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RESUMO

Apés testes com 18 leveduras diferentes, foi selecionada a
espécie Candida parapsilosis IZ 1710. Cada ensaio de fermentagdo
foi iniciado cultivando-se o inéculo por 24 h, a 30 °C e 250 rpm,
em frascos de 500 ml com 100 ml de meio de crescimento, contendo
glicose e xilose como fontes de carbono. As células cultivadas
foram separadas por centrifugagdo e transferidas para frascos de
1000 ml com 200 ml de meio de fermentagdo contendo xilose como
fonte de carbono e energia, extrato de levedura como nutriente
organico e acetato de aménio como fonte de nitrogénio.

Foram realizados 29 ensaios de fermentagdo sob diversas
combinacdes de condigdes de temperatura, pH inicial do meio,
concentracdo inicial de substrato e velocidade de agitagdo externa
(varidveis independentes), previamente determinadas segundo O
método de planejamento experimental por analise de superficie de
resposta. O rendimento e a produtividade em xilitol foram escolhi-
dos como as respostas (varidveis dependentes) a serem otimizadas.

Os resultados obtidos nos 29 ensaios, Jjuntamente com as
condig¢des experimentais correspondentes, foram submetidos a uma
modelagem empirica, obtendo-se modelos de 2% ordem com elevado
grau de ajuste aos pontos experimentais. Foram entdao construidas
as figuras correspondentes as superficies de resposta e linhas de
contorno, para representar a variagdo das respostas em fungdo
das variaveis, possibilitando a determinagdo das condigdes Otimas
para maximizar as respostas.

Assim , 0,818 g de xilitol/g de xilose consumida foi deter-
minado como o valor maximo previsto para o rendimento, nas se-
guintes condigdes 6timas: temperatura de 29,2 °c; pH inicial do
meio igual a 4,4; concentragdo inicial de xilose de 144 g/l e
velocidade de rotacdo de 119 rpm . J& para a produtividade em
xilitol, foi previsto um valor miximo de 0,828 g/lh em condig¢des
6timas ligeiramente diferentes, sendo: temperatura de 32,5 °c; pH
inicial do meio igual a 6,4; concentragd3o inicial de xilose de
144 g/1 e velocidade de rotagdo de 162 rpm.

Os resultados experimentais e previstos obtidos s3o da mesma
ordem de grandeza gque os melhores encontrados na 1literatura,
indicando que a aplicag3do do método de planejamento proposto
inicialmente foi bem sucedida, no sentido de identificar as
condigdes fermentativas que favorecem a produgio de xilitol.



ABSTRACT

After running tests using 18 different yeasts, Candida
parapsilosis IZ 1710 was selected for this study. Each
fermentation run was started by growing selected yeast cells for
24 hs at 30 °C and 250 rpm in a 500 ml flask with 100 ml of growth
media, containing xylose and glucose as carbon sources. The
cultivated cells were harvested by centrifugation and transferred
to a 1000 ml flask containing 200 ml of the fermentation media.
The main components of fermentation media were xylose as a carbon
source and ammonium acetate as a nitrogen source. Yeast extract
was also added as a nutrient complement.

Twenty nine fermentation runs were carried out under several
combinations of temperature, pH, initial substrate concentration
and agitation speed conditions (independent variables) previously
determined according to the response surface method for
experimental design. Xylitol yield and productivity (dependent
variables) were chosen as the responses to be improved.

The results obtained and experimental conditions used to
perform 29 runs were submitted to empirical modelling. The second
degree polynomials calculated showed an elevated level of fit to
the experimental points.

The corresponding response surface and contour levels plots
for each response were drawn and the optima conditions to maximize
the values of yield and productivity were determined. A maximum
yield of 0.818 g of xylitol/g of consumed xylose was estimated for
the following conditions: temperature of 29.2 °c, initial pH of
4.4, initial xylose concentration of 144 g/1 and 119 rpm of
agitation speed. Analogously, 0.828 g of xylitol/l h was the
maximum estimated productivity under slightly different
conditions, temperature of 32.5 °c, initial pH of 6.4, initial
xylose concentration of 144 g/l and 162 rpm for agitation speed.

The estimated and experimental results are similar or even
better than most of reported results, showing that the application
of response surface method proposed initially was quite succesfull
in identifying fermentations conditions that favour xylitol
production by the selected microorganism.

xii



1 - INTRODUGAO

O xilitol & um pentitol ou &lcool pentaidrico de agGcar,
encontrado em pequenas quantidades na natureza em muitas frutas e

vegetais como ameixas, morangos, amoras, couve-flor, chicérea
(1

etc . A estrutura quimica do xilitol estd indicada na
FIGURA 1.1.
OH OH H OH OH
[ [ | [ !
H-¢C-C-C-¢C~C-H
| | I | I
H H OH H H

FIGURA 1.1 - Estrutura quimica do xilitol'®

-

O xilitol ndo & uma substéncia nova. De acordo com Hyvonen &
Koivistoinen®, foi prepararado pela primeira vez como um Xxarope
em 1891 nos laboratérios de Bertrand e de Fischer e Stahel. Pos-
teriormente, em 1942, Wolfrom e Kohn sintetizaram xilitol através
da hidrogenacdo de xilose altamente purificadam).

Nesta época, o xilitol despertava o interesse de cientistas
devido ao fato de ser tdo doce quanto a sacarose. Entretanto, de
acordo com Ylikahri'™® e Maxigegwm. apenas no fim dos anos 60 e
meados dos anos 70, gracgas aos estudos realizados por Scheinin e
Makinen, foi constatado que:

- o xilitol &, entre todos os adocantes naturais conhecidos, o que
possui menor cariogenicidade,

- o xilitol & o produto mais indicado para ser consumido por
diabéticos em substituigdo ao aglGcar por ser natural, nutritivo e
principalmente por provocar minimas alteragdes nos niveis de
glicose no sangue ao ser metabolizado.

Como consequéncia destas importantes propriedades menciona-
das acima, o xilitol j& vem sendo produzido em escala industrial
desde o inicio da década de 70, através da redugio quimica da
xilose presente em hidrolisados de hemicelulose, sendo empregado
principalmente para a produgio de gomas de mascar ndo cariogénicas

e produtos para diabéticos. Os maiores produtores de xilitol s&o



It&lia, Alemanha, Japdo e principalmente a Comunidade de Estados
Independentes (ex- URSS). Mais recentemente, a Finladndia tornou-se
um dos maiores produtores mundiais apés a instalagdo da Xirofin
Ltd., com uma capacidade de produgdao de 3000 ton/ano“’m. No
Brasil, entrou em operag¢do ha pouco tempo a empresa Agroquimica
Rafard Indastria e Comércio Ltda., Gnica produtora de xilitol no
territério nacional com uma produg¢do de 500 ton/ano em 19897,

Embora a sintese quimica continue sendo até hoje o unico
processo industrial para a produgdo de xilitol, problemas como a
ocorréncia de reacdes paralelas, formagdo de subprodutos e princi-
palmente a liberagdo de outros agicares além da xilose durante a
hidrélise da hemicelulose permanecem sem solugdo. Consequentemen-
te, para a obtengdo de um produto puro e cristalino sdao empregadas
extensivas etapas de separagdo para remover subprodutos da xilose
e para purificar o xilitol. Assim, o alto custo de técnicas e
equipamentos sofisticados necessarios nestas etapas de purificagao
e separagdo juntamente com as perdas inevitaveis nas mesmas, que
contribuem para que a conversdo de xilanas em xilitol se limite a
aproximadamente 50 - 60 %, acabam tornando o xilitol um produto
caro‘®.

Por outro lado, desde os estudos sobre a assimilagdo de

pentoses em leveduras realizados por Onishi & suzuki'™’ em 1966,

sabe-se que o xilitol é& o principal produto do metabolismo da
xilose nas mesmas, mas até recentemente a maioria dos microrganis-
mos testados apresentava rendimentos inferiores a 50 % na trans-
formagdo de xilose em xilitol. Entretanto, a descoberta de micror-
ganismos naturais ou de mutantes possuindo maior capacidade de
produgdo de xilitol, tornaram cada vez mais reais as perspectivas
de se desenvolver um processo microbiolégico para a produgdo de
xilitol td3o competitivo quanto o de sintese quimica. O processo
microbiolégico apresentaria ainda outras vantagens adicionais,
como:

- fermentagido direta do hidrolisado de hemicelulose utilizando um
microrganismo adaptado, sem a necessidade de submeter o hidrolisa-
do a uma sequéncia de operagdes de purificagdo para a remover os
subprodutos indesejadosw’;

- a fermentacdo poderia se processar em condigdes ambientes de
pressio e temperatura e sem a necessidade de catalisadores

metilicos, que geralmente sd3o de alto custo;



- como os microrganismos sdo altamente especificos, ndo haveria
formagdo de tantos subprodutos como na redugao quimica da xilose,
pois os diferentes agilicares presentes no caldo hidrolisado pode-
riam ser totalmente convertidas em xilitol, etanol, massa celular
e em pequenas quantidades de arabinitol!®®. Isto acarretaria uma
reducdo dos custos do processo relacionados a&s opera¢des de sepa-
racdo e purificagdo, pois estas se resumiriam a operagdes de
centrifugacdo para separar as ceélulas do caldo fermentado, de
destilagdo do sobrenadante para remover alguns subprodutos
volateis (como o etanol), de purificagdo do xilitol para separa-lo
de algum outro poliol formado. Finalmente, proceder-se- ia a
concentragdo e cristalizagdo da solugdo de xilitol resultante,
levando a obtencdo de xilitol na forma cristalina e pura como
produto principal e gerando ainda proteina unicelular como subpro-

duto.

Desta forma, foram definidos como principais objetivos deste
trabalho, selecionar um microrganismo com potencial para a
produgdo de xilitol e, através de um estudo sistemdtico empregando
o método de planejamento experimental por andlise de superficie de
resposta, otimizar as condigdes fermentativas para que o processo
de obtencdo de xilitol através do microrganismo se torne mais
eficiente, caracterizando-se por altos valores de rendimento e
produtividade.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS, FISIOLOGICAS
E APLICAGCOES DO XILITOL

2.1.1 - Propriedades Fisico-quimicas

P

Uma das principais caracteristicas do xilitol & sua dogura.
AF temperatura ambiente ele é tdo doce guanto a sacarose e duas
vezes mais doce que o sorbitol ou o manitol, conforme pode ser
visto na TABELA 2.1 .

A TABELA 2.2 apresenta outras propriedades do xilitol e
mostra a semelhan¢a entre ele e a sacarose em propriedades como a
massa especifica, valor nutricional e densidade das solugdes
aquosas. Do ponto de vista da Tecnologia de Alimentos, os produtos
preparados com xilitol sé&o potencialmente similares aos equivalen-
tes com sacarose, exceto pelas caracteristicas associadas a visco-
sidade, que se necessirio podera ser corrigida no produto com
xilitol adicionando-se espessantes. Mais uma propriedade interes-
sante do xilitol & sua alta solubilidade em solugdes aquosas,
maior ainda que a da sacarose, para temperaturas acima de 30 °C
(FIGURA 2.1).

TABELA 2.1 - Poder adogante relativo de alguns aglcares e
adoqantes“).
Ag¢Gcar ou Adogante Poder Adogante Relativo
Frutose 1,2
Sacarose 1,0
Xilito 1,0
Dextrose 0,7
Sorbitol 0,5
Manitol 0,5
Maltose 0,4
Lactose 0,3
Hidrolisado de amido 0,3 -0,8




TABELA 2.2 - Algumas propriedades fisicas do xilitol e da
(1

sacarose .

Propriedade Xilitol Sacarose
Ponto de fusdo (°C) 93-94,5 179-186
Ponto de ebuligdo (°C/1 atm) 216 decompde
Massa especifica( a 15 °C) 1,50 1,59
Valor caldrico (cal/q) 4,06 4,06
Fermentacgao - +
Caramelizacdo sob aquecimento - +
Estabilidade em solugdao aquosa + +
Densidade de solucdo aguosa 20% 1,07 1,08

40% 1,15 1,18
60% 1,23 1,29
Ccalor de solugdo (cal/g), endot. 36,6 4,3
Viscosidade (cP) (20 °C) 20% 1,67 2,03
40% 4,18 6,17
60% 20,63 58,50
YWW
gde substancia | XILITOL
100 g de solugao
804
70 SACAROSE
60
20 % w© 50 © 0

Temperatura (OC)

FIGURA 2.1 - Solubilidade do xilitol e da sacarose em agua“)



2.1.2 - Aspectos Fisiolégicos do Xilitol

S%o as aplicagdes fisiolégicas do xilitol que o tranformam
num produto especial. Com certeza, sua mais importante
caracteristica fisiolégica & a baixa cariogenicidade (FIGURA 2.2)
pelo fato de ndo ser metabolizado pelos microrganismos produtores
de &cido (Streptococci), normalmente presentes na flora bacteriana
bucal.

SACAROSE
GLICOSE

MALTOSE
LACTOSE
FRUTOSE

Capy

1

ogeniCi
Qage SORBITOL

de
Cresceny SORBOSE
e

XILITOL

FIGURA 2.2 - Cariogenicidade de alguns aglGcares e adoqantes“)

conforme citam Ylikahri”m

e Makinen(BO), esta propriedade
fisiolégica do xilitol chamou a atengéao dos cientistas no final
dos anos 60 e foi confirmada em meados da década de 70 através dos
estudos realizados na Universidade de Turku (Finlandia) por
Scheinin e Makinen.

Os estudos preliminares foram realizados analisando o Indice
de Atividade de Caries (IAC) em voluntdrios que receberam dietas
contendo exclusivamente um tipo de agucar (sacarose, frutose ou
xilitol) durante 2 anos. Os resultados obtidos, reproduzidos na
FIGURA 2.3, provam que o xilitol & essencialmente nao cariogénico,
pois foi constatada uma estabilizacdo no IAC dos individuos gque
receberam a dieta com xilitol, enquanto que para os outros
voluntarios que receberam as dietas com sacarose ou frutose, o IAC
aumentou continuamente durante o periodo de estudo. Além disso,
Makinen'®®’ verificou a ocorréncia de remineralizagdo de céaries ja
existentes nos individuos que se alimentaram exclusivamente de

xilitol como acicar. A FIGURA 2.3 mostra claramente a gqueda na



curva do IAC destes individuos apés 20 meses de tratamento.

Makinen®’ afirma que h& dois fatores contribuindo para que
a remineralizac3o possa ocorrer na presenga de xilitol:

- Fator 1 : Aumento no fluxo de saliva que o xilitol, como qual-
quer outro carboidrato doce, provoca;

- Fator 2 : Manutencdo do pH da saliva entre 7,2 e 7,8 gragas a
inabilidade das bactérias da cavidade oral em metabolizarem efeti-
vamente o xilitol, de forma que ele nunca & convertido em acidos
nas placas dentérias.

Estes dois fatores agem simultaneamente, proporcionando as
melhores condicdes para que os mecanismos naturais de defesa da
saliva, que estd normalmente supersaturada em hidroxiapatita, ca®’
e fosfato, possam reparar as areas em principio de
desmineralizagédo.

Dando prosseguimento & pesquisa, Scheinin e Makinen examina-
ram o efeito da substituicdo apenas parcial da dieta alimentar com
produtos contendo xilitol como adogante, comparando o IAC de
voluntarios que consumiram diariamente 4 gomas de mascar contendo
sacarose ou xilito1‘®® (FIGURA 2.4).0s resultados obtidos foram
surpreendentes, pois mesmo a substituigdo parcial da sacarose por

xilitol reduziu intensamente a incidéncia de caries dentarias.

tNpICE DE
ATIVIDADE 12 e—e SACAROSE
DE CARIES ' &+—c FRUTOSE
0—0 XILITOL

T

LU L |

U -lxl.!ll.lll-Lll[nlnlA
0 2 4 6 8 10 12 1% 16 18 20 22 2%

MESES

FIGURA 2.3 - Estudos da Universidade de Turku sobre a incidéncia
de cariﬁs) em individuos submetidos a dietas com diferentes

agQcares .
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FIGURA 2.4 - Estudos da Universidade de Turku sobre o efeito da
substi&g}qéo parcial da sacarose por xilitol na incidéncia de
caries .

Além desta propriedade anti-cariogénica, o xilitol desempe-
nha outros papéis no organismo humano e tem outras aplicagdes
fisiolégicas importantes. Por razdes ainda desconhecidas, varios
gramas de xilitol sdo produzidas diariamente no figado humano, que
também & o Gnico 6rgdo que possui o sistema enzimatico necessario
para metabolizar quantidades consideraveis de xilitol provenientes
de fontes externas, transformando-o em energia. Apés entrar no
figado, o metabolismo do xilitol esta esquematicamente representa-

do na FIGURA 2.5 e é& resumido a seguir de acordo com a descrigdo
. (72)

de Ylikahri .

O xilitol & primeiro oxidado a D-xilulose pela enzima poliol
desidrogenase dependente de NAD'. A D-xilulose & entdo rapidamente
fosforilada pela enzima D-xilulose quinase a D-xilulose-5-fosfato,
que pode ser convertido em frutose-6-fosfato e
gliceraldeido-3-fosfato através da via Pentose Fosfato. Estes
intermediidrios s3o metabolizados normalmente gerando glicose e
glicogénio e, menos frequentemente, em piruvato e lactato.

Como consequéncia do ré&pido metabolismo do xilitol no
figado, juntamente com a lenta absorgdo do mesmo pelo intestino, a
assimilacdo do xilitol no organismo humano se processa de forma
que toda a glicose formada a partir do xilitol & primeiro estocada



como glicogénio, sendo liberada gradualmente e n&o causando
ridpidas mudancas na concentragio de glicose no sangue,
caracteristicas que fazem com que o xilitol seja indicado como

adogante para diabéticos™®.

+
NAD NADH ATP ADP

g /
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FIGURA 2.5 - Metabolismo do xilitol no figado de mamiferos

Outra aplicacdo do xilitol & como substituto do agGcar para
individuos que sofrem de anemia hemolitica devido a uma
deficiéncia na enzima glicose-6-fosfato desidrogenase dos glébulos
vermelhos, um problema gque atinge 1 % da populagao mundial‘®.

Entretanto, até o momento esta agao terapéutica do xilitol nédo foi

bem esclarecida.

Apesar de todas estas consideragdes favoraveis ao xilitol,
convém ressaltar que ja& foram verificadas sérias complicagdes em
pacientes que receberam grandes quantidades dele por via intrave-
nosa, sendo que este procedimento & altamente contra-indicado. Por
outro lado, o Gnico efeito colateral do xilitol quando administra-
do por via oral & a diarréia osmbética, que pode ocorrer quando a

quantidade de xilitol ingerida por individuos nao adaptados



ultrapassa o 1limite de 20 a 40 g/dia. Entretanto, Ylikahri‘®

afirma que é& possivel aumentar a capacidade de absorgdo do intes-
tino através de um tratamento adaptativo, no qual as doses diéarias
de xilitol sdo aumentadas gradativamente durante uma administragao
prolongada.

2.1.3 - Consideracdes sobre as Aplicacdes do Xilitol
na Tecnologia de Alimentos

As aplicagdes potenciais do xilitol em alimentos incluem
produtos de panificagdo e condimentos, geléias e compotas, sobre-
mesas e produtos de confeitaria. Entretanto, para se aproveitar
integralmente as propriedades ndo cariogénicas do xilitol, estes
produtos devem ser principalmente balas, gomas de mascar, bolos,
geléias e outros produtos contendo sacarose, conhecidos como os
grandes responsaveis pelas caries por serem geralmente consumidos
em pequenas quantidades entre as refeiqées“st

Como o xilitol se cristaliza de uma maneira diferente da
sacarose (sacarose = monoclinico, xilitol = rémbico), a formulagédo
de alguns produtos pode requerer algumas modificaqéesum. A
textura do produto contendo xilitol pode ser diferente por causa
da diferenca na dureza dos cristais, mas em geral os produtos
preparados com xilitol s3o td3o bons ou até melhores do que aqueles
feitos com sacarose'’®. £ o caso das gomas de mascar, onde o
efeito refrescante do xilitol cristalino, devido ao carater
endotérmico do seu calor de solugdo (ver TABELA 2.2), até
realca os sabores horteld, limdo e tutti-frutti. Além disso,
embora o manitol e o sorbitol também possam facilmente substituir
a sacarose nas gomas de mascar, o xilitol & o Gnico que pode
substitui-la na mesma proporg3o. Como no processo tradicional de
produgdo de gomas de mascar, o xarope de glicose também & um dos
principais ingredientes, & importante substitui-lo por um outro
produto ndo cariogénico, como glicerol, goma arédbica, solugdes
aquosas de xilitol ou outras gomasuah

Chocolates também podem ser prontamente produzidos com
xilitol como substituto da sacarose, na base de 1:1. Corrigindo a
menor viscosidade do produto preparado com xilitol através da
adicdo de algum aditivo, o sabor e textura do mesmo sio idénticos

ao do produto original‘Z). Atualmente, encontram-se nos mercados
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da Finlandia, Estados Unidos e Comunidade dos Estados Independen-
tes (ex-URSS) chocolates e gomas de mascar preparados com
xilitol‘t21®,

A substituicdo da sacarose por xilitol em produtos com alto
teor de &qgua como gelatinas, pudins, geléias e compotas de baixas
calorias, molhos e cremes e preparagdes farmacéuticas apresentou
excelentes resultados‘®'®, No caso de produtos com alto teor de
acicar como ketchup e leite condensado, o escurecimento e a dete-
rioragcdo por microrganismos pode ser evitada com a substituigdo do
aglcar por xilito1“®,

Ccaramelos e balas duras, produtos de panificagdo e refrige-
rantes sdo produtos que apresentam restrigdes a substituigdo do
aclGcar por xilitol por motivos diferentes. No caso dos caramelos e
de balas duras devido A cristalizagdo do xilitol ocorrer logo no
inicio do resfriamento do produto, este se torna quebradiqou).

O fato de o xilitol ndo ser fermentado por Saccharomyces
cerevisiae impede que as massas de panificagdo adogadas com xili-
tol crescam. Além disso, o aroma caracteristico dos produtos de
panificagdo & resultante de uma série de reagdes nido enzimaticas
envolvendo os grupos aldo ou ceto, presentes na sacarose invertida
(frutose e glicose), mas ndo no xilitol®.

O uso de xilitol como adogante em refrigerantes ndo & reco-
mendado, pois o consumo destes pode facilmente exceder a dose

. . 2 s _(2)
recomendada para sua ingestdo, podendo causar diarréia‘®.

Assim, identificando como requisitos basicos de um produto
que pretenda se tornar um adogante alternativo:
- ser uma substancia fisiolégica (bem tolerada e natural),
- possuir dogura e sabor tdo préximos quanto possivel dos da
sacarose,
- poder ser consumido por diabéticos,
- n&o ser cariogénico,
- nio apresentar grandes dificuldades tecnolégicas na fabricagao
de produtos alimenticios,

pode-se afirmar que o xilitol preenche satisfatoriamente a maioria
destes, transformando-se nh3o apenas em uma valiosa alternativa
para a sacarose e seus substitutos, mas principalmente numa das

novas descobertas no campo de alimentos hoje em dia‘?.
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2.2 - OBTENGCAO DO XILITOL

A obtengdo do xilitol a partir da extragdo direta de suas
fontes naturais é impraticdvel e anti-econémica devido a pequena
quantidade na qual ele ocorre. No entanto, o xilitol pode ser
produzido por sintese quimica ou microbiolégica a partir da xilose

encontrada em abundéncia em varios residuos agricolas.

2.2.1 - Fontes para a Obtencdo de Xilose

Os 3 principais componentes da biomassa vegetal sao celulo-
se, lignina e hemicelulose. A celulose & um polimero linear de
glicose, insolivel e de alto peso molecular. Substancias
polifendlicas s3o as componentes da estrutura tridimensional
aleatéria da 1lignina, que também é insoldvel e de alto peso

(7, 65)
molecular '’ .

A fracdo da biomassa correspondente a hemicelulose & compos-

ta por heteropolimeros lineares e ramificados de D-xilose, L-
(65)

(sdo

também conhecidos homopolimeros de xilose, manose e galactose). A

arabinose, D-glicose, D-galactose e &acido D-glucordnico
forma mais abundante de hemicelulose & aquela com um esqueleto de
D-xilose e cadeias laterais de L-arabinose, conhecida como xilana,
apresentando uma estrutura muito ramificada e menos cristalina que
a da celulose. Por isso, as ligagdes glicosidicas entre os
mondmeros de D-xilose na hemicelulose s3o0 menos estaveis que as
ligagdes glicosidicas entre os mondmeros de D-glicose na celulose,
sendo mais facilmente hidrolisadas por &acidos. Como consequéncia,
as pentoses podem ser facilmente extraidas de residuos vegetais
através de hidrélise com &cido diluido, apresentando rendimentos

que execedem a 80 - 85 $7)

(a extrag3o de glicose da celulose
ocorre sob condic¢des de hidrdélise muito mais severas e normalmente

o rendimento ndo excede 55 a 60 %).

As matérias-primas comercialmente mais utilizadas para a
extrac3o da xilose através da hidr6lise acida sd3o polpa de madeira
resultante do processamento de papel e de compensados; casca e
semente de algod3o; bagago de cana-de-aglGcar; casca e farelo de
arroz e aveia; sabugos, caules e hastes de milho e outros residuos

(18)

agricolas que no Brasil vém sendo utilizados apenas para
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combustdo, producdo de ragdo animal ou de adubo orgénico. A TABE-
LA 2.3 mostra as fra¢des de hemicelulose, celulose e lignina de
alguns destes subprodutos agricolas e também a composicdo da
hemicelulose em fungdo dos carboidratos presentes.

TABELA 2.3 - Composicdo de residuos agricolas em celulose, hemice-
lulose e lignina e composi¢do da hemicelulose em carboidratos.

Residuo Composigio do Vegetal (%)(73’ Compos. da Hemicelulose (%)(‘)

Agricola Celulose[Hemicelulose[Lignina| Xilose|Arabinose|Glicose|Outros
Milho

sabugo 36,5 28,0 65,1 9,6 25,3 |tragos

haste,caule 38,0 26,0 11,0 70,5 9,0 14,5 5,9
alha de

ptriqo 34,0 27,6 18,0 57,9 9,1 28,1] 5,0

bagago d

cana’ 34,0 38,0 11,0 59,5 14,5 26,0 —

folhas,has-

tes de'soja - - — 59,9 6,6 6,1 27,4

hastes de

girassol E— — 60,6 2,2 32,6 4,6
alha de

ginho I — 64,6 12,8 1,2] 21,4

casca de

amendoim — -_— 46,3 5,0 46,6 2,1

Certamente, os residuos do pé de milho sd3o os mais ricos em
xilose e como s3o produzidos em um total de 2 a 3 toneladas de
residuos por acre, constituem uma valiosa fonte de matéria-prima
para a produgdo de xilito1™.

