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RESUMO

O xilitol € um acgucar-alcool com ampla utilizagdo na industria alimenticia,
porém mesmo sendo numerosos 0s estudos sobre a sua producdo a partir da
fermentacao de hidrolisados hemiceluldsicos, poucos sdo os trabalhos que tratam
da sua separacao e purificagdo. O objetivo principal deste trabalho é, portanto,
desenvolver uma metodologia de separacdo do xilitol dos compostos
remanescentes no meio fermentado obtido por fermentacdo do hidrolisado de
bagaco de cana-de-acgucar por Candida guilliermondii.

Inicialmente, ensaios conduzidos com as zedlitas NagsX, Baylith 415 e
Baylith WE 894 em diferentes formas catibnicas permitiram constatar a maior
eficacia das zedlitas NaWE e BaWE na adsorgao do xilitol e posteriormente, o uso
de colunas de leito fixo empacotadas com estas duas zeodlitas em diferentes
granulometrias, a 30 e 50 °C, revelou que a separagao do xilitol foi superior com o
uso da zedlita BaWE com particulas de 53-125 um a 50 °C. Estas condi¢des foram
empregadas na determinacao da constante de equilibrio deste composto usando a

resposta a pulsos cromatograficos, sendo o valor obtido igual a 1,03.

Os efeitos da temperatura, da velocidade superficial e da razdo volume de
pulso/volume de leito (Vp/VI) sobre a separacdo do xilitol foram investigados
através de andlise estatistica de experimentos delineados por um planejamento
fatorial 2%, que revelou que a condicdo mais favoravel para separar o xilitol envolve
0 uso de temperatura de 80 °C, velocidade superficial de 0,5 cm.min™ e Vp/VI igual
a 0,2. O emprego de etanol e acetona em diferentes concentra¢cdes como eluentes
permitiu concluir, apds avaliacdo das eficiéncias obtidas e do custo dos mesmos,
que o etanol a 30 % é o eluente mais adequado para ser utilizado na separagao

do xilitol.

Apbs a determinacdo dos parametros de separacdo em meio sintético,
iniciaram-se os testes com meio fermentado, obtido da fermentagéo de hidrolisado
de bagaco de cana-de-acucar com Candida guilliermondii. Dentre as metodologias

Xii



empregadas na destoxificacdo deste meio, o uso de resinas de troca ibnica foi o

mais eficiente, permitindo obter maiores parametros fermentativos.

A avaliacdo da separacao do xilitol obtido por fermentacdo foi realizada
variando-se o numero de colunas e o volume do pulso e os melhores resultados
foram obtidos utilizando-se 2 e 3 colunas de zedlita BaWE alimentadas com
volume de pulso igual a 8 % do volume do leito. Apesar das eficiéncias de
separacgao terem sido superiores com 3 colunas, verificou-se que a porcentagem
de xilitol nas fracbes enriquecidas e a quantidade recuperada deste poliol foram
somente ligeiramente superiores as obtidas em sistema com 2 colunas (0,5 e
2,1 % superiores, respectivamente). Além deste fato, o sistema de 2 colunas
contribuiu para uma eluicdo mais rapida dos compostos e requereu menor volume
de eluente. Estas observagdes permitiram concluir que dentre os sistemas
experimentais avaliados, 0 composto por 2 colunas de zeodlita BaWE com altura
total de leito de 89 cm, alimentadas com volume de pulso igual a 8 % do volume
do leito, a 80 °C e 0,5cm.min™ conduziu a uma melhor separacdo do xilitol.
Nestas condigcdes obteve-se uma fracdo com 97,28 % de xilitol, 0,84 % de
arabinose, 0,82 % de xilose e 0,54 % de arabitol e eficiéncias de separagao de
3,17 e 2,72 com relacéo a arabinose e a xilose, respectivamente.
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ABSTRACT

Xylitol is a sugar alcohol with large utilization in food industry. Nevertheless,
although there are numerous studies on its production from the fermentation of
hemicellulosic hydrolysates, there are few works dealing with its separation and
purification. The principal aim of this work is, therefore, to develop a methodology
for xylitol separation from the compounds remaining in the fermented medium,
which was obtained by fermentation with Candida guilliermondii in sugar cane

bagasse hydrolysate.

