3,6, entendeu-se que as
melhores condicoes para realizar os proximos testes seriam aquelas encontradas na
extremidade dos limites testados, isto é, nos valores equivalentes a +a (+1,68),
apresentados na Tabela 17. Uma vez que ja esta havendo alta remocdo de
proteinas e compostos coloridos, opta-se pelas condicées que resultam em menor

perda de xilitol devido a adsor¢éo ao carbono ativado.

Temperatura (2C) 60,0
Volume de injecao (mL) 2,0
Velocidade superficial (cm/min) 1,2

Tabela 17. Pardmetros do processo selecionados como melhores dentro da faixa testada.

5.2.2 Estudos de confirmacao

Com a intencdo de testar as tendéncias encontradas no planejamento
experimental foram realizados dois testes em triplicata. No primeiro, foram utilizadas
as condi¢des selecionadas na secao anterior (5.2.1), de T, Vi e vs no limite superior
dos valores testados. Esse teste é referido como Conf1. No segundo, foram testadas
condicdes mais extremas, apresentadas na Tabela 18, com a intencdo de avaliar se
as tendéncias encontradas persistem fora dos limites testados inicialmente, e se os
resultados de purificagdo podem ser melhorados. O segundo teste é referido como
Conf2.



Pto.

Central Conf1 Conf2

T (°C) 40 60 70
i (mL) 1,4 2,0 3,0
Vs (cm/min) 0,8 1,2 1,5
CRuilitol 18,8 £5,7 15,5+29 50+4,5
CRyrot 98,9 +2,0 97,7+21 101,0+1,7
FPirea 3,8+0,1 3,8+£0,2 3,6 £0,1
CRuyilose 89,6 +5,3 70,4 £3,1 49,0+19,5
CRuarabinose 447 £+191 454 +11.8 372+72
CRyiicerol 23,2 +8,7 23,024 9,4+6,5
CRetanol - 723200 574+55
FPssiidos - 56+12 54+04
Nxititol,poot (%6) 752 7,7 76,7 44 80,5 £2,7
Militol, pool (MQ) 156 £1,9 23,0 +1,3 36,3 +1,2
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Tabela 18. Condigdes utilizadas e respostas obtidas para o ponto central do planejamento
experimental, teste de confirmagao 1 (Confi) e teste de confirmagao 2 (Conf2) . Os valores referentes
ao ponto central foram adicionados a tabela a fim de comparagdo. De cima para baixo tem-se
temperatura, volume de injecao, velocidade superficial, coeficiente de retengédo de xilitol, fator de
purificacdo do xilitol no pool por areas do cromatograma, coeficiente de retengéo de xilose,
coeficiente de retencéo de arabinose, coeficiente de retencéo de glicerol, coeficiente de retengéo de
etanol, fator de purificagdo com relagdo a sélidos, rendimento de xilitol no pool, e massa de xilitol no
pool em miligramas (mg).

Observa-se que tornando as condicbes mais extremas, isto &,
aumentando a temperatura, o volume de injecdo e a velocidade superficial, o
coeficiente de retencdo de xilitol de fato decresce, assim como apontado pelo
planejamento experimental, apesar de esse decrescimo ter sido menor que o
previsto pelo modelo. Decrescem também os coeficientes de retengcdo de xilose,
arabinose, glicerol e etanol, como é esperado, uma vez que 0s mecanismos que
influenciam o decréscimo da retencdo de xilitol provavelmente agem também sobre
esses compostos. A retengdo de proteinas e compostos coloridos permanece
maxima, levando em consideracao os limites de deteccao dos métodos empregados.

Outro efeito obtido pelo aumento de T, Vi e vs sob o processo pode ser
observado na Figura 27. Conforme as condicbes do processo ficaram mais

extremas, a dispersdo de cada composto se tornou menor.



08
07
0.6
05
04

0,3

il

Concentragao {g/L}

0,2

il

D1

=

Concentragao (g/L)
=]
P

0,6
04

0,2

(%]

Concentragao (g/L)

78

Tempo (min)
o 31,7 63,5 852 127.0 158,7
Ponto central A
0 100
1084
Confl A

Pool
g £ 13 110
e G licerol
m—gee ArADiNO 52
i KilOSE

g ¥ 101

100
17,0 34,0 511 68,1 85,1

Conf2 A

40 60 80 100

Volume de efluente (mL)