Embora a hemicelulose do bagago de cana de agGcar n3o conte-
nha tanta xilose quanto a do milho, o bagago apresenta a maior

fragcdo de hemicelulose entre todos os residuos relacionados na
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TABELA 2.3. Além disso, para cada litro de &lcool combustivel
produzido no Brasil sdo gerados 4,5 kg de bagago de cana‘’®"™’
(com 50 ¥ de umidade). Como a produgdo brasileira de etanol & de
aproximadamente 13.200 milhdes de litros por safra (previsdo para
a safra 88/89)Cn), sdo produzidos, portanto, 29,7 milhdes de kg
de bagago seco. Se toda esta quantidade fosse submetida a um
processo de hidrélise Acida com uma eficiéncia de 80 %, de acordo
com os valores da concentragdo de hemicelulose no bagago e de
na TABELA

2.3, poderiam ser obtidas 5,3 milhdes de kg de xilose por safra.

concentragdo de xilose na hemicelulose presentes
Desta forma, o bagago de cana-de-agGcar pode ser considerado uma
alternativa muito atraente como fonte de matéria-prima para a

produgdo de xilitol no caso do Brasil.

2.2.2 - A Sintese Quimica do Xilitol

Os principios b&sicos do processo de produgdo de xilitol sdo
a recuperacdo da xilose a partir de matérias-primas vegetais e sua
hidrogenagdo
na FIGURA 2.6.

A FIGURA 2.7 representa o fluxograma do processo de produgdo

subsequente, esquematicamente representados

de xilitol por sintese quimica, que serd descrito a segquir.

S KK A

CHO CHZOH
I ]
. H—C -—OH H—C —OH
[ Hidrolise | !
! . HO — € —H HIDROGENAGAO HO — € —H
Acido H—-—C':—-OH Catalisador H——é—OH
] I
CHZOH CHzoPI
(D-xilose) (xi11itol)
(@)
1 mol de xilitol
teor. 1 mol de x1lose 1,013 g/9
(xilana)

FIGURA 2.6 - Principio da produgdo de xilitoi?
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a) Hidrélise

O material vegetal rico em pentosanas é& tratado com uma
solugdo de A&cido cloridrico ou de &acido sulfGrico diluido, sob
pressdo e aquecimento para apenas hidrolizar a hemicelulose e
precipitar a lignina, sem atacar a celulose. Os agGcares
monoméricos se dissolvem no meio de reagdo, juntamente com outros
produtos soladveis. As desvantagens da hidrdélise 4&cida sdo a
ocorréncia de reagdes paralelas indesejadas, provocando a
degradacdo dos aglcares e formagdo de produtos como furfural,
hidroximetilfurfural, &cido acético etc. A dificuldade em contro-
lar as condig¢des de reagdo compromete a especificidade na
hidrélise do material, de forma que a lignina e a celulose acabam
sendo atacadas pelo &cido em alguma extensdo, liberando compostos
como fendis, acido tanico e terpenos no meio reacional. Até mesmo
a corrosido dos equipamentos pelos &acidos usados na hidrélise
contribui para a formagdo de contaminantes, gerando principalmente
ions de ferro, cromo, niquel e cobremsh

0 residuo da hidrdlise quimica consiste em celulose e ligni-
na, podendo ainda ser utilizado na inddstria de processamento de
madeira para a produgdo de compensados, celulose e papeléom).

Uma alternativa para a obtengdo de xilose a partir de mate-
riais hemicelulésicos em condi¢des menos problematicas seria a
hidrélise enzimatica, que se caracteriza por grande especificidade
e reduzida formagdo de produtos de degradagdo, mas & pouco viavel
para a produgdo em larga escala devido a lentiddao do ataque
enzimidtico e ao grande naGmero de xilanases necessarias para que

todas as liga¢des pudessem ser quebradasfas&.

b) Purificagdo da xilose

Nesta fase do processo, o hidrolizado & submetido a uma
série de etapas de purificagdo complexas para remover os subprodu-
tos indesejados da corrente principal. Existem basicamente duas
rotas para efetuar a purificagdo, que diferem no isolamento ou ndo
da xilose‘®.

- Isolamento da xilose (linha tracejada na FIGURA 2.7): A solugdo
rica em pentose obtida apés a hidrélise &cida & purificada por

filtrac3do mecdnica e por técnicas de troca idnica para remogio de
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cor e de sais. Esta solugdo & entdo submetida a fracionamento
cromatografico para obter uma solugdo de xilose altamente
purificada.

- Ndo isolamento da xilose (linha continuua na FIGURA 2.7): Neste
caso, o hidrolisado & tratado em uma série de processos de troca
idnica e descoloragdo para remover todos os subprodutos da cor-
rente principal contendo xilose, exceto os carboidratos.

Hidrdlise de materiais
contendo pentosanas

lsoluc&o de pentoses

Separagdo por troca idnica

Purificagdo final e
remoc¢do de cor

1

sol. de pentoses purlficadai

— > Hidrogenagdo
| sol. de' solucgao de
¥ : xllltol& polidls
xarope<—— Fracionamento e | Fracionamento e >xarope
de Cristalizagao ! cristalizagdo de
| poliois

- : 1

XILOSE XILITOL

FIGURA 2.7 - Produgdo de xilitol e xilose'?

c) Hidrogenacdo

Para a convers3o em xilitol,'uma solugio de xilose pura ou
misturada com outros aglGcares & hidrogenada a temperaturas
variando de 80 a 140 °C e pressdes de até 50 atm, na presenga de
um catalisador metdlico. Partindo da xilose previamente purifica-
da, apenas xilitol & produzido, mas com a solugdo de pentoses e
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outros carboidratos, todos os aglcares presentes s3io também hidro-
genados a seus respectivos poliédis.

d) Purificagdo do Xilitol

Apdés remover o catalisador por filtragdo e troca idnica, a
solugdo hidrogenada passa ainda por processos de purificacao,
concentragdo e cristalizagdo. Na rota de isolamento da xilose,
descoloragdo e cristalizagdo em solventes aquosos ou alcodlicos
tém sido usadas para obter o xilitol puro e cristalino®.

Na outra rota de ndo isolamento da xilose, a separagido do
xilitol dos outros polidis deve ser feita antes da cristalizacgao
do xilitol. Esta purificagdo pode ser efetivamente realizada
através de fracionamento cromatografico por troca idénica com

-

resinas de troca catidnica. O xilitol puro & entdo cristalizado da

. 2)
solugdo aquosa separada no fracionamento “'.

2.2.3 - Sintese Microbiolébégica de Xilitol

Embora o xilitol venha sendo produzido em larga escala
através da hidrélise quimica de xilose extraida da hemicelulose,
sdo conhecidas muitas espécies de leveduras e alguns fungos mice-
liais e bactérias capazes de produzir xilitol a partir de xilose.

O microrganismo ideal para a produg¢do de xilitol deve apre-
sentar as sequintes caracteristicas:

- crescer em xilose,
- excretar xilitol extracelularmente, com rapidez,
- ter alto rendimento (compardvel ao da sintese quimica).

As bactérias e os fungos ndo preenchem o Gltimo requisito,
pois embora algumas espécies de bactérias, como
Corynebacterium“m e Enterobacter liquefaciens““, produzam
xilitol, o rendimento & de apenas 33 %. Além disso, os sistemas
com bactérias, caracteristicamente, geram mGltiplos produtos que
incluem 4lcoois (butanol, etanol, isopropanol, 2,3-butanediol),
dcidos organicos (&cidos acético, butirico, férmico e 1l&tico),
acetona e gases (metano, gds carbdnico, hidrogénio), exigindo mais

etapas de separagdo e purificagdo para a obtengdo de um produto
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puro. J& para os fungos, apenas pequenas quantidades de xilitol
foram detectadas em espécies Mucor. Para a majoria destes micror-
ganismos a xilose & preferencialmente fermentada, gerando etanol,
&cido acético e &cido l&tico como principais produtos, e mesmo
assim em concentracgdes e produtividades muito baixas devido as
lentas taxas de crescimento e conversdo dos fungos.

O primeiro estudo sobre os produtos resultantes do cultivo
de 66 espécies de leveduras em meio contendo pentoses foi feito em
1966 por Onishi & 531331”“) e revelou que xilitol, arabitol e
ribitol s&o imediatamente produzidos a partir de D-xilose,
L-arabinose e D-ribose respectivamente, no entanto com um rendi-
mento em pentitol de no méximo 40 % da pentose consumida. Poste-
riormente, estudos quase tdo abrangentes quanto este, efetuados
por Gong et _al_.“’m, Suihko & goutanen“e), Suihko & anz;‘c(zg)
entre outros, confirmaram ser o xilitol o principal produto do
cultivo de leveduras em xilose, mas com valores de rendimento
ainda se mantendo bem pouco estimulantes. Apenas recentemente, com
o isolamento de linhagens de Candida guillermondii por Meyrial et
g@me e de Candida sp B-22 por Chen & ggggfm, altamente produto-
ras de xilitol; o desenvolvimento de linhagens mutantes por Gong

1
et a1!'®

e os conhecimentos adquiridos sobre o metabolismo de
xilose nas leveduras, foi possivel encontrar microrganismos mais
préximos dos desejados, capazes de converter até 90 % da xilose

consumida em xilitol, com alta produtividade.

Todavia, permanecem ainda outros desafios e o papel da
sintese microbiolégica no futuro da produgdao de xilitol depende da
superagao de problemas como:

- Presenca de substancias inibidoras no hidrolisado

Conforme descrito por Hyvonen & Koivistoinenw), na etapa de
hidrélise da hemicelulose, muitas substancias toéxicas como furfu-
ral, fendis e ions metdlicos podem surgir. Ha& varias alternativas
para lidar com problemas de substéncias inibidoras como evitar a
sua formacdo, remové-las antes de utilizar o hidrolisado para a
fermentagdo ou ainda adaptar as linhagens, preservando suas res-

=~

pectivas capacidades produtivas, & presenga das substéncias
Csas (8)
inibidoras .

Muitos esforgcos tém sido feitos no sentido de desenvolver
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procedimentos de hidrélise que minimizem a formagdo destes subpro-

65
(65) onde o

dutos, como por exemplo o método proposto por Limbaugh
rendimento em furfural foi reduzido a 8 %. Isto contribui para
facilitar as etapas de purificacdo e também torna mais viavel a
possibilidade de aclimatizagdo de uma levedura. Neste sentido,

Gong & Chenm)

foram bem sucedidos, conseguindo aclimatizar e
manter a capacidade produtiva do microrganismo Candida sp B-22,

cultivando-o em um hidrolisado sem pré-tratamento e sem diluigdo.

- Presenga de altas concentragdes de xilose

Para que a etapa de isolamento de xilitol puro e cristalino
seja economicamente viivel, & necessiario que a concentragdo final
de xilitol alcangada na fermentagdo seja de no minimo 100 g/lwzn
de forma que a levedura escolhida deve ser capaz de metabolizar
eficientemente altas concentracgdes de xilose, sem sofrer inibigédo.

. . . . . 2 (62 .
Varios microrganismos como C. gu111ermond11( ) e candida sp

B-22‘%

j& mostraram preencher este requisito.
- Especificidade em relagdo & xilose

Além da xilose, outros aglicares como arabinose, manose e
galactose sdo frequentemente encontrados em hidrolisados de mate-
riais ricos em hemicelulose. Para a redugdo dos custos nas etapas
de separac¢do e purificacdo, é fundamental que o microrganismo seja
altamente especifico em relagdo a xilose, ou seja, apenas a xilose
deve ser significativamente convertida no respectivo poliol. O
microrganismo deve ainda ser capaz de metabolizar os outros
aglcares preferencialmente em massa celular, sem converté-los nos
respectivos polibdis ou outros produtos, que possam ser dificeis de
separar.

No estudo realizado por Meyrial et glf“” sobre os produtos
da assimilag3o de pentoses e hexoses por C. guillermondii, demons-
trou-se a alta especificidade deste microrganismo, pois apenas
xilose e arabinose foram convertidas nos respectivos poliéis,
sendo que somente 1,1 g/1 de arabinitol foi obtido apés 90 horas
de fermentagdo para um consumo de 23,6 % da arabinose disponivel
inicialmente. J&4 as hexoses (glicose, manose e galactose) foram
utilizadas totalmente por esta espécie, mas apenas para crescimen-
to e produgdo de etanol.
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2.3 - A PRODUGAO DE XILITOL POR LEVEDURAS :
ASPECTOS FUNDAMENTAIS

Embora muitas leveduras produzam principalmente xilitol como
produto do metabolismo da xilose, o nivel de formag3do do mesmo é
geralmente baixo. Dos 38 estudos sobre a assimilacdo de xilose por
vArias leveduras relacionados na TABELA 2.4, 23 (corresponden-
do a 60 % do total) ap esentam valores de rendimento em xilitol
inferiores a 50 %, outros 9 (24% do total) possuem valores entre
50 e 70% e apenas 6 (16 % do total), ultrapassam o valor de 70 %
de rendimento na formagdo de xilitol a partir de xilose e se
aproximam mais do rendimento tedérico de 1,013 g de xilitol/g de

xilose consumida.

Dentre estes Gltimos, & possivel identificar alguns micror-
ganismos altamente produtores de xilitol como a levedura Candida
sp. B-22 isolada por Chen & gggg“”; os mutantes de Candida
tropicalis HPX1 e HPX2 obtidos por Gong et a_l_fm e a levedura
Pachysolen tannophilus IfGB, isolada por Dellwedq et glyﬁ). Quanto
ao trabalho utilizando candida pelliculosa em associagdo com
Methanobacterium HU desenvolvido por Kitpreechavanich et _lfn’,
embora apresente excelente valor de rendimento, trata-se mais de
um sistema enzimatico para a conversdo de xilose em xilitol e seréa

descrito em detalhes no item 2.3.8 deste capitulo.

Além do rendimento, também a produtividade em xilitol &
geralmente baixa em consequéncia da lenta assimilagdo da xilose
pelos microrganismos. Assim, dos estudos relacionados na TABE-
LA 2.4, 30 apresentam produtividades inferiores a 0,5 g/lh; para
apenas 4, os valores estdo entre 0,5 e 1,0 g/1h e somente 2 conse-
guem valores acima de 1 g/lh, sendo que destes Candida sp B-22'%
novamente se destaca por apresentar uma produtividade de
1,56 g/lh, com um rendimento de 86,5 %.

Além da selegdo de microrganismos ou obtengdo de mutantes
com alta capacidade produtiva, a manipulagdo de vias metabélicas
através do estudo e controle das condigdes de cultivo de um mi-
crorganismo também & uma ferramenta Gtil na tentativa de favorecer

a formag3o dos produtos desejados.
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TABELA 2.4 - Condigdes experimentais utilizadas e resultados
obtidos nos trabalhos consultados sobre a produgdo de xilitol por
leveduras.

Microrganismo | T N Vme 1o (ml) s P |pH X, t Y, Y, ref.
C o Vr ml ° °

Classiticagao [(°c)|(rpm) [V ** (™D g1y ] (q/1) (a/1) | ()| (a/9) [ (ar1m)

C. moggii 30 | 200 1/5 50 28,2 - p— 72|0,595]0,392 3
18364

C.parapsilosis " " " " 33,21 - —_ " 10,664|0,461 3
28474

C. tropicalis " " " " 28,0} - — " |0,560(0,389 3
20240

S. uvarium " " " " 21,0| - —_— " 10,43410,291 3
2602

C. tropicalis " 140 3/10 55 23,3 - — 4410,420|0,529 3
321113

C. tropicalis " " 1/2 " 34,41 - -_— 96|0,625(0,358 3
1211 R

candida sp " 160 2/5 216 186,8}6,0| 4E9 120{0,865{1,557 8
B-22

C. tropicalis " " 1/5 50 22,31 - |10 100{0,44710,223 9
321113

C. tropicalis " " " " 27,5 - 1,3 " |10,550]|0,275 10
32111

C. boidinii 28 100 " 100 36,1|7,0; 0,4 14410,460]|0,250 12

2201

C.pelliculosa 315 — 3/10 8,5 7,517,5 —_ 24{1,000}0,313 13

C. didensii 30 200 2/5 50 12,3 - — 96{0,245]0,128 14
20211 ‘

C. tropicalis " " " " 20,8] - — * 10,412]0,217 19

C. tropicalis " " " " 43,9| - — * (0,87710,457 19
HPX1

C. tropicalis " " " " 48,0 - _— " 10,960(0,500 19
HPX2

K. fragilis " " " " 3,0 - — " 10,078|0,031 19
12424 :

R. toruloides " " " " 16,4 - —_ * |0,327]|0,171 19
26194

S.carlsbergen- " " " " 4,01 - —_— " 10,079]0,042 19

sis 26602

S. cerevisiae " " " " 3,7 - _ » lo,074(0,038 19
24860

S.diastaticus " " " " 5,4 - —_ " {10,107]|0,056 19
2r3380

S. rouxii " " " " 2,01 - —_ " 10,040|0,021 19
12901

S. saki " " " " 1,0| - —_ " 0,021(0,010 19
26421

S. fibuligera " " " " 14,8} - —_ " |0,296(0,154 19
32691

S. pombe " " " " 2,0 - — » to,052|0,021 | 19
16979

T. candida " " " " 17,4 - —_— * 10,347]0,181 19
20214
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TABELA 2.4 (Continuacdo)

Microrganismo| T N Vmeio(ml S P pH X t Y Y £
. o v (m) ° ] 3 1 2 rexf.
Classificag8o]| (' C)|(rpm)| frasco (g/1) | (g/1) (g/1) | (h) | (g/9) | (g/1h)
T. mellbiosa-| 30 200 2/5 50 21,4 - — 96|0,429]0,233 19
ceum 28580
levedura do " n 1/5 90 10,0|{5,6|1E7 a "10,113]0,104 29
sake 104 1E8
S. dastaticus " " " " 10,4 " " "lo,121{0,108 29
28338
S. pombe " " " " 9,31 » " "i0,106|0,097 29
16976
P.tannophilus " " " " 9,7 " " "i0,115(0,101 29
2460
C. tropicalis " " " " 13,3| " " 72|10,150{0,185 29
297258 .
candida sp " -—_ — 65 38,6| " |1E8 *10,59410,536 S5
c2
Candida sp " _ —_— " 34,3 " " 2410,562]1,429 55
C210 (mut.c2)
P.tannophilus " —_— 1/5 30 15,6|5,0( — -10,520| -— 35
101
P.tannophilus " —_ " " 25,5 " —_ -10,850f — 35
17fCB
C.guillermon- " 150 4/5 300 221,016,0| — 1406|0,750|0,544 62
dii ss7s
C.guillermon- " 200 2/5 43,2] 25,8) - —_ 85|0,59810,303 63
dii 20037
candida sp e — — 100 46,9 - — 96|0,49710,489 65
HT8
® - concentracédo celular em numero de céiulas/al
Yl- rendimento Yz - produtividade
T - temperatura N - velocidade de agitacéo
P - concentracdo de xilitol t - tempo de fermentacao
v - volume de melo v - volume do frasco
meio frasco
5o - concentracdo 1inicial de xilose pPH - pH Iiniclal
o
X = concentragdo inicial de células

[+]

Com respeito & influéncia de parametros fermentativos na
produgdo de xilitol, em um estudo sobre a conversio de carboidra-
tos derivados da hemicelulose, Gong et g_lf” afirmam que altas
tensdes de oxigénio, baixas temperaturas e altos valores de pH sio
condigdes que favorecem a formagdo de xilitol.
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2.3.1 - Metabolismo de D-Xilose

O transporte através da membrana celular & o primeiro passo
no metabolismo da D-xilose ou de qualquer outro nutriente. Como
acontece frequentemente, o sistema de assimilagdo de xilose e a
regulagdo da atividade dos transportadores tem um papel importante

na utilizag¢do global da xilose®.

Fazendo uma breve revisdo sobre os mecanismos de transporte,
sdo conhecidos pelo menos 3 para o transporte de agGcares: difuséo
passiva, difusdo facilitada e transporte ativo, ressaltando-se que
estes mecanismos ndo sdo mutualmente exclusivos e 2 ou mais podem
funcionar num mesmo microrganismo. A difusdo passiva & o mais
simples e lento de todos os mecanismos, pois se caracteriza pela
difusdo do soluto através da membrana plasmiatica em fungido apenas
do gradiente de concentragdo até que o equilibrio entre a concen-
tracdo do aglicar no interior e no exterior da célula seja atingi-
do. A difusdo facilitada também utiliza a difusdo por gradiente de
concentragdo e nido requer energia metabdélica, mas o transporte é
intermediado por uma proteina transportadora e portanto apresenta
especificidade em relagdo A molécula do substrato. Os mecanismos
de transporte ativo sd3o semelhantes & difusdo facilitada por
possuirem também proteinas carregadoras, mas requerem energia
metabdélica e podem transportar aglGcares mesmo contra um gradiente

54
de concentracéo( .

As bactérias geralmente empregam mecanismos de transporte
ativo para assimilar aglcares e outros nutrientes, mas para as
leveduras e fungos, o transporte de D-xilose pode ocorrer tanto
por difus3o facilitada como por transporte ativo, sendo que a
ocorréncia deste Gltimo j& foi confirmada em Candida parapsilosis
eCandida guillermondii. Em Rhodotorula, um microrganismo exausti-
vamente estudado quanto ao transporte de D-xilose, constatou-se
também a presenca de transporte ativo e além disso, verificou-se
que sob condigdes anaerdbicas, o transporte & bloqueado, indicando

que a respiragdo & essencial para o transporte nesta levedura‘®’,

23



Uma vez dentro da célula, a D-xilose & primeiro convertida a
D-xilulose e entdo fosforilada. Uma diferenga béasica existe entre
os procariotos e os eucariotos no metabolismo inicial da xilose:
as bactérias geralmente utilizam uma isomerase para converter a
xilose a xilulose (reacdo 3 da FIGURA 2.8), enquanto que os fungos
e leveduras realizam a mesma conversdo através de 2 etapas de
redugdo e oxidacdo (reagdes 1 e 2 da FIGURA 2.8). A conversdo de
D-xilose a D-xilulose & aparentemente uma etapa critica nas leve-
duras, embora aproximadamente metade das leveduras conhecidas seja
capaz de assimilar xilose aerobicamente. Até recentemente nao
havia sido encontrada nenhuma que utilizasse D-xilose em condigdes

P 54
anaeroblcas( %

A primeira etapa do metabolismo da xilose em leveduras é a
reducdo de D-xilose a xilitol (reagdo 1 da FIGURA 2.8). Esta
reacdo & catalisada pela enzima NADPH 1-alditol oxidoredutase,
também conhecida como xilose redutase e para a maioria dos fungos
e leveduras elaé altamente especifica em relagdo ao cofator NADPH.
A reoxidagdo do xilitol a D-xilulose & feita através da enzima
NAD® 2-xilitol oxidoredutase ou xilitol desidrogenase, representa-
da pela reagdo 2 da FIGURA 2.8. Esta reagdo é& prontamente
reversivel e a oxidagdo do NADH ocorre com D-xilulose, D-frutose
ou D-ribulose como substrato, gerando o respectivo poliol como

produto““.

Amplas evidéncias comprovam a existéncia da via
redutiva/oxidativa em leveduras e fungos. Em 1976 Bazgetth}
verificou a exclusividade desta via em varias linhagens de Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida utilis, Pichia delftensis,
Pichia farinosa, Pichia membranae-faciens, Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula sp, Saccharomyces bailii, Saccharomyces bisporus,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces rouxii, Saccharomyces
uvarum, Torulopsis candida e Schwanniomyces occidentalis.
ggﬁﬁziggw') cita ainda espécies - de fungos Aspergillus e
Penicillium e linhagens de Rhizopus nigricans, Gliocladium roseum,
Byssochlamys fulva, Myrothecium verrucaria, Neusropora crassa,
Sclerotinia sclerotiorum, Oospora lactis e Chephalosporium

chrysogenus.
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FIGURA 2.8 - Metabolismo da xilose
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A etapa mais importante no metabolismo de D-xilose & a Via
Pentose Fosfato (VPF). Ela ocorre amplamente em células vivas e
sua principal fungdo & prover NADPH para as reagdes biossintéticas
e ribose-5- fosfato para a sintese de nucleotideos. E constituida
por uma fase oxidativa que converte hexose-fosfatos em pentose-
fosfatos e uma fase ndo-oxidativa que converte pentose-fosfatos
novamente em hexose- fosfatos (ver quadro na parte superior da

FIGURA 2.8) "V,

Quando a xilose & a fonte de carbono, a entrada na Via
Pentose Fosfato se da através de D-xilulose-5-fosfato (etapa A da
FIGURA 2.8), resultante da fosforilagdo de D-xilulose catalisada
pela enzima D- xilulose quinase (reagdo 4 da FIGURA 2.8). Quando a
fase oxidativa da VPF estd operando num ciclo fechado, a entrada
ocorre através de D-ribulose-5-fosfato gerada pela decarboxilagao

de 6-fosfogluconato (etapa B da FIGURA 2.8)64%

O carbono deixa a VPF por 3 rotas possiveis: D-frutose-6-
fosfato e gliceraldeido-3-fosfato podem entrar na Via Embden-
Meyerhoff-Parnas (etapas C e D, respectivamente, da FIGURA 2.8);
D-ribose-5-fosfato pode ser usada para a sintese de nucleotideos
(etapa E da FIGURA 2.8) e através de D-eritrose-4-fosfato como
ponto de partida para a sintese de aminodcidos aromaticos (etapa F

da FIGURA 2.8) Y.

A regulacdo da fase oxidativa da VPF ocorre basicamente
através da regulagdo da atividade da enzima D-glucose-6-fosfato
desidrogenase, que catalisa a reagdo de oxidagdo de D-glucose-6-
fosfato a 6- fosfoglucono-3-lactona (reagdo 5 da FIGURA 2.8),
sendo esta subsequentemente hidrolisada a 6-fosfogluconato pela
enzima lactonase (reagdo 6 da FIGURA 2.8). Por causa da grande
quantidade de energia livre perdida nestas 2 reagdes, elas sao
praticamente irreversiveis e poderiam ocorrer até a conversdo
completa dos substratos em produtos, o que resultaria em grande
formagdo do cofator NADPH e favorecimento da permanéncia no ciclo
fechado da VPF. Entretanto, a enzima D-glucose-6- fosfato desidro-
genase & fortemente inibida pelo seu préprio produto NADPH, de
forma que a regulagdo desta etapa vai depender da quantidade de
NADPH presente, ou seja, se ele estiver sendo consumido em outra
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reacdo (como produgdo de xilitol ou de biomassa), a VPF permanece
operando praticamente como um ciclo fechado apenas para gerar
NADPH®Y,

A fase oxidativa da VPF fornece 2 moles de NADPH para cada
mol de CO2 liberado (reagdes 5 e 6 da FIGURA 2.8). Como a maioria
dos fungos e leveduras ndo possuem a enzima xilose isomerase, , o
cofator NADPH é& necessirio para a assimilagdo de D-xilose através
da enzima D-xilose redutase (reagdc 1 da FIGURA 2.8). Portanto,
pelo menos 1/10 do carbono deve ser oxidado a CO2 para fornecer

poder redutor.

J& o cofator NAD', necessario para a conversdo de xilitol em
xilulose (reagdo 2 da FIGURA 2.8), depende das reagdes que levam a
formacdo de etanol (ver quadro correspondente a via Embden-
Meyerhoff- Parnas) ou do ciclo do acido tricarboxilico na

. . . o . (70)
mitocéndria, sob presenga de oxigénilo

, para ser regenerado.