Initially, assays were conducted with the zeolites NagsX, Baylith 415 and
Baylith WE 894 in different cationic forms, which permitted us to observe a higher
effectiveness of zeolites NaWE and BaWE in the xylitol adsorption, and later, the
use of fixed bed columns packed with these two zeolites in different
granulometries, at 30 and 50 °C, revealed that the xylitol separation was better
when 53-125 um BaWE zeolite particles at 50 °C were utilized. These conditions
were also employed for determining the equilibrium constant of this compound
using the chromatographic pulse response technique, the value obtained being
equal to 1.03.

The effects of temperature, superficial velocity and pulse volume/bed
volume ratio (Vp/VI) on the xylitol separation were investigated by means of
statistical analysis of experiments described by a 2° factorial design, which showed
that the most favorable conditions for this separation are: temperature of 80 °C,
superficial velocity of 0.5 cm.min™ and Vp/VI of 0.2. The use of ethanol and
acetone at different concentrations as eluents enabled us to conclude, after an
evaluation of their costs and of the efficiencies obtained, that ethanol at 30 % is the
most suitable eluent for xylitol separation.

After determining the parameters of separation in synthetic medium, tests

were performed with fermented medium obtained from fermentation of sugar cane
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bagasse hydrolysate with Candida guilliermondii. Of the methodologies employed
for detoxification of this medium, the use of ion-exchange resins proved the most

effective, giving higher fermentative parameters.

The separation of xylitol obtained from fermentation was evaluated by
varying the number of columns and the pulse volume, the best results being
attained with 2 and 3 columns of zeolite BaWE fed with a pulse volume equal to
8 % of bed volume. Although the separation efficiencies were enhanced by using 3
columns, it was observed that the amount of xylitol in the enriched fractions and its
recovered amount were only slightly higher than those obtained using 2 columns
(0.5 and 2.1 % higher, respectively). In addition, the 2-column system contributed
to a more rapid elution of the compounds and required a lower eluent volume. It
can therefore be concluded that, of the experimental systems that were evaluated,
the one composed of two columns of zeolite BaWE with a bed 89 cm in total height
and fed with a pulse volume equal to 8 % of bed volume, at 80 °C and 0.5cm.min™",
led to a better xylitol separation. Under these conditions, the fraction obtained
contained 97.28 % xylitol, 0.84 % arabinose, 0.82 % xylose and 0.54 % arabitol,
and the efficiencies of xylitol separation from arabinose and xylose were 3.17 and
2.72 respectively.

XV



Capitulo 1- Introducio

1- INTRODUCAO

O xilitol foi descoberto ha aproximadamente 113 anos por Bertrand, Fischer
e Stahel. Relatos de sua cristalizacao a partir da hidrogenacao de xilose altamente
pura e de sua producao por microrganismos surgiram algumas décadas depois.
Desde entdo tem se observado crescente o0 seu uso na nutricdo parenteral e na
dieta de diabéticos (HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982).

Suas propriedades anticariogénicas foram notadas apenas no final dos
anos de 1960 e efetivamente confirmadas nos estudos de Makinen (1976), que
evidenciaram a redugcdo em 90 % da incidéncia de novas caries e a
remineralizagdo das lesdes pré-existentes quando a sacarose foi substituida pelo
xilitol. Outras descobertas do uso do xilitol na area médica tém sido recentemente
divulgadas, como a possivel utilizagdo no tratamento da osteoporose (MATTILA;
KNUUTTILA; SVANBERG, 1998).

A primeira produgdo de xilitol em larga escala ocorreu na Finlandia, em
1975, na planta da empresa Finnish Sugar Co. Ltd, com capacidade de produgao
de 3000 toneladas/ano (HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982). O consumo
mundial deste poliol € de 480.000 toneladas/ano e a companhia norte-americana
Xyrofin, uma divisdo da Cultor Food Science, é a lider na producao do xilitol,
responsavel por 80 % do mercado (PSZCZOLA, 1999).

Estudos como os de Sherman e Chao (1986), Ho, Ching e Ruthven (1987),
Cheng e Lee (1992), Burkert (2003), Union Carbide Corporation (1984) e UOP Inc.
(1988), atestam a eficiéncia das zeodlitas na separagdo de agucares e de polidis,
notadamente em razdo de sua estrutura cristalina, elevada area especifica e
estabilidade térmica. Entretanto, na literatura, apenas uma referéncia sobre 0 uso
destes adsorventes na separagdo do xilitol foi encontrada, citando somente a
separacao em relagdo ao inositol (UNION CARBIDE CORPORATION, 1985a).