Figura 27. Concentragdo de xilitol, xilose, arabinose, glicerol e etanol na saida do processo de
purificacdo de 3 corridas. Em ordem de cima para baixo, uma corrida da triplicata realizada no ponto
central do DCCR, uma corrida da triplicata dos testes de confirmagédo 1 e uma corrida da triplicata dos

testes de confirmagéo 2.
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Esse efeito pode ser explicado pela equacdo de Van Deemter (Eq. 12).
Van Deemter e colaboradores postularam que quatro efeitos de primeira ordem séo
responsaveis pela dispersdo de picos em sistemas cromatograficos: dispersao por
caminhos multiplos, difusdo longitudinal, resisténcia a transferéncia de massa na
fase moével e resisténcia a transferéncia de massa na fase estacionaria. E desse
conceito foi derivada a equagdo que relaciona a contribuicdo de cada efeito de
dispersdo com a variancia geral por unidade de comprimento da coluna (eficiéncia
do processo). Como se pode considerar que 0s processos de dispersao individuais
sao aleatérios e ndo interagem, na equagao sdao somadas as contribuicbes de cada
variacao individual (Ornaf & Dong, 2005; Edge, 2003; Cazes & Scott, 2002)

B
H=A+—+ Cv, (12)

1]s

O termo H, conhecido como altura equivalente de um prato tedrico, €
relacionado a teoria dos pratos, que lida com o fenomeno de retencdo de soluto e
eficiéncia de coluna em cromatografia. O termo seré referido como altura de prato
por fins de praticidade. Como a altura de prato € igual ao comprimento da coluna (L)
dividido pelo nimero teérico de pratos (N) (Eqg. 13), que € uma medida quantitativa
da eficiéncia da coluna, quanto menor H para um mesmo tamanho de coluna, maior
é N, maior é a eficiencia do processo. A eficiéncia do processo mede o quao estreito
€ 0 pico no processo cromatografico (Ornaf & Dong, 2005; Edge, 2003).

H=L/N (13)

O termo A representa o efeito de dispersdo por caminhos mdltiplos, o
termo B representa a difusdo longitudinal, o termo C representa a resisténcia a
transferéncia de massa e vs é a velocidade superficial. Como pode se observar na
Figura 28, para baixas velocidades superficiais a eficiéncia da coluna € limitada pela
difusdo longitudinal, a altas velocidades a eficiéncia da coluna é limitada pelo termo
de transferéncia de massa, e o termo H atinge um ponto de minima em determinada

velocidade superficial, atingindo a eficiéncia maxima da coluna.
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H=A + B/Vs+ CVs
¢

H minimo -

Velocidade Vs
otima

Figura 28. Curva de Van Deemter mostrando a relacdo da altura relativa de um prato teérico (H) com
a velocidade superficial do fluxo (vs). Adaptado de Ornaf & Dong, 2005.

De acordo com o explicitado, sugere-se como explicacdo para o
encontrado experimentalmente que conforme foram empregadas condigbes mais
extremas de T, Vi e vs, 0 aumento da velocidade superficial diminuiu o efeito da
difusdo longitudinal, trazendo a altura equivalente de um prato tedrico mais proximo
de seu valor minimo, e portanto aumentando a eficiéncia do processo, diminuindo a
dispersao. O aumento do volume de injecdo causou o aumento da concentracao de
cada composto, como observado na Figura 27. Por Ultimo, sobre o efeito da
temperatura, McGuffin (2004) afirma que uma alteracdo na temperatura atua na
dispersao de compostos, influenciando as resisténcias a transferéncia de massa na
fase movel e na fase estacionaria. Caso a resisténcia a transferéncia de massa seja
maior na fase movel que na fase estacionaria, conforme se eleva a temperatura ha
um decréscimo da altura de prato, diminuindo a dispersdo dos compostos. Caso a

resisténcia a transferéncia de massa na fase estacionaria for maior, o efeito é
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inverso. Para julgar qual efeito de resisténcia a transferéncia de massa é mais
intenso seria necessario coletar mais dados sobre o processo e o adsorvente

utilizado.

Esse efeito de reducdo da dispersdao dos componentes do caldo é
interessante no processo estudado pois através dele obtém-se o xilitol purificado em
uma menor quantidade de fracdes, permitindo a interrup¢cdo do processo com a
passagem de menor quantidade de fase mével. Ou seja, diminui-se o tempo do
processo, aumentando sua produtividade.

Comparando as duas condi¢des testadas, Confl e Conf2, ao tornar as
condicbes do processo mais extremas, as vantagens para o processo foram: o
coeficiente de retencdo de xilitol reduziu de 15,5 + 2,9 para 5,0 £ 4,5; o rendimento
de xilitol ndo variou significativamente (de 76,7 + 4,4 para 80,5 + 2,7); a massa de
xilitol no pool elevou de 23,0 £ 1,3 mg para 36,3 £ 1,2 mg; houve diminuicdo do
tempo de processo com a reducdo da dispersao do xilitol, levando o fim do pool a
ocorrer em média em 41 minutos na condicao mais extrema, enquanto esse se deu
em 58 minutos na condicdo mais branda. Com aumento da massa de xilitol obtido e
reducado do tempo até o final do pool, podemos observar que houve um aumento de
produtividade massica de 2,2 vezes (de 0,40 g/min para 0,88 g/min). Os fatores
FParea (de 3,8 £ 0,2 para 3,6 £ 0,1) e FPs¢lidos (de 5,6 £ 1,2 para 54 £ 0,4) ndo

apresentaram diferenca significativa entre as duas condicoes.