Apés a entrada na Via Embden-Meyerhoff-Parnas (quadro cen-
tral da FIGURA 2.8), a frutose-6-fosfato ou o
gliceraldeido-3-fosfato passam por uma série de etapas, gerando
NADH e ATP, até serem transformados em piruvato. Este pode ser
entio transformado em etanol, através dos ciclos do &acido tricar-
boxilico e do glioxalato ou diretamente, tendo acetaldeido como
intermediéario.

A regqulacdo do metabolismo da xilose em leveduras e fungos
estid intimamente relacionada com a quantidade de oxigénio
disponivel para o microrganismo. Os fundamentos bioquimicos ou
fisioldédgicos para este requerimento de oxigénio ndo sdao completa-
mente entendidos, mas podem estar relacionados tanto com o trans-
porte de pentose, com a via oxidativa/redutiva de assimilagdo de
D-xilose, com a regeneragdo de cofatores reduzidos ou com o forne-
cimento de ATP para crescimento através de fosforilagdo

S, 54
ox1dativa( )

Em uma grande variedade de espécies de leveduras, mas parti-
cularmente naquelas pertencentes aos géneros Candida, Hansenula,
Kluyveromyces, Metschnikowia, Pachysolen, Pichia e Torulopsis, a
aeracdo estimula a utilizagdo de aglGcar e mais ainda, nd3o ha
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utilizac3o sob condigdes anaerdbicas. Este fenémeno é& conhecido

como efeito Kluyver ou efeito Pasteur negativow‘%

Atualmente, a conversdo anaerdébica de D-xilose a etanol &
reconhecida para as leveduras Pachysolen tannophilus, Pichia
stipitis e Candida shehatae'?""31'42:43,68) | 15t0 se deve ao fato
destes microrganismos possuirem uma dupla especificidade de cofa-
tores para a enzima xilose-redutase, que apresenta atividade tanto

com o cofator NADPH como com o cofator NADH.

Para a maioria das leveduras, a enzima D-xilose redutase tem
como cofator exclusivamente o NADPH e a xilose & metabolizada
através desta enzima (reacdo 1 da FIGURA 2.8) e da enzima xilitol
desidrogenase dependente de NAD' (reagdo 2 da FIGURA 2.8). Como
consequéncia, a conversdo de xilose a xilulose leva a uma super-
produgdo de NADH que bloqueia a atividade metabdlica na auséncia

. . _(54)
de ox1génlo( .

No caso das 3 leveduras mencionadas acima, o cofator NADH
resultante da conversdo de xilitol a xilulose pode ser pelo menos
parcialmente utilizado como cofator na reagdo de redugédo de Xilose
a xilitol, ainda regenerando o cofator NAD+ para a reagdo seguin-
te, permitindo que, mesmo sob condigdes anaerdbicas, significati-
vas quantidades de xilulose sejam produzidas e consequentemente

68 L3 L3 (3 [ L]
(68)  Mesmo assim, como a afinidade e a ativi-

fermentadas a etanol
dade da enzima xilose redutase pelo cofator NADPH & muito maior do
que pelo cofator NADH, um pequeno suprimento de oxigénio é
necessidrio para estimular a eficiéncia e a produtividade de

etanolwﬂ.

2.3.2 - Influéncia da Temperatura na Producdo de Xjlitol

A afirmacgdo de Gong et glf”

xilose tende a ser convertida em xilitol foi confirmada experimen-
talmente no trabalho de chiang et glf"’ com levedura de
panificagdo, cultivada num meio contendo 120 g/1 de xilose e a
pH 4,0, conforme mostram os resultados da TABELA 2.5.

de que a baixas temperaturas a
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TABELA 2.5 - Influéncia da temperatura na produgdo de xilitol

. e (a1)
por S. cerevisiae .

T (°C) P (g/1)
30 11,0
35 8,0
37 7,7
40 7,6
45 4,2

Estes mesmos resultados, embora indiquem o aumento da
producdo de xilitol com a diminuigdo da temperatura, ndo esclare-
cem quanto a influéncia da temperatura na produtividade, cujos
valores devem se tornar ainda menores, j& que a temperaturas mais

baixas o metabolismo dos microrganismos se torna mais lento.

2.3.3 - Influéncia do pH do Meio de Cultivo
na Producdo de Xilitol

As informag¢des contidas na 1literatura consultada sobre o
efeito do pH em diferentes leveduras s3o apresentados na FIGU-
RA 2.9.

Embora Gong et glf“ tenham concluido que a formagdo de
xilitol & favorecida a altos valores de pH, a andlise da FIGU-
RA 2.9 permite verificar que o valor mais adequado para o pH é
antes de tudo uma caracteristica do microrganismo, pois mesmo
dentro de um mesmo género (Candida boidinii e Candida shehatae)
encontram-se valores 6timos do pH para a produgdo de xilitol
completamente diferentes.
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FIGURA 2.9 - Influéncia do pH na produgdo de xilitol

2.3.4 - Influéncia da Concentracdo Inicial de Substrato
na Producdo de Xilitol e de Biomassa

A maioria dos trabalhos voltados especificamente para a
produgdo de xilitol a partir de xilose dedicou uma parte de seus
estudos para verificar o efeito da concentragdo inicial de subs-
trato sobre a formagdo de xilitol® '€ Através da analise
da TABELA 2.6, & possivel constatar que :

- Para as menores concentracdes de xilose, os valores de rendimen-
to e produtividade em xilitol sdo os menores encontrados na
TABELA 2.6, para cada microrganismo. Por outro lado, esta mesma
situacdo corresponde aos maiores valores de rendimento em biomassa
encontrados na TABELA 2.6 para todos os microrganismo, indicando
que estes utilizam preferencialmente o ag¢lGcar para a produgdo de
massa celular, quando sujeitos a baixas concentragdes de
substrato.

- Em geral, os valores de rendimento e produtividade aumentam
continuamente com o aumento da concentragdo inicial de xilose
enquanto o rendimento em biomassa decresce, demonstrando a alta
sensibilidade do crescimento celular a altas concentragdes de
xilose. Esta tendéncia de aumento nos valores de rendimento e
produtividade s® & alterada quando se atinge um valor de concen-
tracdo de substrato suficientemente alto para causar inibig3o pelo
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substrato, conforme observado para C. boidinii com concentragao
inicial de xilose igual a 150 g/l e para C. tropicalis com concen-
tragdes iniciais de xilose acima de 200 g/1.

- A levedura altamente produtora de xilitol, Candida sp B-22, tem
um comportamento ligeiramente diferente do descrito anteriormente,
j& que os valores de rendimento e produtividade permanecem prati-
camente constantes com o aumento de concentragio inicial de xilo-
. se, embora se observe o correspondente decréscimo nos valores de

rendimento em biomassa.

TABELA 2.6 - Influéncia da concentragdo inicial de substrato (So)

na concentracdo final (P), no rendimento (Y1) e na produtividade
(Y2) de xilitol e no rendimento em biomassa (Yx/s).
Microrganismo So P Y1 Y2 Yx/s Ref.
e Classificagédo | (g/l) (g/1)| (g/g9) |(g/1lh) (g/9)
candida 50,0 17,9 0,42 0,25 0,772
boidinii 2201 100,0 37,1 0,46 0,26 0,521 (12)
150,0 16,8 0,21 0,12 0,47
10,0 2,9 0,29 0,18 0,26:
Candida 50,0 39,2 0,78 1,63 0,06
tropicalis 100,0 104,4 i,01 1,09 ND (19)
HXP2 (mutante) |200,0 140,0 0,70 1,17 ND
300,0 127,8 0,43 1,06 ND
81,0 68,0 0,84 1,13 0,10
Candida sp 140,0 115,0 0,88 1,37 0,08 (8)
B-22 216,0 180, 0 0,86 1,56 0,05
249,0 200,0 0,80 1,18 0,03
10,0 6,2 0,46 0,13 0,31
. 20,0 14,2 0,59 0,20 0,15
Ca?ﬁgf-mondii 50,0 30,9 0,59 0,19 0,09
gu 110,0 68,7 0,60 0,29 0,10 (62)
NRC 5578 150,0 110,3 0,70 0,46 0,04
200,0 151,7 0,71 0,52 0,03
300,0 221,0 0,75 0,54 0,02
1 - unidades de absorbancia (610nm)/g de xilose consumida

nado determinado
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2.3.5 - Influéncia da Composicio do Meio
pa Producdo de Xilitol

Vongsuvanlert & I_gni“z’ realizaram um estudo completo,
testando o efeito de 8 diferentes fontes de nitrogénio e 5 dife-

rentes nutrientes orgdnicos na produgdo de xilitol por cCandida
boidinii, concluindo que a melhor fonte de nitrogénio foi o aceta-
to de amdénio (FIGURA 2.10, VN3) e o melhor nutriente orgénico foi
o extrato de levedura (FIGURA 2.10, VO2).

(32)  estudou a influéncia da suplementagio do meio

Jeffries
contendo apenas extrato de levedura,com 3 fontes diferentes de
nitrogénio nos produtos resultantes do metabolismo da xilose em
Candida shehatae, observando que a maior concentragdo de xilitol
foi encontrada no meio contendo uréia (FIGURA 2.10, J1).

Também Slininger et Q;fsa)

diferentes fontes de nitrogénio nos produtos de fermentagdo da

verificaram a influéncia de 4

xilose por Pachysolen tannophilus, escolhendo o sulfato de aménio
como a melhor fonte de nitrogénio para a produgdao de xilitol
(FIGURA 2.10, S3).

Portanto, para microrganismos diferentes, foram também
encontrados nutritentes diferentes que favorecem a formagao de
xilitol, indicando que as necessidades de cada microrganismo sao
especificas.

Atkin et all!®?

investigaram a influéncia da presenga de

biotina (uma vitamina que muitas 1leveduras ndo sao capazes de
sintetizar) sobre as quantidades relativas de xilitol e etanol
acumuladas em cultivos aerébios, em batelada de P. tannophilus e
C. guillermondii. Constataram que para o primeiro microrganismo, a
concentragdo de ambos os produtos aumenta com o acréscimo na
concentragdo de biotina presente no meio, embora a produgado de
etanol seja sempre mais favorecida para qualquer concentragdo de
biotina (FIGURA 2.11a).
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¥YN1 - cloreto de aménio 0,5 X VO1 - malte 0,9 X

VN2 - sulfato de amdnio 0,5 X V02 - extrato de levedura 0,6X
VN3 - acetato de amdnio 0,5 X VO3 - levedura seca 0,9 X

YN4 - difosfato de aménio 0,5 X VO4 - peptona 0,9 X

VN5 - bicarbonato de aménio 0,5 X V05 - pollipeptona 1,2 X

¥N6 - nitrato de aménio 0,5 X

VN7 - formiato de aménio 0,5 X S1 - nitrato de potéssio 7,5 g/1

YNE - clitrato de amdnio 0,5 X 62 - cloreto de amdnio 7,5 g/1
$3 - sulfato de amdnio 7,5 g/1

J1 - uréla 1,06 g/l S4 - uréla 7,5 g/l

J2 - aménia 1,06 g/}

J3 - peptona 1,06 g/}

FIGURA 2.10 - Influéncia de diversas fontes de nitrogénio e de

nutrientes orgénicos na produgédo de xilito1l %35
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FIGURA 2.11 - Influéncia da adigdo de biotina sobre a produgéo de

etanol e de xilitol. a) P. tannophilus e b) C. guillermondii“au

Ja para C. guillermondii, a produgdo de etanol s6 & levemen-
te significativa para concentragdes de biotina menores que
0,1 ug/l e se torna minima para valores maiores da mesma. A
produgcdao de xilitol é& claramente favorecida neste microrganismo
para gualquer valor de concentracgao de biotina maior que 0,1 ug/l,
atingindo um valor méximo para a concentragao de biotina de apro-
ximadamente 0,25 ug/l (FIGURA 2.11b).
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2.3.6 - Influéncia da Concentracido Inicial de Células e
da Idade do Inbéculo na Formaclo do Xjlitol

O efeito da concentracdo inicial de células na produg8o de

xilitol por C. shehatae foi investigada por Sreenath et glfmw e

(71)

posteriormente por Sreenath & Jeffries .

No primeiro estudo, o efeito da idade do in6culo no rendi-
mento em produto e na produtividade também foi incluido e os
valores obtidos para diferentes concentragdes iniciais de células
podem ser analisados com o auxilio da FIGURA 2.12. Verifica-se que
para o indéculo cultivado por 24 ou 72 horas, o rendimento em
xilitol & favorecido para baixos valores de concentragdo celular,
enquanto que a produtividade cresce com o aumento da concentragao
celular, mostrando que iniciar a fermentagdo com altas
concentragdes celulares é uma forma de melhorar a

produtividade“”.

Outro dado importante sdo os bons resultados apresentados
nos ensaios com o indéculo cultivado por 72 horas e portanto cons-
tituido por células mais velhas, indicando que sistemas utilizando
células imobilizadas, que permitem altas densidades celulares, mas
com pouca renovagao, sao vidveis a principio. Por razdes néo
discutidas neste trabalho, as células provenientes do inéculo
cultivado por 48 horas apresentaram um comportamento bem diferen-
te, com valores 6timos para rendimento e produtividade para uma

concentracdo inicial de células de aproximadamente 3,6 g/1“’%

Na FIGURA 2.13 estdo representados os resultados do estudo
seqguinte, onde foram realizados ensaios em batelada num sistema
provido de uma membrana semipermedvel para reciclar as células do
fim de uma batelada, utilizando-as como inéculo para a batelada
seguinte. Observou-se um continuo aumento de rendimento e produti-
vidade com o aumento na concentragdo de células presentes nos

L] -~ L3 (71)
ensalos em segquencila .

35



0.25

’;0 0.2} (\

~

%] a

~ 045—//' ‘\\\\'_____———__._—=-<i::::

O

=

5] 0.1}

=

—

2 oosf

3]

e
o 1 ] I 1 1

0.5

£

—

~ 0.4}

o'4]

ca] 15

a 0.3

<

-

= 0.2}

H

E‘ I

= o1}k 1DADE DO INOCULO

8 ) - 24h —+ 48h - 72h

a st

[a W) 0 I " " " 1
0 2 4 6 8 B 1 12

CONCENTRAGAO CELULAR INICIAL (g/1)

FIGURA 2.12 -

no rendimento

Efeito da concentracgdo celular e da idade do inéculo

e na produtividade de xilitol para C. shehatae'®”’,

0.16

RENDIMENTO (g/9)

Q [=]
- -
IS
T

PRODUTIVIDADE (g/1h)
o o o
2 8 & = 5
1 T T T T

o
o
~N

A

- Yy (g/9)

—+ .Y, (g/m)

L

[=]

0 2

4

CONCENTRACAO INICIAL DE CELULAS (g/!)

FIGURA 2.13 - Efeito do aumento da concentragao inicial de células
(71)

no rendimento e na produtividade de xilitol para C. shehatae .
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outro aspecto abordado nos trabalhos sobre a produgido de
xilitol por leveduras & se a sua formagdo esta ou nio associada ao
crescimento celular ou, em outras palavras, se o xilitol deve ser

considerado um produto primdrio ou secundério do metabolismo da

(63)
xilose nas leveduras .

Segundo Atkin et g;f“) a formagdo de etanol e xilitol a
partir de xilose em varias leveduras parece estar associada com a
limitagcdo do crescimento, o que significa que o acGmulo mais
significativo destes produtos acontece nos Gltimos estagios de
crescimento das culturas. Nas pesquisas desenvovidas pelo grupo de
Atkin, este tipo de relagédo entre o acGmulo de produtos e o cres-
cimento celular foi constatado para C. guillermondii (FIGURA 2.13)
e para P. tannophilus (resultados ndo mostrados).
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Por outro 1lado, Furlan et glf%)

concentracdo de xilitol e de massa celular de Candida parapsilosis

examinaram a variagd3o da

como funcdo da taxa de diluigcdo em ensaios continuos, sendo
possivel visualizar através da FIGURA 2.15 que O crescimento e a
producdo estdo associados. Segundo os autores, isto se justifica
pelo fato de a formagdoc de xilitol ser apenas uma consequéncia de
uma via metab6lica, que tem como principal fungdo assimilar xilose
para gerar energia a ser utilizada pelas células para manutengio e

reprodugao.

A partir dos trabalhos comentados acima & possivel perceber
que existe controvérsia sobre a associagdo ou ndo entre crescimen-
to e formacdo de xilitol, e também ndo estad clara a validade de
generalizar um tipo de comportamento observado em uma levedura
para outras, mesmo que pertencentes a um mesmo género. Convém
ainda destacar que o estudo detalhado deste assunto & fundamental
para a escolha do processo de produgdo de xilitol mais adequado a
um determinado microrganismo, j& que para a formagdo associada um
minimo de crescimento & requerido e para a ndo associada, & neces-

sario apenas uma grande concentragdo inicial de células.

2.3.7 - Influéncia da Aeracdo na Assimilacdo de Xilose e
Producdo de Xilitol

A aeragao é& um aspecto fundamental de qualquer processo
utilizando leveduras, pois o oxigénio & necessério para a sintese
de &cidos graxos insaturados, importantes na formagdo das membra-
nas. Além disso, as leveduras cultivadas em xilose requerem
oxigénio para reciclar o cofator NADH, cujo actmulo leva a inter-
rupgdo na assimilagdo da xilose®".

Embora o xilitol seja o principal produto do metabolismo da
xilose em leveduras, outros produtos como etanol, biomassa, géas
carbdnico e acido acético também podem ser formados e a quantidade
de xilose que serd convertida em xilitol ou em outros produtos
depende principalmente do nivel de aeragdo no meio. Este nivel de
aeracdo pode ser tratado de maneira mais genérica, como nos traba-
lhos relacionados na TABELA 2.7 ou através de critérios mais
precisos para expressar as condi¢gdes de aeragdo como taxa de

38



aeracio, porcentagem de oxigénio dissolvido, potencial redox etc,
que serfo encontrados na andlise das FIGURAS 2.16 a 2.19.

TABELA 2.7 - Formagdo de xilitol em diversas leveduras sob
diferentes condig¢des de aeragao.

Microrg. |Conc. de xilitol (g/l) em diferentes cond. de aeragéo

e Ref.
Classif. Anaerébico Microaerbéfilo Semiaerdbico|Aerébico

ou 02 limitado

C.parapsi 29,6 S R 33,2 3
losig, 44
C. M?ggi‘ 10,4 — —_— 29,2 3
C.Iusita- 6,1 19,6
niaez6287 E—
C-b1?g§§§ 9,2 —_— —_— 18,2
C.tropica 17,2 S - 28,0 3
1lis 20240 ’
C.tropica 231
1lis 20215 6,4 ’
c. utilis 12,0 p—— p— 12,8 3
C.s@eato- 8,4 1,3 3
1Yt1?§824
C.solani 14,4 —— —_— 2,6
S.uvgg%gg 4,4 —_ —_— 21,0
s:cerevi— 5,2 _ PE— 6,8 3
sl1aez26497
P. tanno-
PhY1¥S, .o _— 84,7 _ 35,7 53
C. sheha- 18,0 2,0 - 51
tae 4492
C.troplca 5,0 29,2 - 25,4 10
lis 32113 ’ i

Analisando a TABELA 2.7 com respeito aos dados de Gong et
g;fm, pode-se observar que a sensibilidade ao oxigénio varia de
um microrganismo para outro, mas em geral, para oOs bons produtores
de xilitol (leveduras do género Candida), as condigdes aerbbicas
levam a melhores rendimentos do gque as anaerdbicas. Por outro

lado, pelos dados de Slininger et g;fsm, du Preez & Van der

Waltwl) e Vogel & Hagerdal“on nota-se que as condigoes
nmicroaeréfilas ou de oxigénio limitado sdo ainda mais favoraveis a
produgdo de xilitol do que aquelas onde ha um excesso de oxigénio.

Como pode ser visto nas FIGURAS 2.17, 2.18, 2.19 e especial-
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mente na FIGURA 2.16, o consumo de xilose & sempre mais direciona-
do para o crescimento do gue para a formagdo de produto a medida
que a disponibilidade de oxigénio aumenta. Este fato pode ser
explicado pelo metabolismo da xilose nas leveduras : uma quanti-
dade limitada de oxigénio & necessaria para a formagdo de xilitol,
entretanto um excesso do mesmo ativa o Ciclo dos Acidos
Tricarboxilicos, levando a regenerag¢do do cofator NAD', necesséario
para a transformagdo de xilitol em xilulose. A xilulose formada é
entio degradada através da Via Pentose-Fosfato e da Via Embden-
Meyerhof-Parmas e assim, a acumulagido de xilitol cai com o aumento
do oxigénio disponivel. Por isso, muitos pesquisadores se referem
a um mecanismo de "ajuste fino" gquando interpretam o efeito do
oxigénio na regulagdo do metabolismo da xilose em leveduras‘®’.
Todavia, a gquantidade 6tima de oxigénio necessaria para
favorecer a produgdo de xilitol e minimizar a formagdo de outros
produtos fermentativos, depende muito do microrganismo. Na FIGU-
RA 2.17, para Candida sp esta quantidade étima corresponde a uma

(11)

taxa de consumo de oxigénio inferior a 5 mmol/lh e ja para P.

tannophilus (FIGURA 2.18), corresponde a uma vazao de ar de apro-
ximadamente 0,1 l/lh“”. Entretanto, para ambos os casos estas

condicdes também sdo favoraveis & formacdo de etanol.
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concluindo a discussdo da influéncia da aeragdo, na FIGU-
RA 2.19a & mostrado o efeito do potencial redox nos parémetros fer
mentativos do cultivo de células de P. tannophilus em xilose.
Foram realizados experimentos mantendo o potencial redox constante
em 3 niveis (170, 200 e 240 mV), resultando em um aumento no
rendimento em biomassa e uma diminuig¢do do rendimento em produto
com o aumento do potencial redox, que & de certa forma equivalente
a um aumento do oxigénio dissolvido no meio. Do mesmo modo, o
aumento da taxa de aeragdo (FIGURA 2.19b) contribui para o aumento
do potencial redox, do coeficiente volumétrico de transferéncia de.
oxigénio (kla)' o que significa menor resisténcia a transferéncia
de massa e maior facilidade para o microrganismo ter acesso ao
oxigénio, tendo como consequéncia a diminuigdo no rendimento de

produtowm.

2.3.8 - Procedimentos Alternativos Aplicados &
Producdo de Xilitol por Microrganismos

Ao se adquirir conhecimentos sobre as influéncias das
condigdes do processo na produgdo de xilitol, criam-se condigdes
para interferir na mesma, visando aumentar a produtividade e o
rendimento. Com o mesmo objetivo, alguns pesquisadores buscaram
outros caminhos, como a mutag3do de microrganismos e a adigdo de
substéncias ou enzimas ao meio de fermentagdo, procurando estimu-
lar a formagdo de xilitol. Alguns destes trabalhos sdo resumidos a
seguir.

a) Utilizag3o de microrganismos mutantes

Submetendo a linhagem-m3e A& radiagdo ultravioleta e em
sequida a uma técnica de isolamento de colénias, Gong et glf”)
selecionaram dois mutantes de C. tropicalis HPX1 e HPX2, que
praticamente dobraram a produtividade e o rendimento em relagdo
aos obtidos pela 1linhagem-mie, conforme pode ser visto na

TABELA 2.4.
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b) Adicdo de metanol

12 s , y 2 e
(120 ytilizaram candida boidinii (uma

Vongsuvanlert & Tani
levedura capaz de assimilar metanol) e adicionaram metanol ao meio
de fermentagdo com a intengdo de auxiliar a regenerag¢ido dos cofa-
tores necessarios para a redugdo da xilose, partindo das seguintes
informagdes sobre esta levedura:

- possui a enzima &lcool desidrogenase, responsavel pela conversao

do metanol em formaldeido através da reagdo:

NaD" NADH,

CH3OH < \ / > CHZO

dlcool desidrogenase

- ao contrario da maioria das leveduras, em C. boidinii a enzima
xilose-redutase é dependente do cofator NADH e nao do cofator
NADPH.

(12
Os autores )

concluiram que o sistema de regeneragdo do
cofator NADH através da reagdo de conversdo de metanol a
formaldeido funcionou eficientemente quando foi adicionado 2% de
metanol ao meio, levando a um rendimento de 0,57 g/g e a uma
produtividade de xilitol de 0,4 g/lh. Os valores para o ensaio
em branco, sem a adigdo de metanol, foram respectivamente 0,46 g/g
e 0,25 g/lh .

c) Utilizagdo do sistema de oxi-redugdo de Methanobacterium
Partindo do mesmo principio que Vongsuvanlert & Iggiua, ou

seja, melhorar a transformagdo de xilose em xilitol facilitando a

reciclagem dos cofatores enzimdticos envolvidos, Kitpreechavanich

3 . . s 1
et g;fl) e posteriormente Nishio et g;f"

desenvolveram sistemas
sofisticados, associando enzimas e células de Candida pelliculosa
e Methanobacterium sp. HU.

13 oxami-

c.1l) No primeiro estudo, Kitpreechavanich et al.
naram a convers3o enzimatica de xilose a xilitol através de duas
possibilidades:

I- utilizando a enzima xilose redutase (extraida das células de C.
pelliculosa), células metanogénicas e Hz como doador de elétrons

para regenerar o NADP’
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II- utilizando células intactas de C. pelliculosa, células metano-
génicas e H2 como doador de elétrons.

Os resultados relatados indicam que em ambos os casos foram
conseqguidas conversdes integrais da xilose em xilitol em apenas 8
horas (I) ou em 24 horas (II).

c.2) J& no trabalho desenvolvido por Nishio et g;f“), a
conversdo enzimdtica de xilose em xilitol foi estudada em sistemas
continuos ou em batelada, contendo células de C. pelliculosa e
células de Methanobacterium sp HU imobilizadas separadamente ou
co-imobilizadas e tendo H, como doador de elétrons.

Os resultados obtidos nos ensaios em batelada com o sistema
co-imobilizado foram superiores, pois em quaisquer proporgdes de
células de C. pelliculosa para células de Methanobacterium, toda a
xilose era convertida em xilitol apds 50 horas de reagao, enquanto
gque somente a proporgdo 2:1 chegou a esta conversao no sistema

contendo células imobilizadas separadamente.

Para os ensaios continuos, as células imobilizadas separada-
mente ou co-imobilizadas foram carregadas numa coluna que operou
continuamente durante 16 dias, sendo que para as células co-
imobilizadas o sistema se estabilizou num patamar de 35 % de
conversdo. N3o se observou estabilizagdo no ensaio com células
imobilizadas separadamente, sendo que a conversdo caiu gradativa-

mente ao longo do tempo.

c.3) oOutra técnica, elaborada por Kitpreechavanich et

(57), para a regeneragdo e retengdo in situ dos cofatores NADP'

al.
e NZADPHZ, consistiu na utilizagdo de um reator contendo uma mem-
brana de polisulfona sulfonatada e na utilizagdo da enzima xilose
redutase de C. pelliculosa associada ao sistema de oxiredugdo de
Methanobacterium sp. HU, para a redugdo de xilose a xilitol na
presenca do ga4s hidrogénio. A membrana efetivamente impediu a
passagem dos cofatores, de I‘-“20 e das enzimas requeridas, mas se
mostrou permeidvel ao xilitol, resultando em uma conversdo de 93 %
de xilose em xilitol apés 4 horas de reagio.
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d) Aclimatizagdo de levedura ao hidrolisado de hemicelulose

Chen & Gongw)

conseguiram aclimatizar a levedura Candida sp
B-22 ao hidrolisado de bagago de cana-de-aglicar neutralizado, mas
sem tratamento de purificagéo, adotando uma técnica de
adaptagdo-selegdo continua.