Assim, centra-se 0 presente estudo, pioneiro na abordagem do tema, no

desenvolvimento de uma metodologia de separacdo do xilitol dos agucares
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presentes no meio fermentado a partir da utilizacdo de zedlitas. Para a realizagao

deste objetivo foram cumpridas as seguintes etapas:

a) Selecao de zedlitas promissoras na adsorgao do xilitol, envolvendo testes

em banho finito e ensaios preliminares em coluna de leito fixo;

b) Estudo da influéncia do didmetro de particula da zedlita selecionada na

separacao;
c) Determinacao da constante de equilibrio do xilitol;

d) Realizagcdo de um planejamento fatorial completo 2° para determinar se a
temperatura, a velocidade superficial e a razdo volume de pulso/volume de leito
séo significativas na separagao do xilitol e quais condigdes sdo mais adequadas.
Nesta etapa um ensaio por analise frontal permitiu estipular o maximo valor de

volume de pulso/volume de leito a ser utilizado no planejamento;
e) Avaliagao do uso de etanol e acetona como eluentes;

f) Avaliagdo de diferentes metodologias de destoxificagdo do hidrolisado de
bagaco de cana-de-agucar, incluindo a execugado de ensaios fermentativos dos
hidrolisados tratados;

g) Obtencao do meio fermentado a ser utilizado nos ensaios de separagao
do xilitol proveniente do hidrolisado;

h) Avaliacdo da separacéao do xilitol obtido por fermentacao.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Xilitol
2.1.1- Propriedades e aplica¢oes

A descoberta da habilidade das leveduras em fermentar a xilose despertou
grande interesse para a producado de insumos a partir desta pentose, dentre os
quais o xilitol, um agucar-alcool pentahidroxilado. O xilitol apresenta propriedades
similares a sacarose, como o0 poder adogante, a rapida dissolugdo na agua e o
reduzido valor calérico (HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982) e é
considerado uma substancia GRAS (“generally recognized as safe” ou
“geralmente reconhecida como segura”) pelo FDA (Food and Drug Administration),
orgdo regularizador de alimentos dos Estados Unidos. Pode ser ingerido por
diabéticos (seu metabolismo ndo necessita de insulina) e, também, utilizado na
reducédo de caries e na remineralizacdo de lesdes por elas provocadas (MAKINEN,
1976). O elevado calor de dissolucdao negativo, responsavel pela sensagdo de

frescor, assim como outras propriedades estao apresentadas na Tabela 1.

O xilitol também € capaz de inibir o crescimento das bactérias
Staphylococcus coagulase e S. pneumoniae e deste modo pode ser utilizado no
tratamento da otite (TAPIAINEN et al., 2002; UHARI; TAPIAINEN; KONTIOKARI,
2000) e da fibrose cistica (ZABNER et al., 2000). A administracéo oral de xilitol a
ratos impediu a progressao da osteoporose através do aumento da massa éssea
(MATTILA; KNUUTTILA; SVANBERG, 1998).

Na industria alimenticia é empregado em condimentos, produtos enlatados,
gelatinas e gomas de mascar, entre outros, melhorando a cor, a textura, o sabor e
a estabilidade destes produtos (HYVONEN; TORMA, 1983; MAKINEN, 1976).
Além destas melhorias, o xilitol nao participa das reacdes de Maillard e ndo reduz
o valor nutricional das proteinas presentes nos alimentos (PARAJO;
DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998). Na industria farmacéutica o xilitol é

incorporado em vitaminas, cremes e fios dentais, enxaguatérios bucais e
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lavatorios nasais (PEPPER; OLINGER, 1988). Estes dois ramos industriais sdo os
maiores responsaveis pelo mercado anual de U$ 28 milhdes (IOWA ENERGY
CENTER, 2000).

Tabela 1- Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do xilitol (HYVONEN;
KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982; NABORS; GELARDI, 1991).