A partir dessa comparacao, foi feita a escolha das condi¢des de processo
mais extremas, de Conf2, como melhor condicdo para realizagdo do processo de
purificacdo de xilitol. Isso se deu pois com ela obtém-se maior massa de xilitol em
menor tempo, ou seja, obtém-se maior produtividade, e menor perda de xilitol, ao
custo de uma pequena diminuicao nos fatores de purificacdo com relacéo a sélidos e
compostos secundarios, € uma maior perda de carga no sistema devido ao aumento

da velocidade superficial.
5.3 Purificacao de xilitol pelo método do degrau

Foi realizado experimento em ftriplicata com alimentacédo continua de CH
(alimentagdo em degrau) utilizando as condigbes selecionadas na etapa anterior, de

temperatura igual a 70 °C e velociade superficial de 1,5 cm/min (vazdo de 1,2
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mL/min), e foram obtidas as curvas de breakthrough do processo. Os resultados

obtidos através das curvas de breakthrough estao apresentados na Tabela 19.

Breakthrough

Concentracao relativa/

absorbancia relativa 'olume (mL)  Tempo (min)

Solidos totais 0,1 51 4,3
Proteinas 0,1 18,8 16,0
Compostos coloridos a 420 nm 0,1 26,7 22,7
Compostos coloridos a 560 nm 0,1 27,7 23,6

Tabela 19. Resultados obtidos através das curvas de breakthrough do experimento com alimentagao
continua de CH.

A concentracdo de breakthrough selecionada foi de 0,1 (10% da
concentracdo de alimentacdo) para as proteinas e sélidos totais, e a concentracao
de breakthrough dos compostos coloridos foi selecionada de acordo com a
absorbancia, tambem com o valor de 0,1 (10% da absorbancia obtida na
alimentacdo) tanto para a leitura em 420 nm quanto em 560 nm. De acordo com as
concentragdes de breakthrough escolhidas, foram calculados os tempos e volumes
(de efluente) de breakthrough. O breakpoint dos contaminantes é uma informacao
importante para decidir quando interromper o processo. O processo é realizado até o
momento em que a concentracao de determinado contaminante se encontre em um
limite estabelecido (nesse caso foi selecionado o valor de 10% da concentracao

inicial).
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Figura 29. Separacao de xilitol e contaminantes com alimentagcao continua de CH (degrau) em
triplicata. No eixo vertical primério, concentracdo (g/L) de xilitol, xilose, arabinose, glicerol, etanol e
proteinas totais. No eixo vertical secundario, concentracdo (g/L) de soélidos totais.

Os compostos xilose, arabinose e glicerol se encontram em baixas
concentragdes, como pode ser observado na Figura 29, e por isso seus breakpoints
nao sao adequados para avaliar quando o processo deve ser interrompido. No
processo o xilitol exibe principalmente separacdo das proteinas, compostos
coloridos e etanol, e por isso 0 breakpoint de um desses compostos deve ser
selecionado como ponto de interrupgcédo do processo.
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Figura 30. Separacao de xilitol e contaminantes com alimentacdo continua de CH (degrau) em
triplicata. Concentracao relativa refere-se a razao entre a concentracdo na fragcdo coletada apds a
purificagdo e a concentragdo na amostra inicial. A absorbancia relativa refere-se arazéo entre a
absorbancia na fragcdo coletada apds a purificacdo e a absorbancia na amostra inicial.

O breakpoint das proteinas foi selecionado como melhor opgédo para
interrupgdo do proceso. Em relagdo aos compostos coloridos, o breakpoint das
proteinas ocorre antes, portanto a concentracdo dos compostos coloridos
permanece abaixo de 10% do valor inicial no produto. Com relacdo ao etanol, a
consequéncia dessa decisdo é que a concentragdo de etanol no produto sera maior
que 10% do valor inicial (5,9 g/L), porém isso pode apresentar vantagens na etapa
subsequente de purificacdo, a cristalizacdo. Conforme apontado por RIVAS et al.
(2006), a presenca de etanol aumenta o rendimento da cristalizagdo. Isso se da pois
o xilitol é pouco soliuvel em etanol, e o etanol diminui a viscosidade do meio, o que

facilita a cristalizagao.