Os resultados relatados pelos autores indicam que a levedura
mostrou-se capaz de superar os efeitos inibidores das substancias
téxicas presentes e ainda manteve sua capacidade produtiva, apre-
sentando um rendimento de 90 % e uma produtividade de 0,99 g/lh. A
fermentagdo de um hidrolisado sem diluigdo contendo 105,3 g/l de
xilose, resultou na produgdo de 94,7 g/l de xilitol apdés 96 horas

de cultivo.

2.4 - APLICAGCAO DE METODOS DE PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
NA OTIMIZAGAO DE PROCESSOS

Geralmente, os processos fermentativos envolvem muitas
varidveis. Quando o nimero destas & muito grande, torna-se prati-
camente inviavel realizar todos os experimentos necessdrios para
estudar a influéncia de todas as variaveis pelos métodos tradi-
cionais. Entretanto, escolhendo um método de planejamento adequado
(como o fatorial fraciondrio), & possivel programar oS experimen-
tos para estudar um grande nGmero de varidveis de maneira com-
pactada e entdo selecionar aquelas que realmente sé&o importantes

para estudos mais detalhados.

A decisdo de adotar um método de planejamento experimental
para a realizagdo de um estudo envolvendo muitas variaveis, pos-
sibilita o planejamento e execugdo de forma orgahizada de unm
nGmero de ensaios reduzidos ao minimo necessirio. Permite ainda a
verificagio dos efeitos individuais e de interagdo de todas as
variiveis sobre a resposta, a definig3o das varidveis mais impor-
tantes para o processo, a avaliagdo dos erros experimentais e de
regressdo e a modelagem empirica dos resultados em fun¢do das
varidveis escolhidas, através de programas estatisticos de

(15)
regressdo .
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£ importante ressaltar, entretanto que, por mais sofistica-
das que sejam as teorias matemdticas ou estatisticas envolvidas
num método de planejamento experimental, estas ndo poden substi-
tuir medidas experimentais precisas e exatas, o bom senso e O

conhecimento sobre o problema em estudo.

Os métodos de planejamento experimental mais conhecidos séao
o simplex, o planejamento fatorial e o método de andlise por
superficie de resposta. O método simplex e suas derivagdes séao
mais adequados para ensaios rapidos, ja que a especificagdo das
condicdes nas quais deve ser realizado o ensaio seguinte depende

. . 15
da resposta do ensaio anterior*®.

O método de planejamento experimental por andlise de
superficie de resposta tem como base o método de planejamento
fatorial. Consiste num grupo de técnicas usadas para o estudo
empirico das relagdes entre uma ou mais respostas medidas analiti-
camente (como rendimento, produtividade, taxa de transferéncia de
oxigénio etc) e um nimero de varidveis de entrada que possam ser
cohtroladas (como temperatura, concentragdo, pH, etc) . Estas
técnicas s3o usadas para resolver principalmente as seguintes
questodes:

- Como uma resposta particular & afetada sobre uma regido de
interesse por um dado conjunto de varidveis de entrada;

- Quais conjuntos de variiveis de entrada resultardo num produto
dentro das especificagdes desejadas;

- Quais os valores das varidveis de entrada que levardao ao melhor
valor para uma resposta especifica e como é& a superficie de res-

posta préxima a este ponto“sh

Para realizar um estudo pelo método de andlise de superficie
de resposta, inicia-se programando os ensaios que devem ser feitos
através de um planejamento fatorial, que consiste em selecionar um
nGmero fixo de niveis para cada uma das varidveis de entrada e
entdo executar experimentos com todas as possiveis combinagdes.
Como se deseja reduzir o nGmero de ensaios ao minimo possivel, um
planejamento fatorial com 2 niveis (nivel -1 e nivel +1) para cada
varidvel & especialmente eficiente. Se "n" varidveis estdo envol-
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vidas no estudo de um determinado sistema, o namero de experimen-
tos que devem ser realizados para investigar todas as combinagdes
possiveis & portanto 2" . Acrescentam-se ainda ensaios em tripli-
cata realizados nas condigdes correspondentes as intermediarias
entre as dos 2 niveis atribuidos a cada varidvel (nivel 0 ou ponto
central do planejamento) com o objetivo de estimar o erro experi-
mental associado aos ensaios'®.

Neste ponto, pode-se considerar encerrado o método de plane-
jamento fatorial. Com os dados obtidos apbs a execugio dos ensaios
& possivel calcular os efeitos simples e de interagcdao das
varisdveis sobre as respostas, determinar quais sdo os efeitos mais
significativos, comparando o valor do efeito com o do erro experi-
mental estimado, e até ajustar um modelo de 1> ordem para correla-

. . . (1s)
cionar vari&veis e respostas .

"caso se deseje explorar outras condigbdes experimentais néo
previstas pelo planejamento fatorial ou se o modelo de 12 ordem
proposto ndo estiver bem correlacionado com os dados experimen-
tais, & necessério recorrer ao método de analise de superficie de

15)
resposta( .

Para avaliar se os modelos empiricos obtidos através de
regressdo multilinear ou ndo linear apresentam um grau de ajuste
adequado aos dados experimentais, Box, Hunter & Hunter'® sugerem
que seja feita uma analise estatistica, utilizando como parametros
o coeficiente de correlacdo da regressdo e principalmente, o valor
estimado para o teste F.

O coeficiente de correlacdo & um parametro estatistico que
compara a varidncia dos pontos experimentais em relagdo ao modelo
proposto, com a varidncia da prépria populagdc de pontos experi-
mentais. Quando o valor do coeficiente & 1, a correlagao entre os
valores previstos pelo modelo e os valores experimentais & perfei-
ta. Quando este valor & zero, ndo existe correlagdo. A analise dos
valores intermedidrios ndo pode ser expresso de forma tdo simples,
mas em termos qualitativos, quanto mais préximo da unidade estiver
o valor do coeficiente de correlagdo, melhor serd o ajuste do
modelo aos dados experimentais“sx

Através da realizagdo do teste F, ou seja, comparando o
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valor estimado para F a partir dos dados experimentais com o valor
tabelado para uma distribuicdo de referéncia, & possivel verificar
a relevancia estatistica dos fatores experimentais no valor das
respostas. O fundamento do teste F consiste em verificar se a
hipétese nula & valida, ou, em outras palavras, se as modificagdes
introduzidas nas condig¢des experimentais ndo tiveram nenhum efeito
nos resultados obtidos. Neste caso, a variag8o nos valores dos
resultados foi devida exclusivamente a fatores aleaté6rios. Assim,
consultando uma distribuicdo de referéncia relevante para o siste-
ma em estudo, se as variagdes nas respostas observadas experimen-
talmente apresentarem alta probabilidade de pertencerem a esta
distribuigdo, ndo h& razdo para questionar a hipbtese nula. Entéo,
pode-se afirmar que ndo foi encontrada nenhuma diferenga estatis-
ticamente significativaush

Por outro lado, se as variagdes observadas experimentalmente
nas respostas forem muito grandes, a probabilidade de ocorrerem
naturalmente na distribuicio de referéncia serd muito pequena.
Neste caso, pode-se afirmar que uma diferenga estatisticamente
significativa foi encontrada e os dados experimentais sdo repre-
sentados pelo modelo proposto com um alto nivel de confianga.

A FIGURA 2.20 representa esquematicamente as etapas
necessarias para o planejamento de ensaios pelo método de andlise
por superficie de resposta e a manipulagdo dos resultados obtidos.

2.4.1 - Exemplos de Aplicacdo de Métodos de Planejamento
Experimental na Otimizacdo de Processos Fermentativos

a) Estudo da utilizagdo de xilose em um cultivo de Candida
shehatae

Jeffries®® empregou um planejamento fatorial maltiplo
variante para examinar os efeitos da aeragdo e da concentragao de
agGcar nas produtividades especificas e nos rendimentos
especificos de etanol, xilitol e glicerol para Candida shehatae.
Neste planejamento, foram escolhidos 11 diferentes valores para a
taxa de aeragcdo e 3 para a concentragdo de agacar, levando a
realizagdo de 11 experimentos, todos feitos em triplicata, distri-

buidos conforme esté& representado na FIGURA 2.21.
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FIGURA 2.20

- Fluxograma de execugdo e exemplo de aplicagdo do

método de andlise por superficie de resposta.
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VELOCIDADE DE
AGITACAO (rpm)

FIGURA 2.21 - Distribuigdo das condigdes experimentais empregadas

. . . 32
por Jeffries nos 11 ensalos reallzados( ',

Na TABELA 2.8, estdo representados os valores de rendimento
(Y1) e produtividade (Y2) de xilitol obtidos em cada ensaio pre-

visto pelo planejamento proposto.

Fm todos os ensaios foram utilizados frascos de 125 ml, a

temperatura foi 32 °c e o pH inicial foi ajustado para 4,5.

As observac¢des gerais que podem ser extraidas da TABELA 2.8
sao:
- para condigbes aerdbicas (100 rpm e 37,5 ml), o rendimento e a
produtividade sofrem um maior efeito da concentragdo inicial de
substrato, caindo drasticamente a medida que esta diminui;
- para condigdes semi-anaerdbicas (100 rpm e 67,5 ml), o efeito da
concentracdo inicial de xilose no rendimento e na produtividade
nio & tdo significativo;
- para altas concentracgdes iniciais de substrato, o rendimento
guase nao se altera com O aumento da aeracdo, mas a produtividade
aumenta;
- para valores intermediarios de concentracdo inicial de xilose, o
rendimento e a produtividade diminuem para condi¢des muito aeradas
(150 rpm e 37,5 ml), mas a produtividade aumenta para condigdes de

aeracido baixas e intermediérias.

51



TABELA 2.8 - Condicdes experimentais e respostas do planejamento

experimental mGltiplo variante empregado por Qeff:igs“zh

Ensaio | So (g/1) | N (rpm) | Vmeio (ml) | Y1 (g/g)| Y2 (g/1h)
A 90,0 100 75,0 0,13 0,08
B 90,0 50 67,5 0,06 0,04
c 120,0 100 67,5 0,11 0,07
D 90,0 150 67,5 0,23 0,39
E 60,0 100 67,5 0,11 0,11
F 90,0 100 50,0 0,13 0,20
G 90,0 50 37,5 0,06 0,05
H 120,0 100 37,5 0,13 0,25
I 90,0 150 37,5 0,10 0,23
J 60,0 100 37,5 0,03 0,04
K 90,0 100 25,0 — 0,16
So - concentrac8o inictal de xilose Vmeio - volume de meio
N - velocidade de agitacéao Y1 - rendimento
Y - produtividade

(32) g . - .
verificou a existéncia de

Como conclusdo geral, Jeffries
interacdo entre a concentragdo inicial de substrato e a aeragao.
Os valores das condicdes experimentais correspondentes ao ensaio D

tornam madximas ambas as respostas.

b) otimizagcdo da produgdo de &cido itacénico a partir de xilose
por Aspergillus terreus TKK 200-5-2 imobilizado

A otimizacdo da producdo de acido itacénico em fermentagodes
repetitivas em batelada ou fermentagdes continuas em coluna foi
proposta por Kautola“gn empregando um planejamento experimental
53
estrela e quatro ou seis repetigdes no ponto central. O namero

com 3 variaveis independentes, seis pontos na configuragéao
total de experimentos nas fermentagdes repetitivas em batelada foi

20 e as concentracdes de xilose e nitrato de aménio e o pH inicial

foram as variaveis independentes escolhidas. Para as fermentagdes
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continuas em coluna empacotada com células imobilizadas, o nGmero
total de experimentos foi 18 e as variidveis independentes foram a
concentracdo de xilose, a taxa de aeragdo e o tempo de residéncia.
O pacote "Statistical Package for the Social Sciences, SSPsS" foi
usado para calcular os polinémios de segundo grau para estimar a
concentracgdo de &cido itacdnico em ambos os sistemas (Y e Yz)’

como as respostas (varidveis dependentes) escolhidas.

Os valores codificados, os valores reais atribuidos a cada
varidvel e a matriz do planejamento experimental, mostrando as
condigdes nas quais os ensaios foram realizados e as respectivas
respostas obtidas, estio representados na TABELA 2.9 e
TABELA 2.10, respectivamente.

As concentracgdes de acido itacoénico atingidas para as diver-
sas fermentagdes repetitivas em batelada foram correlacionadas com
as condigdes experimentais, resultando em um modelo onde Y é uma
funcdo da concentragdo de Xilose (X"), da concentragdo de nitrato
de aménio (X, ) e do pH inicial (X_) (EQUAGAO 1).

EQUAGAO 1

Y = - 5,07275 + 0,199235X - 1,96171X + 3,41779X
1 1r 2r 3r
+ 0,07941X  X__ - 0,064087X X - 0,441386X X
ir 2r ir 3r 2r 3r

- 0,0003154X> + 0,079762X> - 0,396252X"
ir 2r 3r

Coeficiente de correlagdo mGltiplo (R) = 0,73

As respostas representadas por linhas de contorno na FIGU-
RA 2.22 mostram que, na regido investigada, as melhores condigdes
para produgdo de acido itacénico em alta concentragdo correspondem
a baixas concentragdes de nitrato, altas concentragdes de xilose e
valor de pH inicial 6timo de aproximadamente 2,5.
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TABELA 2.9 - Valores reais e codificados atribuidos as variaveis

no planejamento experimental empregado por Kaugolawgn

Valores
Codificados -Q -1 0 +1 +a
(x)
Valores Reais
X, (%) 5,00 7,52 12,50 17,42 20,00
ch (%) 5,00 7,20 12,50 17,80 20,00
X, (%) 0,05 0,16 0,38 0,59 0,70
)(2c (vvn) 0,00 0,23 0,80 1,35 1,60
X3r 2,25 2,51 3,00 3,49 3,75
X, (h) 24,00 52,20 120,00 187,80 216,00
X e X = concentracao de xilose
ir ic
er = concentracao de nitrato de amdnio / X2c= taxa de aeracédo

X
3r

o(r)= 1,525 [/ 0O(c)= 1,415
r - fermentatacio repetitiva em batelada

pH inicilal / X3c = tempo de residéncia

¢ - fermentacido em blorreator continuo.

Os resultados obtidos nos experimentos em bateladas repeti-
tivas foram usados na otimizacdo da produgdo de acido itacénico em
colunas continuas de células empacotadas. A EQUAGAO 2 da a concen-
tracdo de &cido itacdnico (Yz) como funcdo da concentragdao de
xilose, da taxa de aeracdo e do tempo de residéncia.

EQUAGAO 2

Y = 4,57796 - 1,82655X + 0,11518X + 0,04882X
2 lc 2c 3¢
- 0,00347X_ X + 0,00146X_ X - 0,00013X_ X
1c 2c 1¢c 3c 2c 3c

+ 0,08061X2 - 0,00042X° - 0,00018X>
1c 2c 3c

Coeficiente maltiplo de correlagao = 0,9
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TABELA 2.10 - Matriz do Planejamento Experimental empregado por
(69)

Kautola .
Valores codificados Resultados
Ensalo x1 x2 x3 Y1 Y2

1 -1 -1 ~1 0,908 0,335
2 1 -1 -1 1,660 0,199
3 -1 1 -1 0,175 0,203
4 1 1l -1 0,929 0,489
S -1 -1 1 1,355 0,264
6 1 -1 1 0,099 2,579
7 -1 1 1 1,152 6,548
8 1 1 1 0,569 0,636
9 -a 0 0 1,130 6,206
10 (04 0 0 0,585 7,984
11 0 - 0 1,670 0,278
12 0 o 0 0,252 0,161
13 0 0 - 0,061 0,287
14 0 0 o 1,247 1,475
15 0 0 0 0,917 0,937
16 0 0 0 0,600 0,757
17 (4] 0 0 0,789 1,795
18 0 0 0 0,816 1,123
19 0 0 0 1,020
20 0 0 0 1,324

Com base na EQUACAO 2, a FIGURA 2.23 mostra que as condigdes
6timas de taxa de aeracao e tempo de residéncia para a produgdo de
dcido itacénico foram aproximadamente 0,6 vvm e 160 h com 12,5 %
de xilose, enquanto que a maior concentragdo de &cido itacénico
(8,1 g/1) foi atingida com a maior concentracéo de xilose investi-
gada (20 %), quando a taxa de aeragdo foi de 0,6 V/V min e o tempo
de residéncia de 160 h. A concentragdo de &acido itacénico mencio-
nada acima também foi a maxima (8,0 g/l) obtida experimentalmente
nas condig¢des do ENSAIO 10 (TABELA 2.10).

(69) - ~ L4 -
nio faz nemhuma referéncia ao calculo do erro

Kautola
experimental através dos ensaios repetidos no ponto central, nem a
utilizagdo deste ou de outro critério para selecionar quais os
parametros mais significativos e verificar quais as variaveis mais
importantes. Tampouco discute o ajuste do modelo resultante da
regressdo aos dados experimentais, apresentando apenas o valor do

coeficiente miltiplo de correlagao.
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FIGURA 2.22 - Variagdo da pro- FIGURA 2.23 - Variagdo da pro-
dugdo de &acido itacdnico com a ducdo de acido itacénico com a
concentracdo de xilose, o pH e taxa de aeragdo, a concentra-
conceptfaqao de nitrato de a- ¢do de x%lose e o tempo de re-
mdénio sidéncia
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3 - MATERIAL E METODOS

Para a execugdo deste trabalho, os experimentos foram agru-
pados em 2 etapas consecutivas, iniciando-se pelos Ensaios Preli-
minares e seguindo-se entao pafa os ensaios requeridos pelo método
de planejamento experimental por anidlise de superficie de

resposta.

O papel desempenhado por cada uma destas etapas estd repre-
sentado na FIGURA 3.1, enquanto que a descricdo detalhada do
procedimento experimental adotado nas mesmas, dos métodos de
analise empregados e a relagao dos equipamentos, reagentes e
material utilizados & apresentada nos itens subsequentes.

3.1 - ENSAIOS PRELIMINARES

A etapa de Ensaios Preliminares teve como objetivos:
- selecionar uma espécie de levedura com boa producéo de xilitol;
- escolher a composig¢do do meio de fermentagéao mais adequada;
- desenvolver um procedimento para a preparagdao de um inbculo

apropriado ao processo fermentativo da xilose.

Um esquema representando os ensaios realizados nesta etapa e

sua sequéncia é mostrado na FIGURA 3.2.

Para todos os ensaios desta etapa preliminar, as culturas
foram mantidas em tubos estoques contendo &gar de batata dextrosa-
do em superficie inclinada, e recobertas por vaselina 1liquida

estéril para evitar o ressecamento.
Segue-se a relagdo dos microrganismos e composigdo dos meilios

utilizados para a realizagdo destes estudos e a descrigdo de

ensaios tipicos.
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- compos. do meio de ferm.
Linhagens Informagcdbes da - condicoes de cultivo
disponivelis li{teratura sobre
- preparagao do Inéculo
ENSAIOS
PRELIMINARES
linhagem meio preparacdo do
selecionada seleclio- tnéculo definida
nado
ENSATOS PROGRAMADOS PELO < varidveis
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL escolhidas
Resultados

MODELAGEM MATEMATICA
E
ANALISE ESTATISTICA

Modelos de 12 ou 22 ordem

PROGRAMAS
GRAFICOS

Representacgdo Grafica:
- Linhas de contorno
- Superficie de resposta

FIGURA 3.1 - Representacdo esquemdtica das etapas executadas para
a otimizacdo da producgdo de xilitol em fermentagdo em batelada.

3.1.1. - Selecdo da linhagem produtora

Neste estudo pretendeu-se verificar a capacidade de assimi-
lagdo de xilose e produgao de xilitol por algumas culturas de
leveduras obtidas de colegdes de microrganismos de instituigdes

nacionais, cujas espécies sdo as recomendadas na literatura
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consultada.
a) Microrganismos

Foram testadas 18 leveduras de diferentes géneros e
espécies, relacionadas abaixo :
S. cerevisiae ICBiotech, Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045,
Saccharomyces cerevisiae 1Z 888, XKluyveromyces fragilis 8635,
Ccandida wutilis 1IZ 1840, Saccharomyces cerevisiae IZ 1940,
Saccharomyces cerevisiae IZ 765, Candida tropicalis 1IZ 1824,
Ccandida tropicalis 1I1Z 1958, Candida parapsilosis 1z 1710,
Saccharomyces uvarum IZ 185, Saccharomyces uvarum 1Z 233, Candida
parapsilosis IAL 28, Candida parapsilosis IAL 11, Candida sp.
DM-FIOCRUZ 2877, Candida sp. DM-FIOCRUZ 3585, Candida parapsilosis
DM-FIOCRUZ 2882, Candida parapsilosis DM-FIOCRUZ 778.

b) Composigdo dos meios de crescimento do inéculo e de fermentagdo
Os meios empregados neste estudo sdo os comumente utilizados

para o cultivo de leveduras no Laboratério de Bioengenharia da
Faculdade de Engenharia de Alimentos - UNICAMP.

Composigdo do meio de Composi¢do do meio de
crescimento do indéculo fermentagdo
Glicose 20,0 g/1 Xilose 20,0 g/1
Extrato de levedura 5,0 g/l Extrato de levedura 1,0 g/l
KH_PO, 5,0 g/l KH_PO, 1,0 g/1
NH C1 1,5 g/1 (NH,) SO, 3,5 g/l
Kcl 1,2 g/l MgSo,.7H,0 1,0 g/1
MgSo, . 7H,0 0,7 g/l

pH inicial = 5,0 pH inicial = 6,0

Para ambos os meios, os sais e os agGcares foram

esterilizados juntos.
c) Descrigdo de um ensaio tipico

O inéculo foi preparado transferindo-se uma algada do
microrganismo escolhido, retirada assepticamente de um tubo esto-
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que cultivado por 24 horas, para um frasco de 100 ml contendo
20 ml de meio de crescimento de inéculo. Apés 30 horas de
incubacdo a 30 °C e 200 rpm, o inéculo foi transferido integral-
mente para um erlenmeyer aletado de 500 ml com 200 ml de meio.
Neste instante, coletou-se a primeira amostra correspondente ao
instante t = 0 h. Os frascos inoculados com diferentes microrga-
nismos foram colocados em cdmara incubadora com mesa rotativa a
30 °C e 150 rpm e outras amostras foram sendo coletadas periodica-
mente até que a concentragdo de agGcar se reduzisse a um valor
minimo.

Assim que a amostra era coletada, uma parte era diluida
adequadamente e utilizada para a medida de turbidez no espectrofo-
témetro enquanto que o restante era centrifugado e o sobrenadante
congelado para analise posterior da concentragdo de xilose e de
xilitol

3.1.2 - Selecdo do Meio de Fermentacao

com base nos trabalhos de Vongsuvanlert & Tani“Z), decidiu-

se investigar a influéncia da concentragédo de extrato de levedura
e do tipo de fonte de nitrogénio sobre a produgao de xilitol, para
as leveduras selecionadas no estudo anterior.

a) Microrganismos
Foram testadas as 2 linhagens de C. tropicalis e 2 de
C. parapsilosis que obtiveram os melhores resultados no estudo
anterior, sendo:
A - C. tropicalis 1IZ 1824 B - C. tropicalis IZ 1958
C - C. parapsilosis IZ 1710 D - C. parapsilosis DM-FIOCRUZ 2882
b) Composigdo dos meios de crescimento do indculo e de fermentagao
Foi mantida a mesma composi¢do do meio de crescimento do

inéculo apresentada no item 3.1.1c, mas foram testados 4 meios de

fermentacdo com composig¢des diferentes em fonte de nitrogénio

60



(acetato de aménio ou sulfato de aménio) e em concentragdo de
extrato de levedura (1 g/l ou 6 g/l), de forma que todas as combi-
nacdes entre as possibilidades acima fossem verificadas experimen-
talmente. As concentragdes dos outros componentes foram mantidas
constantes.

COMPOSIGAO DOS MEIOS DE FERMENTAGAO TESTADOS

MEIO I MEIO II
Acetato de aménio 5,0 g/l Acetato de aménio 5,0 g/l
Extrato de levedura 6,0 g/l Extrato de levedura 1,0 g/l
KH_PO, 1,0 g/1 KH_PO, 1,0 g/1
K_HPO, 1,0 g/1 K_HPO, 1,0 g/l
MgSO,.7H0 0,5 g/1 MgSO, . 7H,0 0,5 g/1
Xilose 20,0 g/l Xilose 20,0 g/1

MEIO III MEIO IV
Sulfato de amdénio 3,5 g/1 Sulfato de ambénio 3,5 g/l
Extrato de levedura 6,0 g/l Extrato de levedura 1,0 g/l
KH_PO, 1,0 g/1 KH_PO, 1,0 g/1
K_HPO, 1,0 g/1 K_HPO, 1,0 g/l
MgSO4.7H20 0,5 g/1 MgSO4.7H20 0,5 g/l
Xilose 20,0 g/1 Xilose 20,0 g/l

O pH inicial de todos os meios foi ajustado em 7,0 e o

aclicar e os sais foram esterilizados separadamente.

c) Descricgdo de um ensaio tipico

Foi adotado o mesmo procedimento experimental descrito em
3.1.14d.
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18 leveduras disponivelis

l

ENSAIOS
PR1 A PR18

leveduras
selecionadas

ENSAIOS COM MEIOS CONTENDO:

- diferentes fontes de nitro-
génio, _

- diferentes concentrag¢des de
extrato de levedura.

linhagem

selecionada
v

PROCEDIMENTO PARA
PREPARACAO DO INOCULO

procedimento
escolhido

5] ENSAIOS PROGRAMADOS PELO <
1 e vedura PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL comp. selecionada
selec ionada para o melo de

f ermentacao

FIGURA 3.2 - Esquema representando a sequéncia de ensaios realiza

dos na etapa de Ensaios Preliminares - Selegédo do microrganismo.

3.1.3 - Desenvolvimento de Procedimento para a Preparacgao

de um Inéculo para a Fermetacdo de Xilose

a) Microrganismo

O microrganismo utilizado foi Candida parapsilosis IZ 1710,
selecionado no item 3.1.2.
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b) Composigdo do meio de crescimento do inéculo

A composigdo dos 4 meios testados foi:

MEIO A MEIO B
Glicose 15,0 g/1
Glicose 20,0 g/1 Xilose 5,0 g/l
Extrato de levedura 5,0 g/l Extrato de levedura 5,0 g/l
KH2POa 5,0 g/l KH2PO4 5,0 g/l
NHaCl 1,5 g/1 NHaCl 1.5 g/1
KCl 1,2 g/l KCl 1,2 g/1
MgSO0a. 7H20 0,7 g/l MgSOa. 7H20 0,7 g/1
MEIO C MEIO D
Glicose 10,0 g/1
Xilose 10,0 g/1 Xilose 20,0 g/1
Extrato de levedura 5,0 g/l Extrato de levedura 5,0 g/l
KH2PO4 5,0 g/l KH2POa 5,0 g/1
NH4C1 1,5 g/1 NHaCl 1,5 g/1
KCl 1,2 g/1 Kcl 1,2 g/1
MgSOa. 7H20 0,7 g/1 MgSO4. 7H20 0,7 g/1

Todos os meios foram preparados com um pH inicial igual a
5,0 e 0os sais e aglcares foram esterilizados separadamente.