Formula empirica CsH1205

Peso molecular 152,15 g.mol

Ponto de fusdo 92-96 °C

Ponto de ebuligao 216 °C (760 mm Hg)

pH (solucéao aquosa 10 %) 5-7

Densidade (solugéo aquosa) 10 %-1,03 g.mL™"; 60 %-1,23 g.mL"
Solubilidade a 20 °C 63 g.100 g solugdo

Viscosidade (solucao aquosa a 20 °C) 10 %- 1,28 cP; 60 %- 20,63 cP
Calor de solugdo 34,8 cal.g”

Entre os produtos que contém xilitol pode-se citar a goma de mascar
XyliFresh (Leaf), que é adogcada totalmente com xilitol, o enxaguatério bucal
Spearmint Oral Rinse (Epic), o creme dental Sorriso Multi A¢do (Colgate-
Palmolive) e a goma de mascar Vivident (van Melle), sendo os dois ultimos,
produtos da industria brasileira.

Comparado a polidis como sorbitol, manitol, lactitol e eritritol, o xilitol
apresenta maior dogura relativa (Tabela 2), no entanto, ndo é o menos cal6rico
deles.
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Tabela 2- Dogura relativa e valor calérico de alguns polidis (KRETCHMER;
HOLLENBECK, 1991; NABORS; GELARDI, 1991; PSZCZOLA, 1999).

Poliol Docura relativa (%) Valor calérico (kcal.g™)
Xilitol 100 2,4
Sorbitol 50-60 2,6
Maltitol 85-95 3
Manitol 50 1,6
Lactitol 30-40 2
Eritritol 70 0,2

2.1.2- Métodos de obtencao

O xilitol presente em frutas e vegetais pode ser obtido pela extragao solido-
liquido, porém esta é uma tecnologia de alto custo devido a dificuldade de
extracdo das pequenas quantidades deste poliol disponiveis nestas fontes.

A conversao quimica da xilose € o método industrial comumente utilizado
na producgao de xilitol. Entre os inconvenientes desta via estdo o critico processo
de purificagdo da xilose e o emprego de altas temperaturas e pressoes
(HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982), que contribuem para o elevado
custo desta produgcdo. Além disso, Mikkola e Salmi (2001) relatam que o
catalisador utilizado, o niquel Raney, apresenta rapida desativacao e é dificilmente
separado do meio de reacao.

A transformacdo da xilose para xilitol por via microbiolégica € uma
alternativa promissora a via quimica devido a utilizagdo de condigbes reacionais
mais brandas (reducdo dos custos energéticos) e a alta eficiéncia dos
microrganismos na conversao xilose-xilitol, que segundo Morita (1998) pode ser
de até 87,3 % da tebrica. Apesar desta constatacdo, a Unica companhia que

produz xilitol por fermentagéo é a coreana Bolak Co, que ao substituir o método

5



Capitulo 2- Revisao bibliografica

quimico pelo microbiolégico verificou reducdo de 50 % dos custos (BOLAK

sweetens Korean biology industry with competitive material products, 2001).

Ressalta-se que ambos os métodos de producdo utilizam residuos da
agroindustria como palha de arroz, bagaco de cana-de-agucar, casca de aveia,
sabugo de milho e madeiras. Um estimulo para viabilizar o uso do bagaco de cana
na produgao de xilitol € o grande montante gerado no Brasil, de 81 milhdes de
toneladas por ano, com um excedente de 11 milhdes (VASCONCELQOS, 2002).

2.1.2.1- Via quimica

A producao de xilitol por via quimica consiste inicialmente na hidrélise de
residuos lignocelulésicos ricos em xilana para a obtengdo de um hidrolisado com
alto teor de xilose, seguida da remocao de sais inorganicos, impurezas organicas
e cor do hidrolisado, por exclusdo ibnica. O fracionamento desta solugao
purificada por técnicas cromatograficas de troca ibnica permite obter uma solugéo
de xilose de alta pureza, que € entao hidrogenada em altas temperaturas (80 a
140 °C) e pressdes (até 50 atmosferas) na presenca de um catalisador metalico,
como o de niquel Raney. A solugdo de xilitol obtida é submetida a um
fracionamento cromatografico usando resinas de troca ibnica para recuperar
fracbes de xilitol de alta pureza, que entdo sdo cristalizadas (HYVONEN;
KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982; MELAJA; HAMALAINEN, 1977).