O processo deve ser interrompido, entdo, aos 16 min, no momento em
que as proteinas atingem 10% de sua concentragédo inicial. Uma vez que o fim da
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quarta fracdo no experimento é suficientemente proxima a esse valor (17 min), esse
sera o ponto de interrupcdo utilizado para os calculos apresentados na Tabela 20.
Além disso, as duas primeiras fracdes ndo apresentam xilitol, portanto podem ser
descartadas. Dessa maneira, é considerado como produto do processo de
purificacdo o efluente obtido entre 8,5 min e 17 min de processo, ou entre 10 e 20
mL de efluente.

Militol 123,0 £ 1,2 mg
Mproteina 8,7+0,1 mg
Mselidos 813,5+9,2 mg
Madsorvente 3,69 £0,04 ¢
CRuiiitor 31,1 0,7 %
CRyroteina 96,2 £0,1 %
CRasiidos 30,2+08 %
CRu2o 998 +0,1 %
CRiseo 99,7 +0,1 %
Cl:{etanol 96,6 s 1,0 %
FPyroteina 18,0
FPsgiidos 0,99
I=Petanol 20,4
tempo 17,0 min
Prodv 36,8 g/L.h

Tabela 20. Resultados obtidos do experimento com alimentagcao continua de CH entre 8,5e 17
minutos de processo. mxiitol: massa de xylitol; mproteina: massa de proteinas; msolidos: massa de solidos
totais; madsorvente: massa de carbono ativado na coluna; CRiuiitol: coeficiente de retengéo de xilitol;
CRyproteina: coeficiente de retencéo de proteinas; CRsolidos: coeficiente de retencdo de sélidos; CRazo:
reducado da absorbancia lida a 420 nm; CRseo: reducdo da absorbancia lida a 560 nm; CRetanol:
coeficiente de retencédo de etanol; FPproteina: fator de purificagcdo de proteinas; FPsolidos: fator de
purificacdo de soélidos; FPetanol: fator de purificacdo de etanol; tempo: tempo de operagao da
purificacdo; Prodv: produtividade wolumétrica.

O processo é capaz de separar o xilitol efetivamente das proteinas,
compostos coloridos e etanol presentes no caldo fermentado, apresentando fator de
purificacdo de 18 para as proteinas, retencao de 99,8 e 99,7% dos compostos com
absorbancia a 420 e 560 nm, respectivamente, e fator de purificagédo de 20,4 para o
etanol. O processo nao é eficiente para reduzir o teor de sélidos totais do caldo com
relacdo ao xilitol, apresentando fator de purificacdo de 0,99 para os soélidos totais.
Também nao ha separacdo entre xilitol e xilose, arabinose e glicerol. Houve

retencdo de 31,1% do xilitol alimentado no sistema, porém esse xilitol ndo seria
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descartado em um processamento completo. Apds a primeira fase, de alimentagéo
com CH, deve haver uma fase de dessorcdo, na qual é alimentada uma fase movel
que promove a remogao dos compostos adsorvidos ao carbono ativado de maneira
seletiva, sendo possivel entdo a recuperacado do xilitol retido no adsorvente. Essa
seletividade pode ser obtida por meio de diferentes tecnicas como, por exemplo, uso
de gradientes.

6. CONCLUSOES

O método de purificacdo de xilitol obtido a partir de hidrolisado e
fermentado de bagaco de cana-de-acucar utilizando carbono ativado em leito fixo,
nas condicbes testadas, foi efetivo em remover os contaminantes majoritarios
proteinas, compostos coloridos e etanol. O mesmo nao é efetivo para separacao de
xilose, arabinose e glicerol, porém esses contaminantes encontram-se em

concentragdes baixas no caldo de fermentagao.

Foram selecionadas condicbes de temperatura, velocidade superficial e
volume de injecdo objetivando diminuir a retengdo de xilitol no adsorvente e
aumentar a produtividade do processo. As condicdes selecionadas podem ser
consideradas as melhores em atingir esses objetivos dentro dos limites testados,
além de apresentarem resultados satisfatérios em relacao a separagao de proteinas,
compostos coloridos e etanol.

s

E necessaria, ainda, pesquisa e desenvolvimento de processo de
dessorcdo complementar ao método apresentado, de modo a retirar os compostos
que permanecem adsorvidos ao carbono ativado, separando-os seletivamente para
serem aproveitados para outros fins, e possibilitando a reutilizagdo do adsorvente. O
etanol, em concentragdes entre 10 e 20% em agua destilada, foi identificado como
agente que promove dessor¢cdo dos compostos analisados nesse estudo. Portanto,
sugere-se a utilizacao de etanol para o estudo da etapa de dessorcao.

s

E necessario também testar a cristalizacdo do xilitol obtido através do
método de purificacdo apresentado, uma vez que sua comercializacao é na forma de

cristais.
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