¢c) Descrigdo de um ensaio tipico

Iniciou-se o cultivo inoculando cada um dos 4 frascos de 500
ml contendo 100 ml de meio de crescimento do inéculo A, B, C e D,
com uma suspensdo celular resultante da adigdo de 5 ml de solugido
salina estéril a um tubo estoque incubado por 24 horas a 30 °C.
Imediatamente apés a inoculagdo, foram coletadas as primeiras
amostras de cada um dos frascos, correspondentes ao inicio da
fermentagdo (t = 0 h) e os frascos foram colocados em c&amara
incubadora com mesa rotativa, sendo cultivados a 30 °C e 250 rpm.
Mais amostras foram sendo coletadas periodicamente até o momento
no qual a concentragdo de agficar(es) se tornou minima. Parte da
amostra recolhida foi diluida e destinada a leitura de turbidez no
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espectrofotémetro para avaliar o crescimento celular. O restante
da amostra foi centrifugado e o sobrenadante guardado na geladeira

para anidlise posterior da concentracdo de aglcares.

3.2 - ENSAIOS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
POR ANALISE DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

a) Microrganismo

Foi utilizado o mesmo microrganismo do item 3.1.3, Candida

parapsilosis IZ - 1710.

b) Manutengéo

Para todos os ensaios do planejamento experimental, as
culturas foram mantidas em tubos estoques contendo &gar de batata
dextrosado em superficie inclinada, e recobertas por vaselina
liquida estéril para evitar o ressecamento.

c) Composigdo dos meios de crescimento de indculo e de fermentagio
e condigdes de cultivo

O meio de crescimento do inéculo, cuja composigdo e
condigdes de cultivo estdo representadas abaixo, foram as selecio-
nadas no item 3.1.3.

Da mesma forma, a composigdo do meio de fermentagdo descrito

abaixo foi a selecionado em 3.1.2.

Composicdo do meio de crescimento do inéculo

Glicose 10,0 g/1
Xilose 10,0 g/1
Extrato de levedura 5,0 g/l
KHZPO‘ ) 5,0 g/1
NH4Cl 1,5 g/l
KCl 1,2 g/1
MgSO,.7H,0 0,7 g/l

pH inicial = 5,0
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Os sais e aglcares foram esterilizados separadamente.
As condig¢des de cultivo empregadas foram:

- temperatura de incubagdo = 30 °C

- tempo de incubagdo = 24 horas

- velocidade de agitagdo = 250 rpm

Composicdo do meio de Fermentagao

Acetato de amdnio 5,0 g/l
KH_PO, 1,0 g/1
K HPO, 1,0 g/1
Mgso, . 7H,0 0,5 g/l
Extrato de levedura 1,0 g/1

O valor do pH inicial, a concentragdo inicial de xilose no
meio e as condigdes de cultivo (temperatura e velocidade de
agitacgdo) foram ajustadas de acordo com os valores propostos para
estas variaveis pelo planejamento experimental (TABELA 3.1)

d) Planejamento dos Experimentos

Conforme determina a metodologia do planejamento por
superficie de resposta, deve-se iniciar o estudo através de um

Planejamento Fatorial, onde o ntimero de experimentos & 2" (n é o
nimero de varidveis) e mais uma triplicata no ponto central.

A partir das informagdes obtidas na literatura consultada,
escolheram-se 4 varidveis para serem estudadas :
- temperatura (T)
- pH inicial (pHo)
- Concentrag¢do inicial de xilose (So)
- Velocidade de rotag¢d,o da mesa rotativa (N)

Portanto, foram necesséirios 2 = 16 experimentos para o
planejamento fatorial inicial (ENSAIOS 1 a 16) e mais 3 experimen-

tos no ponto central (ENSAIOS 17,18 e 19).

Para o planejamento composto central (configuracgdo
"estrela") foramrealizados 2n = 8 ensaios (ENSAIOS 20 a 27) e mais
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uma duplicata no Ponto Central (ENSAIOS 28 e 29).

Apbés atribuir valores para todos os niveis de cada variéavel
(TABELA 3.1), péde ser construido um quadro representando todos os
ensaios de fermentagdo realizados com as respectivas condigdes
experimentais (TABELA 3.2).

TABELA 3.1 - Valores reais e codificados atribuidos a&s variaveis

Nivel PH_ T (°C) s, (g9/1) N (rpm)
-1,0 5,0 25 40 100
+1,0 7,0 35 120 200
PC 6,0 30 80 150
-1,6 4,4 22 16 70
+1,6 7,6 38 144 230

VR(+) - VR(PC)

Codificagdo das variaveis: VC = AVR

onde,

VR(+);VR(-)

VC - variavel codificada, VR - varidvel real e AVR =

Assim,
T - 30 PH - 6,0
X = 5 X, = 1,0
S° - 80 N - 150
xa = 40 X4 = 50

e) Descrigdo de um ensaio tipico

Para a preparagdo de cada ensaio nas condigdes previstas
pelo planejamento experimental foi adotado o seguinte
procedimento:

Para cada ensaio de fermentagdo, foi preparado um volume de

de 100 ml de meio de crescimento de inéculo, que foi cultivado em
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frasco de 500 ml, a 250 rpm e 30 °c. Apdés 24 h de incubag¢do, o
inéculo resultante foi transferido para tubos de centrifuga
estéreis, cada um com 50 ml de volume Gtil. Apés a centrifugagao,
separou-se assepticamente o sobrenadante e as células centrifuga-
das foram ressuspensas em 10 ml de solugdo salina estéril,
obtendo-se solugdes concentradas. Para tornar homogéneo os
inéculos destinados aos varios frascos de fermentacgao,
transferiram-se todas estas supensoes obtidas para um frasco
comum, previamente esterilizado. A partir deste frasco contendo a
supensdo celular concentrada e homogénea, cada frasco de 1000 ml
destinado a fermentagdo, contendo 200 ml de meio de fermentagao,
foi inoculado assepticamente com 20 ml desta suspensdo celular
através de pipetas de 25 ml estéreis.

Imediatamente apés a inoculagdo foi coletada a primeira
amostra (t = 0 h) através do sistema de amostragem montado em cada
frasco de fermentagdo, conforme esquematizado na FIGURA 3.3. O
processo de fermentagao foi acompanhado coletando-se outras amos-
tras a intervalos de tempos regulares até que a concentragdo de
substrato atingisse um valor minimo.

Logo apés a coleta, uma parte da amostra foi diluida conve-
nientemente e a turbidez da solugdo resultante foi medida no
espectrofotémetro para avaliar o crescimento celular com o auxilio
de uma curva de calibracdo. O restante da amostra foi centrifugado
e o sobrenadante congelado para anilises posteriores de

concentracdo de xilose e xilitol.

FIGURA 3.3 - Representagdo do frasco utilizado nos ensaios de
fermentacdo, destacando-se o sistema de amostragem.
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TABELA 3.2 - Quadro especificando as condigbdes experimentais de
todos os ensaios executados para o Planejamento Experimental

ENSAIO X, T (°C) X, PH_ X, s, (g/1) X, N (rpm)
1 -1,0 25 -1,0 5,0 -1,0 40 -1,0 100
2 +1,0 35 -1,0 5,0 -1,0 40 -1,0 100
3 -1,0 25 +1,0 7,0 -1,0 40 -1,0 100
4 +1,0 35 +1,0 7,0 -1,0 40 -1,0 100
5 -1,0 25 -1,0 5,0 +1,0 120 -1,0 100
6 +1,0 35 -1,0 5,0 +1,0 120 -1,0 100
7 -1,0 25 +1,0 7,0 +1,0 120 -1,0 100
8 +1,0 35 +1,0 7,0 +1,0 120 -1,0 100
9 -1,0 25 -1,0 5,0 -1,0 40 +1,0 200

10 +1,0 35 -1,0 5,0 -1,0 40 +1,0 200
11 -1,0 25 +1,0 7,0 -1,0 40 +1,0 200
12 +1,0 35 +1,0 7,0 -1,0 40 +1,0 200
13 -1,0 25 -1,0 5,0 +1,0 120 +1,0 200
14 +1,0 35 -1,0 5,0 +1,0 120 +1,0 200
15 -1,0 25 +1,0 7,0 +1,0 120 +1,0 200
16 +1,0 35 +41,0 7,0 +1,0 120 +1,0 200
17 0,0 30 0,0 6,0 0,0 80 0,0 150
18 0,0 30 0,0 6,0 0,0 80 0,0 150
19 0,0 30 0,0 6,0 0,0 80 0,0 150
20 -1,6 22 0,0 6,0 0,0 80 0,0 150
21 +1,6 38 o,0 6,0 0,0 80 0,0 150
22 0,0 30 -1,6 4,4 0,0 80 0,0 150
23 0,0 30 +41,6 7,6 0,0 80 0,0 150
24 0,0 30 0,0 6,0 -1,6 16 0,0 150
25 0,0 30 0,0 6,0 +1,6 144 0,0 150
26 0,0 30 o,0 6,0 0,0 80 -1,6 70
27 0,0 30 0,0 6,0 0,0 80 +1,6 230
28 0,0 30 0,0 6,0 0,0 80 0,0 150
29 0,0 30 o,0 6,0 0,0 80 0,0 150
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3.3 - METODOS ANALITICOS
3.3.1 - Andlise da Concentragcdo de Xilose

A concentracdo de xilose em diferentes amostras foi avaliada
através do método de determinagdo do aglicar redutor pelo reagente
DNS 18 .

Para a preparacdo do reagente DNS, inicialmente misturam-se
1416 ml de agua destilada, 10,6 g de 3,5-acido dinitrossalicilico
e 19,8 g de NaOH . Apdés dissolver tudo a quente, adicionam-se
7,6 ml de fenol (fundido a 50 °C) e 8,3 g de metabissulfito de
sédio.

Para efetuar a andlise do acgilicar redutor, mistura-se 1 ml da
amostra convenientemente diluida com 1 ml do reagente DNS e leva-
se ao banho-maria a 100 °C por 5 minutos. Resfria-se imediatamente
em gelo e se adiciona 16 ml de solugdo de tartarato duplo de sédio
e potassio anidro a 11,25 g/1 . O branco é feito substituindo a
amostra por 1 ml de agua destilada. Mede-se a absorbédncia a 540 nm
em espectrofotdmetro, na faixa de 0,1 a 1,0 g/1 de aglGcar redutor.

A curva de calibracdo foi feita com xilose.

3.3.2 - Anadlise da Concentracdo de Xilitol

Para determinar a concentragdo de xilitol em diferentes
amostras foi utilizado o método de analise colorimétrica para
poliéis“7)

A 1 ml de amostra contendo o poliol convenientemente
diluido,adicionar 1 ml de metaperiodato de sédio 0,015 M dissolvi-
do em HCl 0,12 M . Depois de agitar os tubos de ensaio e deixar em
repouso por 10 minutos a temperatura ambiente, adicionar 2 ml de
solugdo de ramnose 0,1 % a cada tubo, para remover O eXxcesso de
fon periodato. Apés agitar mais uma vez os tubos, sdo adicionados
4 ml do reagente de Nash (ver preparagdo abaixo). Para o apareci-
C

por 15 minutos. Depois de resfriados, a absorbincia é 1lida em

mento de cor, os tubos de ensaio sdo deixados num banho a 53 °

espectrofotémetro a 412 nm.

As curvas de calibragdo com solugdes padrdo para polidis sdo
feitas na faixa de 0 - 70 mg/1l
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Preparagdo do reagente de Nash:

Deve ser preparado com pouca antecedéncia antes do uso,
misturando-se 150 g de acetato de amémio, 2 ml de &cido acético
glacial e 2 ml de acetilacetona, acrescentando dgua destilada até
completar 1.000 ml de volume total.

3.3.3 - Avaliacdo do Crescimento Celular

A determina¢do da concentragdo de celular de C. parapsilosis
IZ 1710 foi feita através da leitura da densidade 6tica de amos-
tras convenientemente diluidas no espectrofotdmetro a 600 nm e com
o auxilio da curva de calibracdo descrita abaixo, estimava-se a
concentracido celular em g de massa seca/l de meio para cada amos-
tra, a partir do valor de absorbancia medido e da diluicgao
correspondente.

CURVA DE CALIBRAGAO

X (g/1) = (-3,1829 x 10 + 0,2992 x ABS ) x DIL.

onde, X = concentragdo celular
ABSd“ = absorbincia da amostra diluida medida a
600 nm

DIL. = diluig¢do correspondente da amostra
O procedimento envolvido na determinagdo desta curva de

calibragdo esta detalhado no ANEXO A.

3.4 - REAGENTES, MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

3.4.1 - Reagentes

Os agGcares, as fontes de nitrogénio e o nutriente organico
empregados na preparagdo dos meios de crescimento do inéculo e de
fermentagdo, acompanhados pelo respectivo fornecedor estdo rela-
cionados abaixo.
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Componente Fornecedor

Glicose P.A. Difco
Xilose P.A. Sigma
Extrato de levedura Biobras
Agar de batata dextrosado (PDA) Difco
Acetato de amdénio Reagen

Os demais sais que constituiram os meios foram adquiridos de
diversos fornecedores.

E importante ressaltar que todos os componentes dos meios
pertenciam respectivamente a um Gnico lote do mesmo fornecedor,
desde o primeiro ensaio da etapa de Ensaios Preliminares até o

dltimo experimento do Planejamento Experimental.

Os reagentes utilizados nos métodos analiticos eram todos de

alto grau de pureza, tendo sido adquiridos dos seguintes

fornecedores:
Reagente Fornecedor
Acido dinitrossalicilico Merck
Hidréxido de sédio Merck
Metabissulfito de sédio Merck
Tartarato duplo de sdédio e Merck
potéssio
Metaperiodato de sédio Reagen
Acido cloridrico Merck
Ramnose Riedel-deHaen
Acetato de aménio Reagen
Acido acético glacial Merck
Acetilacetona Riedel-deHaen
Xilitol Wako Pure Chemical Ind.

(p/ preparar curvas de calibracgdo)

3.4.2 - Material

Foi utilizada vidraria de uso comum em laboratério, como
erlenmeyers, beckers, funis, tubos de ensaio, provetas, baldes de

diluicdo, pipetas etc e ainda outros materiais de uso diverso como
bicos de Bunsen, algoddo, tubos de centrifuga, papel aluminio,
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mangueiras de silicone, seringas, além de outros.

Pipetas automaticas de volume varidvel de 200 ul, 1000 ul e
5000 ul (marca Gilson) e de volume fixo de 1 ml e 2 ml (marca
Cacil) foram utilizadas na preparagdo de amostras para a andlise

de xilose, xilitol e de concentracdo celular.

3.4.3 - Equipamentos

Os equipamentos utilizados, com suas especificagdes estao

relacionados abaixo:

Equipamento Especificagao

Balanga analitica Mettler A260 Delta Range
Mettler P1210

Fabbe, Modelo 103
2000 W e 7000 W

Estufa de cultura Fanen, Modelo 002CB
VECO, Modelo VLFS-09

Balan¢a semi-analitica

Autoclaves

camara de fluxo laminar

Agitador magnético
Agitador de tubos
pHmetro

Eletrodo de pH
Centrifuga

-tubos del0 ml
-tubos de 50 ml

Banho termostatizado
Estufa de secagem
Espectrofotdmetro
Camara de incubagdo

com mesa rotativa
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Fisatom, Modelo 702
Phoenix, Modelo AT 56
Micronal, Modelo B271
Ingold, combinado

Fanen, Excelsa Baby, Mod. 206
Budapesti Vegyipari Gé&p Gyar

Type LSZ, 49112207
Fauvel

Fanen, Circ. Mecénica, Mod.320
Bausch & Lomb, Spectronic 70

Superohm, Modelo G-25



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - ENSAIOS PRELIMINARES

4.1.1 - Selecdo de linhagens produtoras

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com diversos
microrganismos (PR1 a PR 18) estdo resumidos na TABELA 4.1.

As condigdes de cultivo foram semelhantes emn todos os
ensaios, sendo:

o

- temperatura = 30 C
- pH inicial = 6,0
- velocidade de agitagcdo = 150 rpm

Volume de meio _ 2

Volume do frasco 5

- concentracido inicial de xilose = 20 g/l

Observando a TABELA 4.1, verifica-se que dos 18 microrganis-
mos investigados, apenas 5 ndo consequiram assimilar xilose (as 4
espécies de S. cerevisiae e K. fragilis), entretanto das 13 que
metabolizaram xilose, somente 6 produziram xilitol numa
concentracdo acima de 1 g/l.

Dentre estas destacam-se, pela concentragdo e rendimento de
xilitol atingidos, C. parapsilosis DM-FIOCRUZ 2882, C.
parapsilosis IZ 1710, C. tropicalis 12 1824 e C. tropicalis
IZ 1958, tendo sido portanto as 4 leveduras escolhidas para dar
continuidade aos estudos. Convém ressaltar ainda que as linhagens
IZ 1710 e IZ 1958 foram aquelas que assimilaram mais rapidamente o
substrato entre todas as testadas.

Comparando 0s valdres de rendimento alcan¢ados nestes expe-
rimentos com os mencionados na literatura (ver TABELA 2.4), veri-
fica-se que os valores obtidos para os microrganismos selecionados
aproximam-se dos obtidos pelas espécies menos produtivas. Aléh
disso, o tempo gasto para consumir apenas 20 g/l de xilose foi
comparativamente muito maior, mostrando a necessidade de explorar
outras condigdes de fermentagdo para tentar melhorar estes

resultados.
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TABELA 4.1 - Concentracgdo final de xilose (S_.), concentragdo maxi-
ma de xilitol (P ), rendimento (Y ) e tempo de fermentagao (t)
resultantes da aSsimilagdo de xilose pelas 18 leveduras testadas.

ENSAIO Microorganismo e S, (g/1) P (g/1) Y (g/g9)| t (h)
Especificacgdo

PR 1 S. cerevisiliae 15,5 _ _— 97
ICBiotech

PR 2 K. bulgaricus 4,4 0,5 0,03 45
ATCC 16045

PR 3 S. cerevisiae 14,4  —— —_— 116
1z 888

PR 4 K. fragilis 18,0 _— e 92
ATCC 8635

PR 5 |[C. utilis 12 1840 0,7 0,7 0,03 67

PR 6 S. cerevisiae 18,2 _ 92
1Z 1904

PR 7 C. tropicalis 0,4 5,2 0,34 88
1z 1824

PR 8 C. tropicalis 0,2 4,3 0,26 43
1Z 1958

PR 9 | C. parapsilosis 0,4 4,6 0,31 42
1Z 1710

PR 10 S. uvarum 12 185 0,7 3,7 0,22 87

PR 11 S. uvarum 1z 233 3,7 0,7 0,04 63

PR 12 C. parapsilosis 0,3 0,3 0,02 47
IAL 28

PR 13 C. tropicalis 0,3 0,3 0,03 47
IAL 11

PR 14 S. cerevisiae 17,4  — 94
1Z 765

PR 15 C. sp. 0,2 2,9 0,22 54
DM-FIOCRUZ 2877

PR 16 C. sp. 3,1 0,9 0,10 64
DM-FIOCRUZ 3585

PR 17 C. parapsilosis 0,2 6,5 0,39 54
T DM-FIOCRUZ 2882

PR 18 C. parapsilosis 2,6 1,3 0,11 64
DM-FIOCRUZ 778

4.1.2 - Selecdo do meio de fermentacdo

Na TABELA 4.2 estdo relacionados os resultados obtidos nos
Experimentos de PR 19 a PR 34 da Etapa de Ensaios Preliminares.

As condig¢des de cultivo comuns adotadas foram:
- temperatura = 30 °C
- pH inicial = 7,0



- velocidade de agitagdo = 150 rpm

Volume de meio _ 2

Volume do frasco 5

- concentracdo inicial de xilose = 20 g/l

Na interpretagdo dos resultados obtidos nos ENSAIOS PR 19 a
PR 34, relacionados na TABELA 4.2 e realizados para definir a
composicdo do meio de fermentacdo mais adequada a produgdo de
xilitol e selecionar o melhor produtor, levou-se em consideracgao
niao somente o tempo de fermentagdo, a concentracdo e o rendimento
maximos em xilitol, como também fatores considerados importantes
na anilise dos resultados, entre eles a estabilidade do pH durante
o cultivo e a quantidade relativa de extrato de levedura requerida

por cada microrganismo.

Como para ensaios realizados em frascos submetidos a
agitagdo externa, (todos os ensaios deste trabalho) ndo é possivel
controlar e manter um determinado valor do pH, procurou-se identi-
ficar condigdes de cultivo que favorecessem a estabilidade do pH
durante o experimento. A TABELA 4.2 mostra que o pH se mantém
relativamente estavel em torno do valor inicial quando acetato de
aménio & a fonte de nitrogénio, enquanto que com o sulfato de
aménio como fonte de nitrogénio, o pH no final da fermentacgdo é
geralmente inferior ao valor inicial.

Esta queda no pH ao longo da fermentacdo na presenga de
sulfato de aménio ocorre principalmente quando a concentragdo de
extrato de levedura & baixa, pois nesta circunsténcia o microrga-
nismo & obrigado a consumir mais nitrogénio na forma de amdnia
para suprir suas necessidades e acaba liberando mais ifons sulfato
no meio. Por outro lado, como o ion acetato age como tampdo, ele
contribui para a manutengdo do pH em torno de 7 a medida que vai

sendo liberado para o meio.

Retornando 3 andlise dos resultados, existem dois valores de
rendimento em xilitol (e de concentragdo méxima) que se destacam
na TABELA 4.2 por ultrapassarem o valor de 0,4 g/g (8,0 g/l de
xilitol), sendo respectivamente 0,45 g/g para C. tropicalis
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IZ 1824 cultivada no MEIO IV e 0,43 g/g para C. parapsilosis
IZ 1710 cultivada no MEIO II.

Com excegdo do valor de rendimento ligeiramente superior
para a C. tropicalis IZ 1824, todos os outros aspectos favorecem a
levedura C. parapsilosis, pois ela se mostrou capaz de metabolizar
mais rapidamente a xilose, em um meio contendo acetato de aménio e
com baixa concentracdo de extrato de levedura. Este Gltimo fator
pode ser encarado como uma vantagem adicional, pois como o extrato
de levedura & o mais caro de todos os componentes do meio, gquanto
menor for a quantidade requerida pelo microrganismo, menor sera o

custo do processo.

Portanto, apdés todas estas consideragdes decidiu-se optar
pela composicdo de meio de fermentagdo correspondente ao MEIO II e
pelo microrganismo C. parapsilosis IZ 1710 para dar continuidade
ao trabalho.

Convem ainda ressaltar que:

- os resultados obtidos com C. parapsilosis IZ 1710 em relagdo a
fonte de nitrogénio mais adequada, foram semelhantes aos obtidos
por Vongsuvanlert & IQQLUZ) com C. boidinii (item 2.3.5), entre-
tanto para C. parapsilosis, uma concentragdo de extrato de levedu-
ra de apenas 1 g/l foi suficiente para manter as condigdes apro-
priadas para o crescimento e manutengdo das células, enquanto que
nos ensaios com C. boidinii foram utilizados 6 g/l de extrato de

levedura.

- as pequenas modificag¢des introduzidas na composigdo do meio de
fermentagdo foram suficientes para provocar um aumento de mais de
60 % nos valores de concentragdo e de rendimento em xilitol, para
as linhagens IZ 1710, IZ 1824 e IZ 1958 (TABELA 4.2), em relagao
aos valores originais (TABELA 4.1), tornando-os assim da mesma
ordem de grandeza dos valores intermedidrios relacionados na
TABELA 2.4.
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TABELA 4.2 - Concentragdo maxima de xilitol (Pm), rendimento
maximo (Y1)’ pH final (pr) e tempo de fermentacdo (t) obtidos
para os 4 microrganismos selecionados quando cultivados em meios
contendo diferentes fontes de nitrogénio e diferentes

concentragdes de extrato de levedura

ENSAIO Microrganismo e P (g/l) pHr Yl (g/9) t (h) Meio de
Especificacao " fermentacio
PR 19 C. tropicalls 7,8 7,4 0,40 49 MEIO I
1Z 1824
PR 20 C. tropicalis 5,8 7,3 0,34 37 Acetato de
12 1958 amdnio
PR 21 C. paraps.l.llgsffm 7,8 7,6 0,39 49 Extr. de
PR 22 C. parapsilosis 3,4 7,4 0,18 84 Levedure
DM-FIOCRUZ 2882 9
PR 23 C. troplca{;siez‘ 6,5 7,5 0,33 70 MEIO IT
PR 24 C. tropicalis 7,0 7,1 0,35 47 Acetato de
12 1958 amaonio
PR 25 C. parapsilosis 8,1 7,6 0,43 58 Extr. de
1Z 1710 :
PR 26 C. parapsilosis 6,9 7,9 0,39 81 poyedure
DM-FIOCRUZ 2882 9
PR 27 C. tropicalis 4,1 2,4 0,23 41 MEIO IIT
1Z 1824
PR 28 C. tropicalis 7,2 2,6 0,36 41 Sulfato de
12 1958 amonio
PR 29 C. parapsilosis 5,3 2,8 0,33 65
1z 1710 Extr. de
PR 30 C. parapsilosis 7,1 2,7 0,38 65 [Cyequre
DH-FIOCRUZ 2882 9
PR 31 C. fropicaf;slu4 8,7 6.9 0,45 87 MEIO IV
PR 32 C. tropicalis 7,2 6,2 0,38 63 Sulfato de
12 1958 amdnio
PR 33 C. parapsilosis 6,0 6,5 0,36 . 63
R 1z 1710 Extr. de
PR 34 C. parapsilosis 6,2 6,4 0,36 74 ;":7“'“
DN-FIOCRUZ 2882 9

4.1.3 - Desenvolvimento de Procedimento para
a Preparacdo de Indéculo

Como as enzimas necessirias para o metabolismo da xilose sé
s30 induzidas na presenga da mesma ou de outra pentose, & possivel
acelerar o processo fermentativo através da diminuigdo do periodo
de adaptacgdo das células (fase lag) a um meio contendo exclusiva-
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mente xilose, caso o inéculo transferido para o meio de
fermentagcdo ja contenha células adaptadas.

Assim, visando obter células com sistema enzimatico j&
preparado para metabolizar a xilose como substrato e simultanea-
mente desenvolver uma forma de cultivo que permita um crescimento
rdpido e intenso da massa celular, foram testadas na fase de
crescimento do inéculo 4 diferentes combinagdes de glicose e

xilose como substratos, incluindo misturas de ambos aglcares.

Os resultados obtidos sdo apresentados na TABELA 4.3 e na
FIGURA 4.1

As condigdes de cultivo foram comuns a todos os ensaios,
sendo:
- temperatura = 30 °C
- pH inicial = 6,0
- velocidade de agitagdo = 250 rpm

Volume de meio _ 1

Volume do frasco 5

- concentragdo inicial total de agGcares = 20 g/l

TABELA 4.3 - Consumo de substrato e crescimento celular para C.
parapsilosis IZ 1710, cultivada em meios contendo xilose e glicose

em diferentes proporcdes.