2.1.2.2- Via microbioldqica

Os primeiros passos da bioconversao da xilose por leveduras ocorrem pela
acao das enzimas intracelulares xilose-redutase (EC 1.1.1.21) e xilitol-
desidrogenase (EC 1.1.1.9) induzidas pela xilose e pelo xilitol, respectivamente,
nos microrganismos fermentadores de xilose. Inicialmente a D-xilose é reduzida a
xilitol pela enzima xilose-redutase dependente de NADPH ou NADH e o xilitol, pela
acao da xilitol-desidrogenase dependente de NAD, é entdo oxidado a D-xilulose e
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apés a fosforilagdo a D-xilulose 5P entra na via das fosfopentoses (NOLLEAU et
al., 1993). As coenzimas exigidas nas etapas iniciais do metabolismo da xilose séo
geradas na conexdo da via das fosfopentoses com a via glicolitica (PRIOR;
KILIAN; du PREEZ, 1989). A produgao de xilitol é finalizada com a recuperacao
deste poliol do caldo fermentado, etapa imprescindivel para obtengao de xilitol

com alto grau de pureza.

A taxa de aeracao € um dos parametros que exercem maior influéncia na
producdo de xilitol por microrganismos. Um suprimento limitado de oxigénio
favorece a producdo de xilitol, pois o NADH nao é regenerado e como
conseqliéncia o aumento na propor¢do NADH/NAD" inibe a agdo da «xilitol
desidrogenase e, portanto a oxidacdo do xilitol (KRUSE; SCHUGERL, 1996).
Outros parametros como pH, temperatura, concentragdo inicial de xilose,
concentracdo e idade do inéculo sado também fatores reguladores deste
bioprocesso.

2.2- Hidrolisados como matéria-prima para a obtencao de xilitol

A hidrélise de residuos lignoceluldsicos libera compostos téxicos aos
microrganismos que limitam o consumo da fonte de carbono e reduzem a cinética
de crescimento (PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998). Leonard e Hajny
(1945 apud PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998, p.25) consideram como
inibidores o acido acético, furfural, hidroximetilfurfural, ions metalicos, compostos

fendlicos, acidos aromaticos, aldeidos e compostos derivados de extrativos.

A acao inibitéria do acido acético depende da concentracdo de sua forma
nao-dissociada, que é fungao do pH. Em meios com pH inferior a 4,75 este acido
se encontra na forma nao-dissociada e pode difundir-se através da membrana
citoplasmatica, reduzindo o pH citossélico (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL,
2000b; PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998). Em altas concentragdes de
acido acético a capacidade da célula de bombear prétons para reduzir a queda do
pH intracelular esta esgotada, o que resulta na falta de ATP, dissipacao da forca
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proton-motora e acidificacdo do citoplasma (RUSSEL, 1992). Entretanto, Felipe et
al. (1995) constataram que a presenca deste acido em concentracbes de até
1,0g.L" estimulou o rendimento e a produtividade em xilitol por Candida

guilliermondii durante fermentacdo em meio sintético.

O furfural e o hidroximetilfurfural exercem efeitos prejudiciais porque
interferem na acao de varias enzimas da via glicolitica (SANCHEZ; BAUTISTA,
1988). Estes pesquisadores verificaram que o crescimento de Candida
guilliermondii em meio sintético é inibido em concentragdes acima de 1g.L" de

furfural e 1,5 g.L”" de hidroximetilfurfural.

Os compostos fendlicos afetam a habilidade da membrana bioldégica em
atuar como barreira seletiva e matriz enzimatica. Apesar do mecanismo de
inibicdo destes compostos ainda nao estar bem elucidado, sabe-se que o0s
fendlicos de baixo peso molecular sdo os mais toxicos (HEIPIEPER et al., 1994,
apud PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000b).