Meio Substrato Absorbéncia Congentraqao Tempo
final de
inicial final s (h)
. xilose
A Glicose 20 g/1] 0,37 31,9 0,2 g/l 29
Glicose 15 g/1
B |xilose 5 gy1|9r41t | 315 0,1 g/1* 29
Glicose 10 g/l !
¢ Xilose 10 g/l 0,32 35,5 0,1 g/l* 29
D |Xilose 20 g/1} 0,48 19,9 2,3 g/l 52

* concentracdo de acgucares dos melos com substratos mistos no
final da fermentacido fol estimada através da curva de calibracdo
da xllose.
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FIGURA 4.1 - Crescimento de células de C. parapsilosis cultivada
em meios contendo xilose e glicose em diferentes proporgdes, para

uma concentracdo inicial total de aglcares de 20 g/l.

Pode-se concluir a partir da TABELA 4.3 que os substratos
mistos sdo consumidos tdo eficientemente quanto a glicose pura,
enquanto que a xilose pura & consumida muito lentamente.

) Da mesma forma, constata-se através da FIGURA 4.1, que o
microrganismo cresce rapida e intensamente em todos os meios
contendo glicose pura ou glicose + xilose em qualquer proporgdo,
sendo que as células podem ser recolhidas na fase exponencial do
crescimento e em altas concentragdes, interrompendo o cultivo apés
24 horas. Por outro lado, o lento crescimento celular observado no
meio contendo exclusivamente xilose como substrato, torna a etapa
de preparagdo do inéculo longa demais e inadequada do ponto de
vista pratico.

Uma vez que a intengd3o deste estudo foi tentar acelerar o
processo de fermentagdo através da inoculagdo do mesmo com um
microrganismo j& adaptado & xilose, a melhor opgdo & o meio C,
pois ele apresenta a maior relagdo xilose/glicose (1/1) e apds
24 horas de cultivo foi o que obteve maior densidade celular.
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4.2 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL POR ANALISE
DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

4.2.1 - Analise Geral dos Resultados

Os resultados mais importantes obtidos nos 29 ensaios do
planejamento experimental (constituido por: planejamento fatorial
inicial - ENSAIOS 1 a 16; planejamento composto central - ENSAIOS
20 a 27 e replicatas no ponto central - ENSAIOS 17, 18, 19, 28 e
29), Jjuntamente com as condi¢bes experimentais nas gquais foram
realizados, sdo apresentados na TABELA 4.4. A descrigdo completa
do consumo de substrato, formagcdo de produto e crescimento celular
ao longo do tempo para cada ensaio estd representada na forma de
graficos S, P e X versus t, incluidos no ANEXO B.

Os valores de rendimento (Y1) e produtividade (YJ
presentes na TABELA 4.4 foram calculados de acordo com o

procedimento descrito no ANEXO C.

Considerando-se os diferentes aspectos do processo fermenta-
tivo apresentados na TABELA 4.4, é possivel fazer alguns
comentirios quanto:

- Estabilidade do pH durante os ensaios.

Somente nos ensaios realizados a 30 °C e pH inicial iqual a
6,0, o pH se manteve relativamente estivel, mostrando que o efeito
tampdo do ion acetato ndo é tdo eficiente sob outras condigdes de

cultivo.

- Influéncia da temperatura no crescimento celular.

O microrganismo apresentou os nmaiores valores de
concentrag¢do final de biomassa, aumentando em até mais de 10 vezes
a concentrag¢do inicial, sob as condi¢des experimentais dos ENSAIOS
7, 13, 18, 19, 20 e 27 enquanto que os ensaios de menor crescimen-
to foram ENSAIOS 4, 12 e 21. Como os 4 primeiros ensaios foram
realizados a baixas temperaturas (22, 25 ou 30 °C) e os 2 Gltimos
a temperaturas elevadas (35 ou 38 °C), parece razoivel admitir que
o crescimento & favorecido na incubagdo do microrganismo em tempe-

raturas mais baixas.
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TABELA 4.4 - Condigdes experimentais utilizadas e resultados
obtidos em todos os ensaios realizados de acordo com o planejamen-
to experimental por anilise de superficie de resposta.

Exgzggiggte::is RESULTADOS
ENSAIO| T | PH_| S_ N S, pH_ [ X, | P, t Y, Y,
(O (g/1) | (rpm) | (g/1) (g/1){(g/1)| (h) |(g/9)]|(g/1lh)
1 25 5,0 40 100 2,0 6,7} 10,2| 20,5 90 {0,531| 0,247
2 35 5,0 40 100 8,0 7,9 3,3} 13,7} 290 |0,429| 0,047
3 25 7,0 40 100 1,0 6,9 9,9 21,7 90 |0,559| 0,241
4 35 7,0 40 100 13,0 8,3 1,8| 16,9} 290 (0,710} 0,178
5 25 5,01 120 100 3,1 4,3] 17,7| 81,6] 188 (0,624| 0,434
6 35 5,0 120 100 0,6 3,4] 17,0] 62,1| 290 |0,564| 0,261
7 25 7,01 120 100 4,6 4,4f 25,7| 30,7| 326 |0,251| 0,075
8 35 7,01 120 100 10,2 6,71 11,2| 82,5} 189 {0,718] 0,491
9 25 5,0 40 200 3,6 7,1} 11,6 9,1 95 |0,370| 0,154
10 35 5,0 40 200 1,3 7,3 7,3] 22,3 72 {0,567 0,309
11 25 7,0 40 200 8,5 8,6 7,5 7,2 254 |0,377{ 0,122
12 35 7,0 40 200 9,6 8,9 3,6f{ 17,7} 238 |0,586}] 0,295
13 25 5,0 120 200 4,5 3,1| 24,5| 65,9| 155 |0,497| 0,454
14 35 5,0] 120 200 1,9 3,8{ 18,6| 72,1| 156 |0,606]| 0,462
15 25 7,0 120 200 88,5 7,94 10,7 6,3| 326 |0,169} 0,019
16 35 7,0] 120 200 2,7 6,6/ 11,9} 77,5} 133 |0,647! 0,583
17 30 6,0 80 150 1,5 6,8| 18,2] 48,6( 101 }|0,602]| 0,517
18 30 6,0 80 150 2,7 6,3} 22,7| 34,5 101 |0,407| 0,342
19 30 6,0 80 150 1,2 6,6| 20,6} 47,3} 101 |O0,596] 0,503
20, 22 6,0 80 150 19,1 7,31 20,4 19,1 207 }j0,376| 0,103
21 38 6,0 80 150 56,7 8,1 2,6/ 20,6| 207 (0,871 0,111
22 30 4,4 80 150 0,9 5,5| 18,8| 45,8} 177 [0,726]| 0,322
23 30 7,6 80 150 1,3 7,3| 12,9| 51,2) 132 |0,714] 0,485
24 3o 6,0 16 150 0,3 7,5 5,8 9,0 31 |0,644| 0,419
25 30 6,0| 144 150 4,1 6,3| 16,0{123,0] 142 {0,839 0,936
26 30 6,0 80 70 0,6 6,4 8,5| 64,3 151 |o0,863| 0,495
27 30 6,0 80 230 3,0 6,7] 20,6} 25,6] 112 |0,387] 0,246
28 30 6,0 80 150 1,4 6,7] 11,0| 53,9} 105 }0,719| 0,511
29 30 6,0 80 150 1,4 6,7| 10,8| 55,2| 105 |0,716}] 0,523
T - temperatura N - velocidade de agitacho t = tempo
pH - pH do melo de fermentacdo . 8 =« concentraclo de xilose
X - concentracdo celular P- - concentrac8o méxima de xtlitol
Y‘ - rendimento Yz - produtividade

Obs.: A concentracdo inicial de células fol, em média, 2,3 g/l.
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- Formagdo de xilitol.

Indiscutivelmente, a situagdo que mais favoreceu a formagéo
de xilitol no meio, atingindo uma concentragdo de 123,0 g/l1l, foi a
correspondente ao ENSAIO 25, caracterizado pela mais alta concen-
tragdo inicial de xilose (144 g/1) de todos os ensaios. Entrentan-
to, o0s dois melhores valores de rendimento correspondem aos
ENSAIOS 21 (0,871 g/g) e 26 (0,863 g/g), vindo a sequir o do
ENSAIO 25 (0,839 g/g). No entanto, os baixos valores de produtivi-
dade (apenas 0,111 g/lh para o ENSAIO 21 e 0,495 g/lh para o
ENSAIO 26), indicam que se as condigdes de alta temperatura e
baixa aeracdo sdo vantajosas para a formagdo de xilitol, por outro
lado comprometem a velocidade de metabolismo do microrganismo e sb
seria interessante realizar o processo fermentativo sob estas
condigdes se fosse possivel superar o efeito negativo na produti-
vidade através da utilizagdo de alta concentragdo inicial de
células, por exemplo.

Analisando o ENSAIO 25 sob o ponto de vista da formagdo de
xilitol ao 1longo do tempo através da FIGURA B.25 do ANEXO B,
observa-se claramente a ocorréncia de re-assimilagdo de xilitol,
pois no final da fermentagdo, quando a concentragdo de xilose ja
estava muito baixa, ocorreu uma queda na concentracgcdo de xilitol,
indicando que o microrganismo passou a utilizar xilitol & medida
em que a xilose se tornou menos disponivel. Observando as outras
figuras presentes no ANEXO B, constata-se que a re-assimilagdo de
xilitol ocorre em 8 ensaios realizados sob diferentes condigdes
experimentais (FIGURAS B.1, B.6, B.8, B.13, B.22, B.23, B.25 e
B.26), o que corresponde a quase 30 % do total de ensaios
realizados.

A importéancia de se evitar a ocorréncia de re-assimilagdo é
vital, pois ela implica em perdas de rendimento e produtividade do
processo. A solugdo mais imediata para o problema poderia ser a
interrupgcdo da fermentagdo justamente quando a concentragdo de
xilitol atingisse o maximo e antes que comegasse a ser re-
assimilado. Entretanto, a presenga da xilose que ndo foi consumida
pelo microrganismo acarretaria dificuldades nas etapas posteriores
para a eliminagdo desta xilose residual e obteng¢do do xilitol como

Uma outra alternativa seria identificar as condigdes de
cultivo que ndo favoregam a re-assimilagdo, como as corresponden-
tes A FIGURA B.5 do ANEXO B. No entanto, como no ENSAIO 5 (TABE-
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LA 4.4) o rendimento foi de 0,62 g/g e a produtividade foi de
apenas 0,43 g/lh, verifica-se a necessidade de adotar uma
estratégia de compromisso para minimizar a ocorréncia da re-
assimilacdo, qgue ndo afete muito os valores de rendimento e produ-
tividade nem acrescente custos As etapas de separagao e
purificagdo.

Levando em considerag¢do todos os aspectos discutidos ante-
riormente, pode-se afirmar que as condigdes experimentais do
ENSAIO 25 sdo as mais favoradveis ao processo de produgdo de xili-
tol, pois promovem a formagdo do produto com alta concentragao,
bom rendimento e excelente produtividade, pelo menos duas vezes
maior do que gualquer outra obtida nos ensaios relacionados na
TABELA 4.4. Por isso, os resultados do ENSAIO 25 foram escolhidos
para servirem como paridmetros de comparagao entre este trabalho e
aqueles da TABELA 2.4, que apresentaram oS melhores resultados
(FIGURA 4.3) e também para ilustrarem a evolugdo no desempenho da
fermentacdo de xilose a xilitol desde a etapa de Ensaios Prelimi-
nares até a conclusdo de todos os ensaios previstos pelo Planeja-

mento Experimental (FIGURA 4.2).

< 140
=
. 1204 = B
3 g g
= 100 5%z
— = b
* 80 =
@ o o
b >
o 60 EY
2 ~
S ~~ ['a}
< 40 2 T
& =
@ 20 A =
[8)
=
82 o
Ens, Prel. PR10D Ens. Prel. PR25  Plan. Exp. Ens.25
Ensalos com C.parapsilosis em diferentes etapas
[T concentracao (g/1) Rendimento (g/g)
Produtividade (g/ih)
FIGURA 4.2 - Evolugdo no desempenho C. parapsilosis IZ 1710 em

relacdo a fermentagdo de xilose a xilitol.
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A FIGURA 4.2, representando a evolugdo nos valores de con-
centracio, rendimento e produtividade de xilitol a medida que
condigdes experimentais mais adequadas foram sendo desenvolvidas,
comprova que alteragdes nas condigdes de cultivo, desde que acom-
panhadas por um planejamento cuidadoso, s&o recursos eficientes
para aprimorar um processo fermentativo e podem as vezes dispensar
outros estudos mais complexos, envolvendo mutagdo genética ou a
adicdo de substancias para estimular a formagao de um determinado
produto.

Além disso, se o método tradicional de estudo de processos
fermentativos, consistindo em andlises individuais da influéncia
de cada variavel no rendimento e na produtividade, tivesse sido
adotado, um nGmero muito maior de ensaios teria sido empregado e
mesmo assim, a possibilidade de serem descobertas as condigdes
experimentais que 1levariam aos altos valores de rendimento e
produtividade encontrados, seria determinada praticamente pelo

acaso.
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CONCENTRACAO
(/M (a/3) (a/1h)
200 - s
: v X
X m
o =
— L B
A L1 2552
74 o o
= _— _ 2z
zZ /// A o
= _ _ _ S
= _ _ _ - 050 —
8 s{| _ _ = o
= _ _ _ S
O == 7z 5¢2 :
o 7B 7 i 7k 7= o
ilosi  tropicoli Condida sp.  C.guillermondii
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FIGURA 4.3 - Comparagdo entre a produgdo de xilitol por C.

parapsilosis IZ 1710 e os resultados obtidos com C. tropicalis
HPX2, Candida sp. B-22 e C. guillermondii 5578, extraidos da
TABELA 2.4.
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Através da FIGURA 4.3, os paréametros fermentativos obtidos
neste trabalho (ENSAIO 25) podem ser comparados com os obtidos por
diferentes microrganismos bons produtores de xilitol, extraidos da
TABELA 2.4. O rendimento obtido no ENSAIO 25 & comparavel aos
obtidos pelo mutante HPX2 de C. tropicalis e por Candida sp. B-22,
sendo superior ao obtido por C. guillermondii. J& para a produti-
vidade de xilitol, & visivel a superioridade do valor obtido no
ENSAIO 25 em relagdao ao mutante HPX2 e a C. guillermondii, mas
este valor ainda permanece muito abaixo do obtido por Candida sp.
B-22. Convém ressaltar, entretanto, que de acordo com os dados da
TABELA 2.4, o cultivo de Candida sp B-22 iniciou-se com uma con-
centragdo de células pelo menos 10 vezes superior & normalmente
usada nas outras referéncias e isto poderia ser uma justificativa
para tdo alto valor de produtividade.

Os excelentes resultados obtidos sob as condi¢des experimen-
tais do ENSAIO 25 podem ainda se tornarem melhores apdés a modela-
gem das respostas obtidas como uma fungdo das varidveis do proces-
so, seguida pela definigdo das condigdes 6timas e construcgao das
superficies de resposta.

4.2.2 - Aplicacdo do Método de Andlise por Superficie de

Resposta : Modelagem Empirica, Refinamento dos

Modelos e Construcdo das Superficies de Resposta

a) Modelagem Empirica

A matriz de entrada contendo as condi¢des experimentais na
forma de varidveis codificadas e as respostas escolhidas, rendi-
mento de xilitol (Yl) e produtividade em xilitol (YZ), estid repre-
sentada na TABELA 4.5.

O primeiro passo para iniciar a otimizacgdo foi introduzir os
dados relativos aos ENSAIOS 1 a 19 (planejamento fatorial inicial)
da TABELA 4.5 no programa TREND para efetuar a primeira regresséao

multilinear.

85



Foram obtidos os modelos de 1= ordem para o rendimento e a
produtividade que estdo descritos abaixo, acompanhados pelo erro
experimental associado a cada parametro (entre parénteses).

CORRELAGAO 1.1

Y = 0,5163 + 0,0906X, =- 0,0107X. - 0,0033X. - 0,0354X
1 . . 1 . 2 . 3 . 4
(20,0147) (10,0160) (10,0160) (10,0160) (10,0160)

Parametros Estatisticos

. o . Valor tabe-| Nivel de
para Avaliagdo do Ajuste 1ado de F Confianca
Teste F(4,14) = 2,2472 F(4,14)=2,39 90 %

Coeficiente de Correlagdo = 0,6253

CORRELACAO 2.1

Y; = 0,3018 + 0,0550X - 0,0228X, + 0,0741X_ + 0,0265X,
(10,0129) (10,0140) (20,0140) (10,0140) (10,0140)

Parametros Estatisticos

. o= . Valor tabe-|[Nivel de
para Avaliagdo do Ajuste lado de F Confianga
Teste F(4,14) = 1,4055 F(4,14)=1,52 75 %

Coeficiente de Correlagao = 0,5353

Observagdo: O calculo do erro experimental correspondente a
cada paré@metro estd detalhado no ANEXO D e no ANEXO E, estdo as
cbébpias das listagens contendo os valores dos coeficientes do
modelo e dos parametros estatisticos relacionados anteriormente.

A comparacdo dos valores de F estimados com os valores
tabelados“&, mostra que os modelos de 12 ordem obtidos para o
rendimento e a produtividade ndo sdo estatisticamente significati-
vos, pois os niveis de confianga da CORRELAGAO 1.1 e da CORRELAGAO
2.1 sdo relativamente baixos. Além disso, os valores estimados
para o coeficiente de correlagdo sdo muito diferentes de 1, em

ambos os casos.
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TABELA 4.5 - Matriz do Planejamento Experimental

CoDTPICADAS RESULTADOS
1 Y2
ENSAIO x‘ X, x3 X, (;/g) (g/1h)
1 -1,0{-1,0|-1,0]-1,0| 0,531 0,247
2 +1,0{-1,0|-1,0|-1,0] 0,429 0,047
3 -1,0|+1,0}-1,0{-1,0| 0,559 0,241
4 +1,0}+1,0|-1,0{-1,0] 0,710 0,178
5 -1,0}-1,0]|+41,0 —1,0 0,624 0,434
6 +1,0|-1,0|+2,0|-1,0] 0,564 0,261
7 -1,0}+1,0}+1,0}-1,0| 0,251 0,075
8 +1,0|+1,0}{+1,0|-1,0} 0,781 0,491
9 -1,0}-1,0|-1,0{+1,0} 0,370 0,154
10 +1,0{-1,0}{-1,0}+1,0| 0,567 0,309
11 -1,0}+1,0|-1,0j+1,0| 0,377 0,122 -
12 +1,0}+1,0]-1,0|+1,0f 0,586 0,295
13 -1,0(-1,0|+1,0|+1,0] 0,497 0,454
14 +1,0}-1,0|+1,0|+1,0] 0,606 0,462
15 -1,0fj+1,0}+1,0|+1,0| 0,169 0,019
16 +1,0}+1,0|+1,0{+1,0| 0,647 0,583
17 o,0| o,0f 0,0f 0,0/ 0,602 0,517
18 o,0| o,0f 0,0| 0,0} 0,407 0,342
19 o,0f 0,0l 0,0] 0,0} 0,596 0,503
20 -1,6| o0,0| 0,0|] 0,0| 0,376 0,103
21 +1,6{ 0,0{ 0,0{ O0,0| 0,871 0,111
22 0,0{-1,6} 0,0f 0,0 0,726 0,322
23 0,0|+1,6| 0,0{ 0,0} 0,714 0,485
24 o,0f o,0/-1,6| 0,0| 0,644 0,419
25 0,0} 0,0|+1,6| O0,0| 0,839 0,936
26 o,0| 0,0 0,0{-1,6| 0,863 0,495
27 o,0| o,of o,0|+1,6| 0,387 0,246
28 o,0{ 0,0} 0,0| 0,0{ 0,719 0,511
29 o,0| o,0f{ 0,0{ 0,0} 0,717 0,523
xl - temperatura (forma codificada)
X, - P iniclel (forma codificada)
X, - concentracso ‘iniclal de xilose (forma codificada)
X, - velocidade de agitacdo (forma codificada)
¥, - rendimento . Y, - produtividade
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Isto significa que a regido submetida & investigacgao experi-
mental se encontra préxima da regido de curvatura da superficie,
que sb6 pode ser representada por um modelo de ordem maior que 1.

Para que um modelo de 2> ordem pudesse ser ajustado através
de uma regressdo ndo linear, o planejamento fatorial inicial foi
complementado com os ensaios correspondentes ao planejamento
composto central (ENSAIOS 20 a 27) e com mais uma duplicata no
ponto central (ENSAIOS 28 e 29). A matriz completa do planejamento
experimental representada na TABELA 4.5 foi entdo introduzida no
programa TREND, resultando nos modelos de 22 ordem para o rendi-
mento e a produtividade, que estdo descritos abaixo, acompanhados
pelo erro experimental associado a <cada parémetro (entre

parénteses).

CORRELACAO 1.2

Y: = 0,6612 + 0,1061X, - 0,0090X, + 0,0123X_+ 0,0629X,
(10,0332) (10,0175) (10,0175) (10,0175) (10,0175)

- o,ososxf - 0,0131x§ - o,oo47x§ - o,osozxf + 0,0726X X,
(*0,0218) (*0,0218) (l0,0128) (:0,0218) (10,0201)

+ 0,0337X X_ + 0,0336X X - 0,0526X X - 0,0219X X, + 0,0057X X,
(10,0201) (10,0201) (10,0201) (10,0201) (10,0201)

Parametros Estatisticos Valor tabe—INivel de

para Avaliacao do Ajuste lado de F Confianca
Teste F(14,14) = 2,0399 F(15,14)=2,01 90 %
Coef. de Correlacdo = 0,8192
CORRELAGAO 2.2
Y; = 0,4964 + 0,0423X - 0,0049X  + 0,0953X_ + 0,0012X,
(10,0201) (10,0106) (10,0106) (10,0106) (20,0106)

- 0,1638xf - 0,0480X§ + o,osgoxi - 0,0609xf + 0,0812X X,
((0,0132) (%0,0132) (Z0,0132) (10,0132) (10,0122)

+ 0,0469X X_ + 0,0575X X, - 0,0326X X - 0,0223X,X, + 0,0056X_X,
(*0,0122) (10,0122) (10,0122) (10,0122) (10,0122)
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ParaAmetros Estatisticos

. Valor tabe-|Nivel de
para Avaliagd3o do Ajuste lado de F Confianca
Teste F(14,14) = 4,6537 F(15,14)=3, 66 99 1

Coef. de Correlagdo = 0,9073

Observagdo: O calculo do erro experimental correspondente a
cada parametro estd detalhado no ANEXO D e no ANEXO E, estdo as
cbpias das listagens contendo os valores dos coeficientes do
modelo e dos parametros estatisticos relacionados
anteriormente. '

Analisando os valores obtidos para os critérios estatisticos
de ajuste dos modelos de 22 ordem propostos, verifica-se que a
CORRELACAO 2.2, ajustada aos valores experimentais de produtivida-
de, pode ser considerada bastante significativa, pois apresentou
um nivel de confianga de 99 %..J& o modelo ajustado aos dados de
rendimento (CORRELAGAO 1.2), apresentou nivel de confianga de
apenas 90 % . Entretanto, como o valor do coeficiente de
correlacdo esti bem préximo da unidade, a CORRELAGCAO 1.2 pode ser
considerada adequada.

b) Refinamento dos Modelos

Para tornar possivel a representagdo da CORRELACAO 1.2 e da
CORRELAGCAO 2.2 na forma de superficies de resposta ou de linhas de

contorno, & recomenddvel o refinamento destas expressdes, de modo

que apenas os pardmetros mais importantes permanegam.

Um critério para eliminar os pardmetros menos significativos
consiste na comparagdo do valor do coeficiente de um determinado
pardmetro com o valor do erro padrdo associado ao mesmo. Se o
valor deste erro for maior ou aproximadamente igual ao valor do
coeficiente do parametro, entdo este par&metro ndo & significativo
e pode ser desprezado.

A adogdo deste critério, permitiu a eliminagdo de 5 termos

da CORRELAGAO 1.2 (os termos sublinhados X, X, X, X e X X,)

3 2’ 3
e de 3 termos da CORRELAGAO 2.2 (os termos sublinhados Xz' X4 e

XX,) -
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Para obter os modelos refinados, através da exclusdodos
termos eliminados anteriormente do novo ajuste, recorreu-se ao
pacote estatistico STATGRAPHICS. Assim, fazendo uma nova regressio
ndo linear apés a eliminagdo dos parametros nfo significativos,
foram correlacionados os seguintes modelos de 22 ordem (o erro de
regressdo estimado para cada par@metro estad entre parénteses):

CORRELACEO 1.3

Y: = 0,6502 + 0,1090X, - 0,0658X - o,ososxf - o,osooxf
+ + + v
(20,0406) (10,0268) (10,0268) (20,0333) (*0,0333)
+ 0,0764X X, + 0,0375X X_ + 0,0296X X, - 0,0487XX_

(10,0308) (10,0308) (10,0308) (10,0308)

- 0,0258X2X4

(10,0308)

Parametros Estatisticos
para Avaliagdo do Ajuste

Valor tabe-|Nivel de
lado de F Confianca

Teste F( 9,19) = 4,3482
Coef. de Correlacdao = 00,6732

F( 9,19)=3,52 99 %

CORRELACAO 2.3

Y = 0,4964 + 0,0423X. + 0,0953X. - 0,1638X2 - 0,0480X>
2 . . 1 . 3 . 1 . 2
({0,0455)  (0,0239) (10,0239) (10,0298) (%0,0298)

+ 0,0591x§ - o,oaosxi +0,0812X X, + 0,0469X X_
(X0,0298) (%0,0298) (:0,0275) (10,0275)

+ 0,0575X X, - 0,0326X X - 0,0222X X,
(10,0275) (20,0275) (20,0275)
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Parémetros Estatisticos
para Avaliagdo do Ajuste Valor tabe-|Nivel de
lado de F Confiancga

Teste F(11,17) = 7,1479

Coef. de Correlacgdo = 0,8222 F(12,17)=5,32 99,9 %

Observagdo: No ANEXO E, estdo as cbpias das listagens con-
tendo os valores dos coeficientes, os erros de regressdo estimados
para cada coeficiente e os parémetros estatisticos relacionados
anteriormente.

Assim, apbs a eliminagdo dos termos sublinhados na
CORRELACAO 1.3 e na CORRELAGCAO 2.3, nova regressio foi efetuada
para obter as correlagdes definitivas, nestas o rendimento e a
produtividade aparecem como fungdo apenas dos parametros mais
significativos (erro de regressdo entre parénteses).

CORRELAGAO 1.4

Y: = 0,6499 + 0,1090X - 0,0658X, - 0,0504xf - 0,0498Xi

(0,0407) (:0,0269) (=0,0269) (10,0334) (10,0334)

+ 0,0765X X, - 0,0487X_X_
(10,0309) (10,0309)

Parametros Estatisticos

para Avaliagdo do Ajuste Valor tabe-[Nivel de

lado de F Cconfiancga
Teste F(6,22) = 5,9685
Coef. de Correlacao = 0,6195

F( 6,22)=5,76| 99,9 %
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CORRELAGCAO 2.4

»
¥, = 0,4964 + 0,0423X  + 0,0953X_ - 0,1638xf - o,o4sox§
(0,0455) (10,0240) (20,0240) (20,0298) (10,0298)
+ 0,0591x§ - o,oeosxi +0,0812X X, + 0,00469X X_
(10,0298) (10,0298) (10,0276) (10,0276)

+ 0,0575X X,
(20,0276)

Pardmetros Estatisticos
. o . Valor tabe-|Nivel de
para Avaliagdo do Ajuste lado de F Confianca

Teste F(9,19) = 8,4808
Coef. de Correlacgdao = 0,8007

F( 9,19)=5,39| 99,9 &

Observacdo: No ANEXO E, estdo as cépias das listagens con-
tendo os valores dos coeficientes, os erros de regressdo estimados
para cada coeficiente e os parametros estatisticos relacionados

anteriormente.

Os modelos definitivos obtidos apés o refinamento
(CORRELACAO 1.4 e CORRELACAO 2.4), apresentaram niveis de
confianca de 99,9 %. Portanto, pode-se garantir que os modelos
propéstos sdo estatisticamente bastante representativos. Como os
valores obtidos para o coeficiente de correlagdo para as duas
correlagdes estdo préximos da unidade, conclui-se que estas
expressdes representam bem a variagdo observada no rendimento e na
produtividade em funcdo das variiveis estudadas.

Todas as correlagdes anteriores representavam a variagido das
respostas como fungdo das varidveis codificadas. Para obter quais-
quer destas expressdes como fungdo das varidveis reais, basta
substituir as varidveis codificadas por:

S - 80
T - 30 . _ _ . _ o _ N - 150
X = —5—i X, =pH - 6,0; X —45—— e X = ——>=

50
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Escolhendo os modelos definitivos, CORRELACAO 1.4 e
CORRELAGAO 2.4, e substituindo as expressdes acima nas mesmas, sio
obtidas respectivamente a CORRELAGAO 1.5 e a CORRELACAO 2.5,
representando a variagdo das respostas (rendimento e produtivida-
de) como fungdo direta das varidveis reais.

CORRELAGCAO 1.5

<
Il
|

0,0378 + 0,0531T - 0,34pH  + 0,0083S_+ 0,0048N

0,002036T2 - 0,00002012N2 + O,OlST.pH0 - 0,001375pHOS0

CORRELACAO 2.5

Y; = - 3,3633 + 0,2508T + 0,0888pH_ - 0,01055S_ + 0,000408N -
- 0,006552T% - o,o48pH§ + 0,00003687582 - 0,00002436N° +

+ 0,01624T.pH + 0,0002345T.S + 0,00023T.N

c) Determinagdo das condigdes 6timas para a produgdo de xilitol e
construgdo dos graficos de superficie de resposta e linhas de

contorno

Uma vez que sb& & possivel representar cada uma das respostas
em fungdo de apenas 2 varidveis em graficos como o de superficie
de resposta ou o de linhas de contorno, precisa-se atribuir valo-
res constantes para as outras 2 varidveis restantes. No entanto,
j& que se deseja reproduzir através destas figuras o comportamento
do sistema em estudo nas vizinhangas da regido de resposta maxima,
os valores a serem atribuidos a estas varidveis devem ser os
determinados para a condigdo 6tima de operagdo do sistema.

Uma técnica algébrica para determinar os valores étimos das
varidveis que tornam maxima uma fungdo, consiste enm igualar a zero
as derivadas parciais desta fung¢do.

A aplicagdo desta técnica para encontrar as condigdes fer-
mentativas 6timas para que o rendimento e a produtividade sejam
otimizados sera discutida a sequir.
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I) RENDIMENTO

Aplicando a técnica acima & CORRELAGCAO 1.4 :

*

5Y |
i = - =

sX = 01090 - 0,1080X, + 0,0765X, 0
»

5Y,

ol + 0,0765X - 0,0487X_ =0
»

5Y;

= = - 0,0487X =0
3
t ]

5Y,

53X, T 0,0658 - 0,0996X = 0

Resolvendo o sistema acima formado por 4 equagdes e 4

incégnitas, tem-se:

s2y" ponto de]
1 maximo
X = 1,009 <0 >
1 2 local
| 8X; ]
B 52y ponto de |
X,= 0,000 ; =0 > inflexdo
éX
L 2 —
BZY: ponto de
x5= 1,585 5% =0 > inflexdo
— 3 o=
B s2y" Ponto de.
1 maximo
X= -0,661 <0 >
4 2 local
| 8x; ]

A resolugdo do sistema acima e a andlise da segunda derivada
revelou a existéncia de pontos de inflexdo da fung¢do em relagdo a
X2 e Xa. Portanto, & importante conhecer como a fungdo se comporta
nas regides vizinhas a estes pontos de inflex3o para poder definir
os valores 6timos de X, eX.
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Para tanto, foram construidas as FIGURAS 4.4 a, b, c, 4, e,
mostrando a variacgio de Y: = f(XZJ%) ao se atribuir diferentes
valores para X1 e X4 na CORRELAGAO 1.4, representando as seguintes
funcgdes:

FIGURA X X, Y. = £(X,X)

4.1a -1 +1 0,3749 - 0,0765X, - 0,0487X X_
4.1b +1 +1 0,5929 + 0,0765X, - 0,0487X X_
4.1c -1 -1 0,6046 - 0,0765X - 0,0487X X
4.1d +1 -1 0,7245 + 0,0765X, - 0,0487XX_
4.1le 0 0 - 0,0487X X

Verifica-se, através da FIGURAS 4.4a & FIGURA 4.4e, que
independentemente dos valores de X1 e X, atribuidos, sempre é

possivel identificar duas regides de maximizag¢do da resposta Y: :

-Regido a : 1localizada na extremidade correspondente a valores
positivos de X, (equivalentes a altos valores de pH inicial) e
negativos de x3 (equivalentes a baixos valores de concentragédo
inicial de substrato).

- Regido B : localizada no extremo oposto, caracterizado por
valores negativos de X, (baixos valores de pH inicial) e valores
positivos de X, (altos valores de concentragdo inicial de xilose).

Percebe-se que o valor do rendimento aumenta continuamente a
medida que se caminha para posigdes mais afastadas nestas duas
regides extremas, concluindo-se portanto, ser impossivel estabele-
cer limites matema&ticos para X, e X . Estas varidveis devem ser
limitadas por critérios de viabilidade fisica do sistema em estudo
e entd3o, consideradas estas restrigdes, precisam ser determinados

novos valores 6timos para as varidveis X e X, restantes.
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Escolhendo como limites fisicos, os menores e maiores valo-

res de pHo (Xz) e So (X3) examinados experimentalmente, foram
definidas as seguintes condi¢des restritivas:

—_— pHo = 4,4 (X2 = -1,6) e SO = 144 g/1 (X3 = 1,6)

Substituindo na CORRELAGAO 1.5,

CORRELACAO 1.6

Y: = - 1,2098 + 0,1191T + 0,0048N - 0,002036T° - 0,00002012N°

Derivando e igualando a zero para determinar os valores
6timos de temperatura e velocidade de agitagdo,

. 2, ponto de
6Yl ° 8 Y1 maximo
7ﬁF~= 0,1191 - 0,004072T= 0 —|T = 29,2 C - < 0 — local
o, v, peme e
—o—= 0,0048 - 0,004024N= 0 —{N = 119 rpm < 0 —

6N 5N local

Nestas condigdes, o rendimento maximo estimado

pela
CORRELAGCAO 1.5 & de 0,818 g/g.

—> pH =7,6 (X, =+ 1,6) e S = 169/l (X, = -1,6)
Substituindo na CORRELAGAO 1.5,

CORRELAGAO 1.7

Y1 = - 2,6562 + 0,1671T + 0,0048N - 0,002036T2 - 0,00_002012N2

Derivando e igualando a zero para determinar os valores
étimos de temperatura e velocidade de agitacao,
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sy —ézy* ponto de]
57— = 0,1671 - 0,004072T = 0—|T = 41,4 °C l<o— ?§§QT°
| sT i,
oy 52y" ponto de]
s = 0,0048 - 0,004024N = 0—|N = 119 rpm ; - <0 = o5
N

Nestas condigdes, o rendimento maximo estimado pela
CORRELACAO 1.5 & 1,058 g/g.

A regido a, onde matematicamente podem ocorrer altos valores
de rendimento, apresentou como valor 6timo de temperatura 41,4 °C
para as condigdes restritivas correspondentes a pH inicial de 7,6
e concentracdo inicial de substrato de 16 g/l. Esta regido é
altamente invidvel do ponto de vista experimental por exigir
condigdes bastante adversas para o crescimento e manutengdo de
~ células de leveduras como altas temperaturas e altos valores de pH
inicial. Além disso, se a concentragdo inicial de substrato for
baixa, baixas concentracgdes de produto serdo atingidas no final da
fermentacdo, o que ndo & interessante para o processo do ponto de
vista pratico e econémico.

Por outro lado, antes de se decidir pela inviabilidade da
regido a., deve-se considerar que o rendimento maximo estimado:
para esta regido nas condi¢gdes da CORRELAGAO 1.7 foi 20 % superior
ao valor maximo estimado para a regido B nas condigdes da
CORRELAGCAO 1.6. E aconselhavel, portanto, averiguar se o valor do
rendimento para a regido a, em condigdes diferentes das o6timas e
mais viiveis para processos microbiolégicos, ndo permanece maior
que o da regido B. Assim, reavaliando o rendimento através da
CORRELAGCAO 1.5 para as seguintes condig¢des fermentativas:

temperatura = 35 °C

pH inicial = 7,0

concentracgdo inicial de substrato = 100 g/l
velocidade de agitagdo = 119 rpm
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foi estimado um valor para o rendimento de 0,775 g/g (inferior ao
valor de rendimento maximo obtido para a regido B). Um outro
Problema de se operar o processo em condigdes préximas as requeri-
das pela regido a seria o impacto na produtividade. Por exemplo,
substituindo as condi¢des acima na CORRELACAO 2.5, a produtividade
cairia para 0,43 g/1lh.

Apds todas estas consideracdes, decidiu-se desprezar a
regido «, e estabelecer como condic3es étimas para a maximizacgdo
do rendimento a&quelas determinadas para a regiio B através da
CORRELAGAO 1.6, tendo-se como

- condig¢des restritivas:
- pH inicial iqual a 4,4
- concentragdo inicial de xilose igual a 144 g/1

- condigdes 6timas:
- Temperatura = 29,2 °C
- Velocidade de agitag¢do = 119 rpm

As linhas de contorno e a superficie de resposta correspon-
dentes & CORRELAGCAO 1.6 estdo representadas em FIGURA 4.5a e
FIGURA 4.5b, respectivamente.

II) PRODUTIVIDADE

Tomando as derivadas parciais da CORRELAGAO 2.5 e igualando
a zero, tem-se:

5'
YZ

éT

= 0,251 - 0,01310T + 0,01624pH_+ 0,00023455_ + 0,0002300N =0

*

6Y2

Eﬁﬁ;= 0,089 + 0,01624T - 0,09600pH_ =0

6Y2

==—=-0,0105 + 0,0002345T + 0,00007375S8 =0
GSO o

-
Y
oN

N

= 0,000408 + 0,0002300T - 0,00004872N =0
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FIGURA 4.5 - Linhas de contorno (a) e superficie de resposta (b)
representando a variagdo do rendimento com a temperatura e a
velocidade de agitagdo, para uma concentragdo inicial de substrato
de 144 g/1 e um pH inicial de 4,4 (CORRELAGAO 1.6).
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Resolvendo o sistema de equagdes acima,

[ s2y* ponto de]
T = 30.1 °C 2 <o maximo
! 2 local
B s2y" ponto de "
2 maximo
pH = 6,0 =0
o | spH local |
- L. -
-] Y2 ponto de
S = 47 g/l > = 0 —— minimo
° | &S] local
[~ L2,° ponto de]
Y .
N = 150 rpm 2 o9 —, Maximo
SN2 local

Os resultados mostram que a CORRELAGAO 2.5 possue pontos de
maximo em relagdo as varidveis T, pH° e N, mas ndo em relagdo &
variavel S , para qual foi determinado um ponto de minimo. Isto
significa que, matematicamente, gquanto maior for a concentragao
inicial de xilose, maior serd o valor da produtividade. Portanto,
é necessario adotar o mesmo procedimento anteriormente aplicado
para o rendimento e estabelecer como limite fisico o mais alto
valor de concentragdo de xilose examinado experimentalmente
(s, = 144 g/l).

Reavaliando a CORRELAGCAO 2.5 ao substituir esta condigdo
restritiva, tem-se

CORRELAGAO 2.6

Y2 = - 4,1186 + 0,2846T + 0,08880pH° + 0,0004080N - 0,006552T2

- 0,048pH§ - 0,00002436N” + 0,01624T.pH_+ 0,0002300T.N
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Para encontrar as condi¢des étimas da expressdo acima,

sob a nova condig¢do de restrigdo atribuida a S,:

»

3Y

ET% =0,2846 - 0,01310T + 0,01262pHo + 0,000234550 + 0,0002300N = O
»

6Y2

S_p—ﬁz =0,0888 + 0,01624T - 0,09600pHo =0
-

6Y2

IN2 =0,0004080 + 0,0002300T - 0,00004872N = O

Resolvendo este sistema de 3 equagdes e 3 incégnitas, sao
determinados os valores de temperatura, o pH inicial e de veloci-
dade de agitagdo que matematicamente correspondem a&as condigdes

ideais para maximizar a produtividade. Assim, para

- condic¢do restritiva:

- concentracdo inicial de xilose igual a 144 g/l

- condigdes 6timas:
- Temperatura = 32,5 °C
- pH inicial = 6,4
- velocidade de agitagdo = 162 rpm

Substituindo os valores acima na CORRELAGAO 2.6, pode-se
estimar um valor maximo previsto para a produtividade em xilitol
de 0,828 g/1lh.

Para representar a variagdo da produtividade com a tempera-
tura, o pH inicial e a velocidade de agitagdo, para uma
concentragdo inicial de xilose de 144 g/1, foram construidas as
superficies de resposta e linhas de contorno correspondentes as

seguintes situagdes:

FIGURA 4.6a (PH ), = 6,4 CORRELACAO 2.7
e na y;= - 5,5164 + 0,3885T + 0,004080N
FIGURA 4.6b CORRELACKO 2.6 - 0,006552T° - 0,00002436N°

+ 0,0002300T.N

102



FIGURA 4.7a N, = 162 rpm CORRELAGAO 2.8
e na Y, = -4,6918 + 0,3219T + 0,08880pH_
FIGURA 4.7b  CORRELACAO 2.6 - 0,006552T° - 0,04800pH-

+ 0,01624TpH_

d) Discusséao

- Andlise dos erros experimentais

Quanto a confiabilidade dos resultados obtidos experimental-
mente, pode-se afirmar que um erro experimental da ordem de 10 %
para a produtividade e de 13 % para o rendimento pode ser conside-
rado baixo, levando-se em consideragdo a complexidade do processo
fermentativo em estudo e ainda outras limitagdes experimentais,
tais como:

- a realizacdo dos ensaios em frascos submetidos a agitagdo exter-
na, impossibilitando o controle do pH e da taxa de aeragdo durante
a fermentagao;

- a ndo uniformidade dos tampdes de algoddo utilizados nos diver-
sos frascos, resultando em diferentes permeabilidades para a

transferéncia de oxigénio e de gas carbdnico,

- as pequenas varia¢des na concentragdo inicial de células inocu-
ladas nos diversos frascos.

- Comparag¢3o entre os valores previstos e os valores obtidos
experimentalmente
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Para facilitar a comparagdo dos valores maximos de rendimen-
to e produtividade previstos pelas correlagdes com os valores
obtidos experimentalmente, pode-se recorrer & FIGURA 4.8. Nesta
figura, os valores de rendimento (FIGURA 4.8a) estimados pelo
modelo de 2> ordem obtido originalmente (CORRELACAO 1.2), ou pelo
modelo de 22 ordem obtido apés o refinamento (CORRELAGCAO 1.4), sdo
colocados lado a lado com os melhores valores de rendimento obti-
dos nos 29 ensaios executados para o planejamento experimental,
correspondendo respectivamente aos obtidos no ENSAIO 21, ENSAIO 27
e ENSAIO 25.

Da mesma forma, através da FIGURA 4.8b, os valores da produ-
tividade estimados pelo modelo de 2> ordem obtido originalmente
(CORRELACAO 2.2), ou pelo modelo de 2> ordem resultante do refina-
mento (CORRELACAO 2.4), podem ser comparados com o melhor valor de
produtividade alcancado experimentalmente no ENSAIO 25.

A andlise da FIGURA 4.8, permite constatar que, surpreende
mente, os valores estimados através dos modelos propostos para o
rendimento e produtividade sdo inferiores aos valores experimen-
tais, obtidos em ensaios cujas condigdes de fermentagdao diferiam
consideravelmente daquelas determinadas como o6timas no item
4.2.2cC.

Muitos fatores, como o uso de um modelo refinado para reali-
zar as estimativas, a determinagdo do erro experimental através de
replicatas apenas nas condi¢des do ponto central do planejamento
ou a falta de flexibilidade de um modelo de 2> ordem para se
ajustar a flutuagdes mais acentuadas da superficie, entre outros,
poderiam ter causado esta discrepdncia. Averiguando cada uma das
possibilidades separadamente, j& se pode desconsiderar o primeiro
fator, visto que na FIGURA 4.8 os valores estimados pela
CORRELACAO 1.4 e pela CORRELAGCAO 2.4 estdo mais préximos dos
valores experimentais do que aqueles estimados pelas correlagdes
correspondentes aos modelos originais (CORRELAGAO 1.2 e
CORRELACEO 1.4).
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FIGURA 4.6 - Linhas de contorno (a) e superficie de resposta (b)
representando a variagdo da produtividade com a temperatura e a
velocidade de agitacdo, para uma concentracdo inicial de substrato
de 144 g/1 e um pH inicial de 6,4 (CORRELACAO 2.7).
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FIGURA 4.7 - Linhas de contorno (a) e superficie de resposta (b)
representando a variagdo da produtividade com a temperatura e o pH
inicial do meio, para uma concentragdo inicial de xilose de 144
g/1 e uma velocidade de agitagdo de 162 rpm (CORRELACAO 2.8).
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FIGURA 4.8 - Comparagdo entre os valores maximos de rendimento (a)

e produtividade (b) previstos pelos modelos matematicos com os

melhores valores obtidos experimentalmente.
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Para auxiliar na andlise das outras possibilidades, foram
construidos os diagramas de residuos em fungdo dos valores experi-
mentais para o rendimento e para a produtividade (FIGURA 4.9).

A FIGURA 4.9a parece indicar que o valor do residuo passa de
mais negativo para mais positivo & medida que o valor do rendimen-
to aumenta. Em outras palavras, o modelo representado pela
CORRELAGAO 1.4 esti superestimando os valores baixos do rendimento
e atenuando os valores mais altos. Esta observagdao & especialmente
valida para os 3 maiores valores experimentais de rendimento, os

quais apresentam os residuos mais positivos.

A anadlise da FIGURA 4.9b sugere uma interpretagdo um pouco
diferente, pois os residuos parecem estar bem distribuidos na
faixa de valores experimentais de produtividade que vai de 0 a
0,6 g/lh. No entanto, de maneira semelhante ao que ocorreu com o
rendimento, para o maior valor de produtividade também correspon-
deu um residuo significativamente positivo.

Apesar de a discussdo anterior ter revelado fatos importan-
tes, seria prematuro atribuir as discrepancias observadas a uma
ndo homogeneidade do erro experimental ou a uma falta de flexibi-
lidade dos modelos de 2% ordem. Na realidade, uma avaliagdo mais
completa destes fatores s6 podera ser feita quando forem realiza-
dos os ensaios nas condig¢des determinadas como é6timas para maximi-
zar o rendimento e a produtividade, e entdo, os valores experimen-
tais e estimados para as mesmas condi¢des experimentais poderdo
ser comparados efetivamente.

- Andlise dos efeitos das varidveis no rendimento e na
produtividade

Recordando o procedimento adotado para obter as condigdes
6timas efetuado anteriormente, observa-se que a concentragdo
inicial de substrato (S)) se destaca como uma das variaveis que
mais afetam o rendimento e a produtividade, j& que os valores de
ambos aumentam diretamente com o aumento da concentragdo inicial
de substrato, para a regido investigada experimentalmente.
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Retornando agora a discussio do metabolismo da xilose
(Capitulo 2, item 2.1) e analisando cuidadosamente a FIGURA 2.8,
verifica-se que a medida que a concentragdo de substrato aumenta,
também aumenta a demanda por NADPH para que a xilose possa ser
reduzida a xilitol pela enzima xilose redutase. Assim, todo o
NADPH regenerado através das reagbes enzimaticas da Via Pentose
Fosfato poderia ser potencialmente consumido, o que reduziria o
efeito inibidor do produto NAPDH sobre a enzima D-glucose-6-
fosfato desidrogenase e forgaria a Via Pentose Fosfato a funcionar
como um ciclo fechado, praticamente sé para produzir NADPH. Isto
explicaria porque sdo encontrados altos valores de rendimento e
produtividade nos ensaios com meios contendo altas concentragdes

iniciais de xilose.

Ooutro fator que pode estar contribuindo indiretamente para
os altos valores de rendimento e produtividade na presenga de
altas concentracdes de xilose, & a ocorréncia de inibigdo do cres-
cimento celular pelo substrato. Este fato ja& foi constatado em
trabalhos sobre a assimilacdo de diferentes concentragdes de
xilose por leveduras‘® %1962

Examinando novamente a FIGURA 2.8, nota-se que o cofator
NADPH também & requerido para a formagdo de novas células. Exami-
nando agora as figuras que descrevem O COnNsumo de xilose, a
formacdo de xilitol e o crescimento celular ao longo da
fermentacdo para os 29 ensaios realizados, observa-se que geral-
mente as condigdes que favorecem a formagdo do produto também sao
adequadas para a formagdo de biomassa. Reunindo estas duas infor-
macgdes, pode-se concluir que existe uma disputa pelo cofator NADPH
e caso a capacidade de regeneragdo deste cofator pela Via Pentose
Fosfato nio fosse suficiente para atender a demanda, a formagéo de
xilitol, o crescimento celular ou ambos acabariam limitados pela
escassez de NADPH.

Por outro lado, como altas concentragdes de substrato podem
inibir o crescimento celular, naturalmente a demanda pelo cofator
NADPH para a formagdo de novas células diminuiria e a possibili-
dade de esgotamento deste cofator seria minima, j& que a enzima
xilose redutase e a Via Pentose Fosfato agem de maneira complemen-
tar; a primeira consumindo NADPH e produzindo NADP' e a segunda
regenerando o NADPH. Consequentemente, nestas circunstéincias, a
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formagdo de xilitol seria grandemente favorecida.

Um melhor entendimento sobre a assimilagdo da xilose por C.
parapsilosis I1Z 1710, seria possivel se uma anidlise mais completa
das amostras quanto & presenga de outros produtos, como xilulose
ou etanol, tivesse sido realizada. Isto implicaria no emprego de
um cromatédgrafo liquido de alta performance, na determinagdo das
concentracdes de xilitol, xilose e xilulose e de um cromatdégrafo
gasoso, na determinagdo da concentragao de etanol e outros
volateis. Seria recomendavel também que fosse adotado um método
mais preciso para medir o crescimento celular, através da determi-
nagdo direta da massa seca de cada amostra, para que a fragdo de
xilose utilizada na formagdo de xilitol ou na formagdao de
biomassa, em cada condigdo experimental, pudesse ser definida com
mais clareza.

£ ainda importante ressaltar que a dependéncia observada
entre o rendimento, a produtividade e a concentragao inicial de
xilose concorda plenamente com os dados experimentais obtidos em

(8,12,19,62)
estudos sobre este assunto ' '’ .

O mesmo pode ser dito quanto a influéncia da aeragdo, pois o
rendimento previsto foi maximizado para uma velocidade de agitagdo
de 119 rpm, O que corresponde aproximadamente a uma condicdo de
oxigénio 1limitado. Este dado esta de acordo com os trabalhos
consultados sobre a influéncia da aeragdao na produgdo de
xilitol(lo, 11, 25,51,53,64) .

Devido & falta de informagdes na literatura, nao foi
possivel incluir na Revisdao Bibliografica uma discussd@o semelhante
sobre a influéncia da intensidade da aeragdo sobre a produtividade
em xilitol, mas o fato de a produtividade ser otimizada em
condicdes de aeragdo mais intensas (NM.= 162 rpm), concorda com O
resultado obtido por Jeffriesmm

a utilizacdo de xilose por Candida shehatae.

(Not = 150 rpm), no estudo sobre

J4 para as outras varidveis, pH inicial e temperatura, a
comparagdo com as andlises presentes na Revisdo Bibliografica esta
limitada pela prépria escassez de informagles da literatura sobre
estes aspectos da produgdo de xilitol. Entretanto, pode se afir-
mar, de maneira geral, que o fato do rendimento previsto ser
maximo para baixos valores de pH inicial e valores intermediarios
de temperatura, estd de acordo com o comportamento previsto na

literatura““aa.
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Além da concentracdo inicial de xilose, outra variavel que
exerce forte influéncia sobre o rendimento e a produtividade é a
temperatura, conforme fica evidente ao se verificar que o efeito
da variavel X1 (forma codificada da temperatura) na CORRELAGAO 1.4
e na CORRELACAO 2.4, é o mais significativo de todos os efeitos
simples. De acordo com oS valores dos efeitos da variavel X,
(forma codificada da velocidade de agitagdo) observados na
CORRELACAO 1.4 e na CORRELACAO 2.4, pode-se afirmar que a
influéncia da velocidade de agitagdo sobre o rendimento & bastante

significativa, mas ndo é tao importante para a produtividade.

Quanto aos efeitos de interagao das variaveis sobre a res
posta, o mais importante & sem davida o efeito resultante da
interagdo entre as variaveis X, (forma codificada da temperatura)
e X (forma codificada do PpH 1n1c1a1), para ambas as respostas,
conforme pode ser visto nas correlagdes mencionadas anteriormente.

Observando-se a FIGURA 4.5b, nota-se que O rendimento é
pastante sensivel a alteragdes tanto na temperatura quanto na
velocidade de agitagdo, pois qualquer pequeno deslocamento para
fora do ponto étimo implica em queda aprecidvel do mesmo.

De maneira semelhante, através da FIGURA 4.6b e FIGURA 4.7Db,
observa-se que a produtividade também & muito sensivel a quaisquer
alteragdes na temperatura, mas nio é tdo influenciada por
variagdes na velocidade de agitagdo ou no pH inicial.

Além das diferentes condigdes o&timas determinadas para o
rendimento e a produtividade, o fato de o rendimento ser muito
sensivel a mudangas na temperatura e na velocidade de agitagdo, e
da produtividade ser sensivel principalmente a variagdes na tem-
peratura, & uma dificuldade adicional para que sejam encontradas
condigdes experimentais intermedidrias gque favoregam simultanea-
mente o rendimento e a produtividade em xilitol.