Quando meios complexos como os hidrolisados hemicelulésicos sao
utilizados o efeito dos compostos téxicos € sinergistico, ou seja, a acao
acumulativa dos mesmos é provavelmente a causa de inibicdo do metabolismo
celular (PREZIOSI-BELLOY; NOLLEAU; NAVARRO, 1997). Lohmeier-Vogel,
Sopher e Lee (1998) relataram que os inibidores furfural, hidroximetilfurfural e
acetato quando presentes individualmente em baixas concentragdes no meio de
cultivo nao afetaram significativamente os parametros fermentativos, entretanto,
quando adicionados juntos, o crescimento de Pichia stipitis foi inibido e o0 consumo
de xilose foi bastante lento. Contudo, a toxicidade dos hidrolisados pode ser
contornada com seu tratamento (destoxificagcdo) com enzimas, carvao ativo,
resinas de troca ibnica, extragdo com solventes, aclimatizacdo do microrganismo,
neutralizacdo ou a combinagdo destes, os quais promovem redugdo parcial ou
total destes compostos, permitindo uma melhor fermentacdo dos hidrolisados
hemicelulésicos (CRUZ et al., 1999; KRASTANOV, 2000; MARTON, 2002;
RANATUNGA et al., 2000; SENE et al., 1998; VERDE, 1999).
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Krastanov (2000) usou as enzimas lacase e tirosinase co-imobilizadas
seguidas da adsorcdao com Polyclar e obteve decréscimo de 42-90 % das
diferentes substancias fendlicas avaliadas. Cruz et al. (1999) realizaram uma
extracdo com acetato de etila no hidrolisado de eucalipto e conseguiram reducao

de 88 % dos compostos derivados da lignina.

Sene et al. (1998) estudaram a adaptacdo de Candida guilliermondii ao
hidrolisado de bagaco de cana e concluiram que as células mais adaptadas
possuem maior capacidade de metabolizar compostos téxicos, observando
consumo de 63 % de acido acético por células adaptadas 4 vezes em hidrolisados

com concentracdes crescentes de xilose.

Empregando a variagao de pH juntamente com carvao ativo em condicdes
otimizadas (pH= 2,5 e T= 60 °C) Marton (2002) observou reducao de 76,22 % de
fendis e 44,18 % de &cido acético.

Ranatunga et al. (2000) observaram decréscimo de 12, 70 e 66 % de
fendis, furfural e hidroximetilfurfural, respectivamente, de um hidrolisado de
madeira ao utilizar hidréxido de célcio, porém, a concentracdo de acido acético
permaneceu inalterada. Segundo estes autores, a variacdo de pH teoricamente
remove os inibidores por precipitacdo, convertendo-os quimicamente em formas
nao toéxicas. O efeito positivo deste tratamento também se deve a instabilidade dos
inibidores em altos valores de pH (PALMQVIST; HAGERDAL, 2000a).

Verde (1999) utilizou resinas para tratar o hidrolisado de bagacgo de cana e
observou remocdo do acido acético, do furfural, do hidroximetilfurfural e dos ions
cobre, niquel, ferro e cromo, além de reducao de 97,72 % dos fendis. Rodriguez et
al. (2000) propuseram um método de destoxificagdo do hidrolisado de bagaco de
cana baseado no emprego das resinas de troca ibnica e verificaram decréscimos
de 100 % de fendis, 97 % do acido acético e 60 % do furfural. Luo, Brink e Blanch
(2002) verificaram que o0s compostos aromaticos e acidos alifaticos foram
removidos de um hidrolisado de madeira pela resina aniénica Dowex MWA-1,

assim como o furfural e o hidroximetilfurfural.
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O método mais econbmico de destoxificacdo dos meios de cultivo é
segundo Ranatunga et al. (2000) a alteracdo de pH com hidréxido de calcio,
porém, este tratamento causa decréscimo na concentragdo de xilose, como
observado por Marton (2002). Entretanto, embora as resinas de troca ibnica
apresentem custo mais elevado, possuem vida util longa e sdo constantemente
reutilizadas por serem facilmente regeneradas, além de nao reduzirem o teor de
xilose (RODRIGUEZ et al., 2000).

Ressalta-se que a comparacao e a escolha entre os métodos de reducao
do teor de compostos tdxicos devem ser feitas levando-se em consideragao
tratamentos realizados na mesma matéria-prima (que deve ser hidrolisada em
iguais condicdes) e também fermentacbes empregando-se 0 mesmo
microrganismo, assim assegurando a presencga de inibidores em concentragdes

similares.

2.3- Zedlitas
2.3.1- Definigao e propriedades

As zeolitas sao aluminossilicatos cristalinos e hidratados, com elementos
dos grupos IA e lIA, que tém se destacado como adsorventes devido ao carater
microporoso, a dimensao de poro uniforme, a elevada area especifica, a adsorgao
seletiva baseada nas dimensdes moleculares, as propriedades de troca idnica e a
estabilidade térmica (MOSCOU, 1991).