A FIGURA 4.10, constituida por uma sobreposiqéo das linhas
de contorno correspondentes a Y = £(T, N) e Y = f(T, pH) sobre as
linhas de contorno correspondentes a Y = f(T N) e Y = f(T,pH ),
mostra isso claramente e pode-se observar que embora seja possivel
encontrar uma condigdo intermedidria, ndo muito distante dos valo-
res 6timos estabelecidos para a temperatura e a velocidade de
agitagdo, fica muito dificil fazer o mesmo para o pH inicial.
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FIGURA 4.10 - Comparacdoc das condigbes o6timas de fermentacédo

estimadas para o rendimento e para a produtividade.
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Para se ter uma idéia das perdas no rendimento e na produti-
vidade caso a fermentagdo ocorra em condicdes intermediarias entre
as 6timas determinadas para o rendimento e produtividade, pode-se
reavaliar estas respostas para a nova situagdo, substituindo os
seguintes valores de:

temperatura = 30,8 °C

pH inicial = 5,4

concentragdo inicial de xilose = 144 g/1
velocidade de agitagdo = 140 rpm

nas correlagdes apropriadas. Assim, através da CORRELAGCAO 1.5, o
valor do rendimento seria de 0,729 g/g e através da CORRELACAO
2.5, o da produtividade seria de 0,784 g/lh, ambos aproximadamente
10 % inferiores aos maximos previstos nas condig¢des 6timas.

No caso da produgdo de xilitol, onde o produto possui alto
valor comercial e a matéria-prima, sendo constituida por hidroli-
zados de residuos agricolas, apresenta um custo baixo, geralmente
recomenda-se que as condigdes do processo sejam escolhidas de
forma a favorecer a produtividade. A xilose ndo convertida pode
ser simplesmente descartada sem grandes prejuizos.

Entretanto, os mais pesados custos envolvidos no processo de
producdo de xilitol sd@o aqueles associados as etapas de separacgido
e purificagdo. Assim, quanto maior for o rendimento, menor seria a
quantidade de xilose residual no caldo fermentado e os custos para
purificar o xilitol também seriam menores, reduzindo o custo do
processo.

Dessa forma, & mais aconselhdvel encontrar uma condigdo de
compromisso para operar o processo. A escolha desta condigao
envolve um estudo mais aprofundado dos aspectos discutidos acima e
também de outros, destacando-se uma avaliacdo detalhada da
influéncia do aumento da concentragdo inicial de células na produ-
tividade, um aspecto que n3o foi explorado neste trabalho.
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5 - CONCLUSAO E SUGESTOES
Pode-se concluir que:

- Das 18 cepas de leveduras testadas inicialmente, apenas C.
tropicalis IZ 1824, C. tropicalis IZ 1958, C. parapsilosis IZ 1710
e C. parapsilosis DM-FIOCRUZ 2882 se destacaram na producdo de
xilitol, atingindo mais de 4,0 g/l de xilitol, com consumo
integral da xilose inicialmente presente no meio (20 g/1).

- Dentre estas 4 cepas, C. parapsilosis IZ 1710 foi escolhida como
a mais adequada para os estudos sobre a produgdo de xilitol pelo
método de andlise de superficie de resposta, por apresentar uma
concentracdao final de xilitol de 8,0 g/l1l, apdés apenas 58 horas de
cultivo em meio contendo somente 1 g/l de extrato de levedura, na
presenga de acetato de amdénio como fonte de nitrogénio. Nesta
etapa, o microrganismo apresentou um rendimento em xilitol de
0,43 g/g e uma produtividade de 0,14 g/1h.

- Através de estudos sobre a melhor forma de preparagdo do
inéculo, verificou-se que as células de C. parapsilosis IZ 1710
cultivadas em meio contendo 10 g/l de xilose e 10 g/1 de glicose,
foram capazes de assimilar este substrato misto tdo eficientemente
quanto a glicose pura e apresentando ainda o mesmo crescimento
celular.

- Apds a realizagdo de apenas 29 ensaios propostos pelo planeja-
mento experimental por andlise de superficie de resposta, foram
encontradas condigdes experimentais que permitiram ao microrganis-
mo atingir valores de rendimento de até 0,87 g/g, com uma concen-
tragdo final de produto acima de 120 g/l, para uma produtividade
de mais de 0,9 g/lh. Estes resultados indicam que o emprego do
método de planejamento experimental foi bem sucedido no sentido de
promover um aumento expressivo na capacidade produtiva da levedura
C. parapsilosis 1IZ 1710.

-~ O procedimento de modelagem empirica, seguida pelo refinamento

dos modelos completos de 22 ordem obtidos para o rendimento e para
a produtividade, resultou em correla¢des praticas, com menos de 10
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parametros, tornando possivel a otimizagcdo das variiveis e deter-
minagdo dos valores das mesmas que tornam ma&ximos os valores de
rendimento e produtividade. Verificou-se também que os modelos
propostos representaram adequadamente os dados experimentais, por
apresentarem um nivel de confianga de mais de 99,9 % para ambas as
respostas.

- Os modelos matemadticos empiricos obtidos mostraram limitagdes
quanto & sua aplicacgdo, devido ao fato de considerarem os erros de
medida constantes para todas as respostas e ndo levarem em conta a
ocorréncia de erros sistematicos. Verificou-se também uma falta de
flexibilidade do modelo de 22 ordem, levando & atenuacdo dos
valores madximos de rendimento e produtividade previstos para as
condigdes o6timas, que foram aproximadamente 20 % inferiores aos

melhores obtidos experimentalmente.

Este trabalho resultou no desenvolvimento de um processo
fermentativo com persperctivas de preencher todos os requisitos
basicos para se tornar uma alternativa ao processo tradicional de
sintese quimica para a produgdo de xilitol.

BUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

Ficam como sugestdes para dar continuidade e complementar
este trabalho, a realizagdo de estudos visando verificar:

- O0s resultados experimentais dos ensaios realizados sob as
condigdes o6timas determinadas na otimizagdo do rendimento e da
produtividade;

- A influéncia de concentragdes iniciais de xilose maiores que

144 g/1 no rendimento, na produtividade e na concentracgdo final
de xilitol;
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- A influéncia da concentracdo inicial de células na produtividade
em xilitol;

- 0 efeito real do pH e da taxa de aeragdo no rendimento e na
produtividade, quando controlados durante a fermentagdo através da
realizacdo de ensaios em fermentador de bancada;

- A possibilidade de utilizagdo do hidrolizado de bagago de cana-

de-agicar como substrato e os reflexos nos resultados obtidos.

Pode-se ainda fazer o estudo cinético da produgdo de xilitol
a fim de determinar os parametros cinéticos de consumo de substra-
to, formagdo de produto e crescimento celular. Os resultados
poderiam ser utilizados na simulagdo do processo e também para
iniciar a investigacdo da produgdo continua ou em batelada de
xilitol, utilizando células de levedura imobilizadas (para forne-
cer grandes densidades celulares), em biorreatores convencionais

ou em biorreatores tipo torre.
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ANEXO A

Procedimento para a Obtengdo da Curva de
Calibracdo de Concentragdo Celular versus Absorbéancia

Ao final dos ENSAIOS 17, 18 e 19 (triplicata no ponto cen-
tral do planejamento fatorial inicial), misturou-se os caldos
fermentados obtidos em um finico frasco e retirou-se um volume de
10 ml, que foi centrifugado.

Ap6és a centrifugagdo, descartou-se O sobrenadante e pro-
cedeu-se a lavagem das células (corpo de fundo), adicionando-se
20 ml de solucdo salina. Depois de agitar bem, realizou-se nova

centrifugagao.

Novamente, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se
solugcdo salina até que o volume total atingisse 20 ml. Apbés tornar
bem homogénea a suspensdo resultante, com o auxilio de uma pipeta
de 2 ml foram retiradas 5 aliquotas desta suspensdo, para serem
filtradas em membranas Millipore e posteriormente colocadas na
estufa de secagem a 100 °C por 24 horas.

Apbés a secagem, as membranas (previamente taradas) contendo
as células secas foram pesadas em balanga analitica, apresentando
os seguintes resultados:

Membrana n< Massa de Células Secas (9)
1 ) 0,0775
2 ' 00,0780
3 0,0780
4 00,0777
5 0,0771
Média = 0,07766

Portanto, a concentragdo de células na suspensao original
era de 0,07766 g de células secas/2 ml ou
38,83 g de células secas/l1l.
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Do restante da suspensio original, foram retiradas outras
aliquotas destinadas a preparagdo de suspensdes com diversas
dilui¢des. Cada uma destas suspensdes diluidas foi submetida a
leitura de transmitancia em espectrofotémetro a 600 nm, montando-
-se a TABELA A.1l.

TABELA A.1 - Relagdo entre concentragdo celular e absorbédncia para
C. parapsilosis IZ 1710

Diluigédo Concentragao de
( vol. de susp. concentr. ) c§1u1as na susp. Absorbéncia
volume total diluida (g/1l) a 600 nm

Infinita 0,0000 0,000
1/200 0,1941 0,658
1/250 0,1553 0,516
1/300 0,1294 0,444
1/400 0,0971 0,356
1/600 0,0647 0,229
1/800 0,0485 0,158
1/1000 00,0388 0,152
1/2000 0,0194 0,081

Observagdo: A concentragao de células na suspensdo diluida é
igual a concentragdo de células na suspensdo original dividida
pela diluigdo correspondente.

Os dados de Concentracdo celular e absorbancia foram cor-
relacionados através de uma regressdo linear (FIGURA A.1),
resultando
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FIGURA A.1 - Curva de calibragdo da concentragao celular em fungdo

da absorbancia a 600 nm para C. parapsilosis IZ 1710.
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ANEXO B

Curvas representando o consumo de substrato, a formagao de produto
e o crescimento celular ao longo do tempo para os 29 ensaios do

Planejamento Experimental.
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ANEXO B (Continuagao)
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ANEXO B (Continuacao)
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ANEXO B (Continuacao)
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ANEXO B (Continuacao)
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ANEXO B (Continuagao)

FIGURA B.22 - Dados do ENSAIO 22
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ANEXO B (Continuagao)
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ANEXO B (Continuacao)
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ANEXO C

Exemplo do Procedimento Adotado para Calcular os Valores
Experimentais de Rendimento e Produtividade em Xilitol

- CAlculo do rendimento em xilitol (Y,)

Este cédlculo foi realizado para cada ensaio, montando-se
inicialmente uma tabela relacionando a concentragdo de xilose
consumida (AS = So - 8) e a concentracéo de produto
formado (AP = P - Po), para cada amostra coletada.

Em seguida, os dados foram colocados em um grafico de AP
versus AS e correlacionados através de uma regressdo linear, sendo
que o valor do rendimento era igual ao coeficiente angular da
equagdo obtida.

Exemplificando com os dados do ENSAIO 2,

TABELA C.1 - Determinagdo de AS e AP a partir dos dados da
fermentagdo para os dados do ENSAIO 2.

Amostra S (g/1) P (g/1) As (g/1) AP (g/1)
t (h)

0 42,2 (s)) 0,0 (P) 0,0 0,0
11 39,5 0,5 2,7 0,5
24 36,4 2,2 5,8 2,2
36 33,0 3,6 9,2 3,6
48 29,1 4,9 13,1 4,9
70 23,6 8,0 18,6 8,0
95 19,1 10,7 23,1 10,7

143 14,5 12,1 27,7 12,1
189 11,5 12,6 30,7 12,6
238 7,1 10,0 35,1 10,0"
290 8,0 13,6 34,2 13,6

* - ponto descartado

Observacgédo: Antes de fazer a regressdo, tomou-se o cuidado
de eliminar os pontos finais onde a concentragdo de xilitol apre-
sentou uma queda devido a re-assimilagdo do mesmo ou gquaisquer
outros pontos suspeitos de serem resultados de erros experimen-
tais.
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Construiu-se entdo a FIGURA C.1, obtendo-se a equacgdo abaixo
através de regressdo linear de todos os dados de AP versus AS
presentes na TABELA C.1, com exceg¢do do ponto assinalado:

O 1 | 1
0 10 20 30 40

—(S - So)

AP = -0,247 + 0,429A8 —w———> Y1 = 0,429 g/g
r = 0,995

FIGURA C.1 - Exemplo de cdlculo do rendimento (dados do ENSAIO 2)

- Calculo da produtividade em xilitol (Yz)

Este cédlculo foi feito diretamente, dividindo-se a concen-
tragdo maxima de xilitol alcangada em cada ensaio pelo tempo de
fermentagao correspondente.

Assim, para o ENSAIO 2,

- 13,7 g/1 _
Y, = it = 0,047 g/lh
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ANEXO D

Calculo do Erro Experimental e

Propagagdo do Erro nos Parémetros

a) Ca&lculo do erro experimental para o rendimento e para a

produtividade

I - Ensaios do Planejamento Fatorial Inicial (Replicatas = ENSAIO
17, 18 e 19)

. 2 2
Ensalo em Y1 S:: Y2 S12
replicata (g/9) (g/1h)

17 0,602 0,002245 0,517 0,001985
18 0,407 0,008192 0,342 0,006272
19 0,596 0,001861 0,503 0,001201
Média 0,535 0,004099 0,454 0,003153
Erro Exper. 0,064026 0,056149
(Desvio padréo)
Dados:
2 (Yi - §)2 2 (172
s, = 3 e s, = (S )
onde,
2 = yariancia

= valor da varidvel em cada replicata
= média das replicatas

= média das varidncias

= desvio padrdo (erro experimental)

W 0 <Il < 0
LR - V)

140



IT - Ensaios do Planejamento Experimental Completo (Replicatas =
ENSAIO 17, 18, 19, 28 e 29)

Ensaio em Y sz Y, sz
replicata (g9/9) (g/1h)

17 0,602 0,000018 0,517 0,000722

18 0,407 0,020201 0,342 0,009385

19 0,596 0,000072 0,503 0,000288

28 0,719 0,006161 0,511 0,000512

29 0,717 0,005941 0,523 0,000968
Média 0,608 0,006479 0,479 0,002375

Erro Exper. 0,080490 0,048734

(Desvio padrao)

b) Propagagdo dos Erros Experimentais: C&lculo dos Erros nos
Parédmetros

O <calculo do erro associado a cada parametro das
CORRELAGOES1.1, 1.2, 2.1 e 2.2 é realizado multiplicando-se o erro
experimental correspondente & correlagdo por uma matriz de fatores
de propagagdo obtida introduzindo as condig¢des experimentais na

forma de variadveis codificadas no Programa REGERR.

I - Para a CORRELAGAO 1.1 e a CORRELACAO 2.1

Matriz dos Fatores de Propagagdo calculada pelo Progr. REGERR

THE TNVERSE MATRIX I8

W ADHAHID .002G00 . 000000 ~ORADNO AL LA
~000000 “OO25Q0 wOB0000 ~A000RQ LRONARN
Q000N “O00000 «RLE2HO0 «“OAAONA ZROONQY
“O00Q00 ~A0O00Y A7 17 W GLH2TO0 COQPOAO
" AOQQOO « 000000 « 000000 ~092009 Q6 HOY
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- CORRELACAO 1.1

Erro Experimental Matriz dos fat. Variéncia Extraindo as
nos Parémetros de propagagao (P.F.I.) raizes
—Ebo- [ 0,052632 | [ 0,014689 ]
b 0,062500 0,016006
E = | 0,062500 X 0,004099 0,016006
Eb3 0,062500 0,016006
E,, | 0,062500 | | 0,016006

- Para a CORRELACAO 2.1 :

Erro Experimental Matriz dos fat. Variéncia Extraindo as
nos Parémetros de propagagao (P.F.I.) raizes
’Ebo“ [~ 0,052632 | [ 0,012882 ]
b1 0,062500 0,014038
E, . = | 0,062500 X 0,003153 = 0,014038
Eb3 0,062500 0,014038
Eb4 | 0,062500 _ | 0,014038

II - Para a CORRELACAO 1.2 e a CORRELACAO 2.2
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Matriz dos fatores de propagagdo calculada pelo Progr. REGERR

DEFF o~

37042
~.08h7R7
~ 0847 27
- OO0
» OO0O0O00
o OO0
« 000000
« OO0
alelilslele]
« ODOOOO0N
. NOOO00
» OO0000
. OOOOO0
« OO0
« NOOOC
. QO0OO0O0
LOGON00
« QONOO0
< DOOOOH0
« 000000
L OOOO00
NOONOO0
DOOO0
» OO0
046727
= ODOZTOTO
007020

« (OO0
-.08677%7
-073264
—- OO0
Malelslalgle]
LO0OO000
- D4K7Z7
- . AOTOTO
73264
«OOOO0O0
= 0446727
- OO0
- .00T0O30
« 000O000
- Q00000

L 000000
. OOO0N0
« QOO000
. OONOON
« QOON00
« OOO0NO00
« GO0O00
alelalsalt)
< OO0ONHON
aleialslala]
« 00O000
«DOOO00
. QOOOO0
« ONOQON
. 000000
- 000000
. DOONO0
alalsInlall)
L 062500
. QOO0
L 000000
« QOO000
alelaielslel

~O6ZDO0

IRACTS BUNRE)
1HF INVERSE MATRY X

14

« OO0

LOBATRY

.047348

« OOO000

«DOO0O0

- 000000

- 000000

- OOO000

< OO0000

. 000000

003030

. 000000

. 003030

- 000000

Q7264

. 000000

« O00000

. 000000

- 000000

ralalaleTele}

« 000000
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« 00000
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» 000000

- 000000
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- CORRELAGAO 1.2
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Erro Experimental Matriz dos fat. Variéncia Extraindo
nos Parémetros de propagag¢ao (M.S.R.) raizes

—Ebo— [~ 0,170632 ] [~ 0,033249]
b1 0,047348 0,017515

Eb2 0,047348 0,017515

Eb3 0,047348 0,017515

Eb4 0,047348 0,017515
Eb11 0,073264 0,021787
Eb22 0,073264 0,021787
Eb33 0,073264 X 0,006479 0,021787
Eb44 0,073264 0,021787
Eb12 0,062500 0,020123
Eb13 0,062500 0,020123
Eb14 0,062500 0,020123
Eb23 0,062500 0,020123
Eb24 0,062500 0,020123
Eb34 0,062500 0,020123



- CORRELAGAO 2.2

Erro Experimental Matriz dos fat. Variéancia Extraindo as
nos Parémetros de propagagao (M.S.R.) raizes
"Ebo‘ [~ 0,170632 ] [ 0,020131 ]

b1 0,047348 0,010604

E,, 0,047348 '0,010604

Eb3 0,047348 0,010604

Eb4 0,047348 0,010604

Ebll 0,073264 0,013191

E 0,073264 0,013191
b22

Eb33 = 0,073264 X 0,002375 = 0,013191

E 0,073264 0,013191
b4d4

E 0,062500 0,012183
b12

E 0,062500 0,012183
b13

E 0,062500 0,012183
b14

E 0,062500 0,012183
b23

E 0,062500 0,012183
b24

E 0,062500 0,012183

| B34 - _
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ANEXO E

Listagens finais das correlagdes obtidas através de regressao

multilinear e ndo linear, utilizando recursos computacionais.

Valores dos coeficintes,

estatisticos de ajuste.

I) Rendimento

- CORRELAGAO 1.1 : Valores dos coeficientes ajustados e parémetros

estatisticos ajustados pelo programa TREND.

COLUMN 1 = Y, COLUMN 2 = ESTIMATED Y, COLUMN = = DEVIATION
1

1 -D16=

2 L0906

= -.0107

4 — . QQE3

o —-. 0354

TREND SURFACE COEFFICIENTS 1 = CONSTANT TERM

SOURCE OF SUM OF DEGREES OF MEAN,
VARIATION SQUARES FREEDOM SQUARES F-TEST,
REGRESSION .15 4 04
2.2472
DEVIATION .24 i4 .02
TOTAL VARIATION 39 18
GOODNESS OF FIT = L3210
CORRELATION COEFFICIENT = HZDE
Stop - Frogram terminated.
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- CORRELAGAO 1.2 : Valores dos coeficientes ajustados e dos

parametros estatisticos estimados pelo programa TREND.

1

1 L6612
2 L1061
= =.0090 T
4 L0127
) - 0679
b -, 0508
7 —0131
£ - 0047
4 - 0302
10 0726
11 «OIE7
12 OITEE
13 —-. 0326
14 -.0219
15 . O057

TREND SURFACE COEFFICIENTS 1 = CONSTANT TERM

SOURCE OF SuUM OF DEGREES OF MEAN,
VARIATION SQUARES FREEDOM SOUARES F-TEST,
REGRESSION .98 14 .04
2.0%99
DEVIATION .28 14 .02
TOTAL VARIATION .86 28
GOODNESS OF FIT = L6710
CORRELATION COEFFICIENT = .8192
Stop - Frogram terminated.

- CORRELACAO 1.3 : Valores dos coeficientes ajustados, com os
respectivos erros de regressdo e parametros estatisticos de ajuste
estimados pelo pacote estatistico STATGRAPHICS.

Como este programa ndo fornece diretamente o valor do Teste
F, este foi determinado através da seguinte sequéncia de calculos:
SCQM = STQM - SQD

SCOM

MSoM = (NP - 1)
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SQD

MSQD = (NE - NP)
F o= MSQM
MSQD
onde,
STQM = soma total dos quadrados do modelo
SQD = soma dos quadrados do desvio
SCQM = soma corrigida dos quadrados do desvio
NP = nGmero de parametros
NE = nGmero de ensaios
MSQM = média da soma dos quadrados do modelo
MSQD = média da soma dos quadrados do desvio
F = valor do teste F

Model Fitting Results

estimate stnd.error ratio
Coeffictent 1t 65017166 . 04056949 16.0261
Coefficient 2 . 10904050 . 02680873 84,0674
Corfficient 3 ~-. 046584173 . 02680873 -2.45460
Coefficient 4 ~. 05056091 . 03328839 -1.5187
Coefficient 5 -. 0499456598 - 03328839 -1.5010
Coefficient & . 07548515 . 03080089 2.4832
Coefficient 7 L0375891 1 . 03080089 1.2204
Coefficient 8 . 029466832 . 03080089 <632
Coefficient @< -. 0484646832 . 03080089 -1.95801
Coefficient 10 -. 025835663 . 03080089 -.8388
Total iterations = 2 Total function evaluations = 23
Analysis of Variance for the Full Regression :
source sum of squares df mean square ratio
Madel 10.244344 10 1.024435 &7.489735
Error . 288403 19 015179
Total 10.332749 29
Total (carr.) . 882423 28
R-squared = Q,673169
SCQM = 0,594020
MSQM = 0,066002
MSQD = 0,015179
F(9,19) = 4,348229
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- CORRELAGAO 1.4 :Valores dos coeficientes ajustados, com os
respectivos erros de regressdo e os critérios estatisticos de

ajuste estimados pelo programa STATGRAPHICS.

estimate stnd.error ratio
Corfficient 1 . 44989549 - 040468271 15.9747
Coefficient 2 . 10904347 . 02688355 4.0561
Coefficient 3 -~. 06584272 . O2468835% ~2.4492
Coefficient 4 -. 035043523 . 03338130 -1.5107
Coefficient %5 ~.04784899 » 03338130 ~-1.4933
Coefficient 6 . 07648515 . 03086868% 2.47673
Coefficient 7 -. 04866012 . 0308604685 ~1.576%

Total iterations = 2 Total function evaluatinne = 17

source sum of sqguares d€ mean square ratio

Madel 10,196942 7 1.456706 95.434329

Ervor . 335807 22 . 015264

Total 10.532749 29 SCQM = 0,546616
Total (corr.) .882423 28

MSQM = 0,091103
MSQD = 0,015264
F(6,22) = 5,968484

R-squared = 0,619449

II) PRODUTIVIDADE

- CORRELAGAO 2.1 : Valores dos coeficientes ajustados e dos
parametros estatisticos de ajuste estimados pelo programa TREND.

1
-3018
L0550
—. 0228
0741
0245

A LR e

TREND SURFACE COEFFICIENTS 1 = CONSTANT TERM

SDQRCE oF SUM OF " DEGREES OF MEAN,

VARIATION SAUARES FREEDOM SQUARES F-TEST,

REGRESSION 16 4 .02 ———————————
. ' 1.408%5

DEVIATION .39 14 LO3

TOTAL VARIATION .54 18

GOODNESS OF FIT = . 28465

CORRELATION COEFFICIENT = CBEST
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- CORRELAGAO 2.2 :

estatisticos
b
1 .49n4
Py LOATTS
i -, 0049
4 LO953
A LON12
b -.1678
7 -.,0480
H OS50
9 - 0609
10 L0812
11 L0469
2 LOST7S
17 -, 012k
14 - 0727
15 L0056

TREND SURFACE COEFF ICIENTS

estimados pelo programa TREND.

1 = CONSTANT TERM

oAr1AT 10N D EDon | SQUARES  F-TEST.
REGRESSION .95 14 o
DEVIATION .20 14 .01

T0TNAL. VARIATION 1.16 28

BOODNESS OF FIT = .8231

CORRELATION COEFFICIENT = LPOT3

Stop - Frogram terminated.

valores dos coeficentes ajustados e parametros

- CORRELACAO 2.3 - Valores dos coeficientes ajustados, com oOs
respectivos erros de regressdo e dos parémetros estatisticos de
ajuste estimados pelo programa STATGRAPHICS.
Model Fitting Results
estimate stnd.error ratio
Coefficient 1 . 89638597 . 045446844 10.9172
Coefficient 2 . Q4227003 . 02395149 1.7648
Coefficient 3 . 09531878 . 02395149 3.9797
Coefficient 4 -.15380245 . 02979376 -5.4979
Coefficient 5 -. 04797823 . 02979376 -1.5103
Coefficient & . 05907407 .02979376 1.9828
Coefftcient 7 —-. 04084951 .02979376 -2.0424
Coefficient 8 .08123762 .02751817 2.9521
Coefficient 9 . 044875624 LO2751817 1.7035
Coefficient 10 .05749505 L02751817 2.0893
Coefficient 11 -.03242871 .Q02751817 -1.1857
Coefficient 12 -.02224752 .02751817 ~.808%
Yotal iterations = 2 Total function evaluations = 27
Analyeis of Variance for the Full Regression
source sum oOf squares df mean sguare ratio
Model 4, 322059 12 L340172 29.726949
Error . 205972 17 .012116
Total 4.528031 29
Total (corr.) 1.158609 29 SCQM = 0,952637
R-squared = 0.822225 MSQM = 0,086603
MSQD = 0,012116
F(11,17) = 7,147851
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- CORRELAGAO 2.4 : Valores dos coeficientes ajustados, com os
respectivos erros de regressdo e dos paradmetros estatisticos de
ajuste estimados pelo programa STATGRAPHICS.
Model Fitting Results
estimate stnd.error ratio
Coefficient 1 . 494670597 LO8553742 10.90n1
Coefficient 2 . 04227003 . 02398888 1.7621
Carfficient 3 . 09531878 . 023988848 X.973%
Coafficient A4 ~-. 16380245 . 02984027 -5.4893
Coefficient 5 -.04797823 . 02984027 -1.6078
Coefficient o6 . 05907407 . 02984027 1.9757
Coefficient 7 ~-. 06084951 . 02984027 -2.0392
Coef{icient 8 08123762 .02756113 2.947%
Corpfficient & . OALAT7424 L02756113 1.7008
Coefficient 10 . 05749505 LO027356113 2.0861
Total iterations = 2 Total function evaluations = 27
Analysis of Variance for the Full Regression
source sum of sqQuares df mean sqQuare ratio
Model 4,277108 10 . 429711 35, 355935
Error . 230923 19 012154
Total 4.528031 29
Total (corr.) 1.158609 28
R-squared = 0,800689
SCQM = 0,927686
MSQM = 0,103076
MSQD = 0,012154
F(9,19) = 8,480848
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