2.3.2- Estrutura

As zedlitas sao formadas por uma rede tridimensional infinita de tetraedros
de AlO4 e SiO4, unidos uns aos outros pelo compartiihamento dos atomos de
oxigénio (BRECK, 1974). No tetraedro de silicio cada ion tem sua carga +4

balanceada pelos 4 oxigénios e, portanto, este tetraedro é eletricamente neutro.

10
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Entretanto, cada tetraedro de aluminio tem uma carga residual -1, ja que o
aluminio trivalente esté ligado a 4 oxigénios, fazendo com que cada tetraedro de
aluminio precise de uma carga +1 proveniente do cation na estrutura para manter-
se neutro. Este cation é geralmente o sodio, que pode ser substituido por troca

ibnica, um método util para alterar as propriedades das zedlitas.

Os tetraedros de silicio e aluminio (unidades de construgdo primaria da
zeodlita) (Figura 1) combinam-se entre si formando as unidades de construgédo
secundaria, que podem ser cubos, prismas hexagonais ou octaedros. Os
tetraedros estdo arranjados de tal maneira que as zedlitas apresentam uma
estrutura aberta composta por canais ocupados por agua e cations (BHATIA,
1946). A congregacéao das unidades de constru¢do secundéria resulta na estrutura

final das zedlitas.

Figura 1- Unidades de construcdo primaria das zedlitas (BHATIA, 1946).

A unidade celular (a menor unidade da estrutura) é, segundo Breck (1974),
representada pela férmula estrutural:

Myn [(AlO2)x (SiO2)y]. wH20

onde M € o cation de compensacao de valéncia n, w € 0 nimero de moléculas de
agua, y/x é a taxa que depende da estrutura (geralmente com valores entre 1 e 5)

e a soma x+Yy € o numero total de tetraedros na célula unitaria da zedlita.

11
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2.3.3- Zedlitas A, Xe Y

As zedlitas sintéticas A, X e Y foram descobertas entre 1949 e 1954
(FLANIGEN, 1991) e consistem de tetraedros ligados que formam um octaedro-
cubo denominado unidade de sodalita (BHATIA, 1946). De acordo com Bhatia
(1946) a zedlita A é formada quando as unidades de sodalita estao ligadas através
de anéis de 4 membros. A abertura do poro desta zedlita é determinada por anéis
de 8 tetraedros (8-Ring) e apresenta diametro de poro de 4,2 A. A cavidade
resultante cercada pelas 8 unidades de sodalita tem didmetro aproximado de
11,4 A (Figura 2). Cada unidade de sodalita desta zedlita contém 24 tetraedros e a

proporcao Si/Al é préxima a 1.

Figura 2- Estrutura das zedlitas do tipo A (KARGER; RUTHVEN, 1991).

As zedlitas X e Y apresentam estrutura mais aberta que a zedlita A e a
mesma estrutura de rede da zedlita natural faujasita. A célula unitaria destas
zellitas é composta por 8 unidades de sodalita conectadas por 16 prismas
hexagonais (BRECK, 1974). Esta estrutura resulta em uma supercavidade
rodeada por 10 unidades de sodalita, suficientemente grande para englobar uma
esfera com diametro de 12 A. A abertura nesta grande cavidade esta ligada por

unidades de sodalita, resultando em anéis de 12 tetraedros (12-Ring).

12
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A célula unitaria destas zeolitas consiste de 192 tetraedros e apresenta
dimensdo de 25 A. De acordo Karger e Ruthven (1991) uma das diferencas entre
as zeolitas X e Y é a proporcao Si/Al, que na zedlita X estd na faixa de 1,0-1,5 e
na zedlita Y é de 1,5-3,0. As demais diferencas sao a ordenacao de Si e Al nos
tetraedros e a distribuicdo dos cations (BURKERT, 2003). A estrutura das zedlitas
X e 'Y esta representada na Figura 3.

Figura 3- Estrutura das zedlitas do tipo X e Y (KARGER; RUTHVEN, 1991).

2.3.4- Aplicacoes

Somente dois séculos apéds a introdugédo do termo zedlita e com o trabalho
pioneiro e sistematico de Barrer os quimicos demonstraram interesse por estes
aluminossilicatos. Atualmente a producdo destes compostos inorganicos € de
1,6.10° toneladas por ano (LIEBAU, 2003).

As zeolitas podem ser utilizadas na purificagdo de gases, como a
separacao de Oz e Np, e de misturas liquidas. Uma vez que possuem alta
capacidade de adsorgédo de dgua podem ser empregadas na secagem de gases €

liguidos e na conservacao de alimentos.

Processos de separacéao tais como o de oleofinas de parafinas, de isdbmeros
de xileno, de carboidratos e de proteinas sao frequentemente mediados por

13
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zeodlitas, assim como processos de remog¢do de amdnia da agua potavel, de ions
metdlicos de aguas residuarias e de produtos de fissdo radioativa presentes em

efluentes radioativos.

As zedlitas substituiram em grande parte os fosfatos na tarefa de reduzir a
dureza da agua (trocando o sodio de sua estrutura pelo célcio e magnésio
presentes na agua) e, portanto tém sido amplamente utilizadas como agentes
seqglestrantes em detergentes. Esta utilizacao perfaz 68 % do mercado de zedlitas

em volume.

A aplicagao catalitica das zedlitas ocorre principalmente na industria
petroquimica, onde se tornaram indispensaveis, ja que quase toda a gasolina é
produzida com sua ajuda (GHOBARKAR; SCHAF; GUTH, 1999). A catélise nao é
o maior segmento de mercado das zedlitas, mas é responsavel por mais de 55 %
do faturamento, j& que os produtos obtidos usando estes catalisadores tém um
valor muito maior do que os proprios catalisadores (SCHMIDT).

2.4- Separacao de acucares e polidis
2.4.1- Métodos de separacao

A adsorcdo, em operagdes em batelada ou colunas (cromatografia), € um
dos métodos utilizados em processos de separacdo de agucares e polidis. Este
fendmeno ocorre quando um soluto dissolvido (adsorbato) se liga a um adsorvente
sélido através de forcas intermoleculares relativamente fracas (adsorcao fisica) ou
de ligagdes quimicas (adsor¢ao quimica). A andlise da adsorgao é baseada no
equilibrio, entdo apresentado sob a forma de isotermas de adsorcdo. Estas
isotermas relacionam a concentragdo do soluto na solugcdo e na superficie do

adsorvente.

As isotermas de adsorventes microporosos como as zedlitas sao
geralmente do tipo I, ou seja, cbncavas em relacao a abscissa, pois ha um limite

definido de saturacdo que corresponde ao preenchimento completo dos

14
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microporos (RUTHVEN, 1984). No entanto, as isotermas de carboidratos em
zeollitas apresentam de um modo geral comportamento linear (BURKERT, 2003;
CHING et al., 1987; SCHOLLNER; EINICKE; GLASER, 1993), podendo
aproximar-se de outras isotermas em uma faixa limitada de concentracédo
(BELTER; CUSSLER; HU, 1988). A separacao de acucares por cromatografia por
adsorcao utilizando zeodlitas € relatada nas patentes da Union Carbide
Corporation, que abordam a separagdo da arabinose dos acucares glicose,
manose e xilose empregando a zedlita BaX (UNION CARBIDE CORPORATION,
1985b) e a separacao glicose/maltose em zedlita do tipo Y (UNION CARBIDE
CORPORATION, 1987). Cheng e Lee (1992) também utilizaram uma zedlita do
tipo Y (BaY) para separar frutose e glicose.

Quanto a separacgéo do xilitol com zedlitas pode-se afirmar a existéncia de
um unico estudo, a patente da Union Carbide Corporation (1985a), que cita o
emprego da zedlita NaX na separacdo do inositol de uma solugdo sintética
contendo xilitol, com fator de separagdo de 4. Esta mesma patente investiga
também a separacao do inositol em relagao a xilose e a arabinose, com fatores de
separacao de respectivamente 8,7 e 4,4.

Em comparacao a resinas com didametros de particulas iguais, as zedlitas
oferecem menos resisténcia a transferéncia de massa (HO; CHING; RUTHVEN,
1987); contudo a maioria dos trabalhos sobre separagédo de agucares e polidis é

realizada com resinas.

Melaja e Hamalainen (1977) empregaram uma resina trocadora de cations
na separacao do xilitol de outros polidis e através da combinagao das fracoes ricas
em xilitol obtiveram 96 % deste composto. A patente da Suomen Xyrofin Oy (1992)
relata a separagao de xilitol dos agucares e dos polidis remanescentes no meio
fermentado utilizando uma resina de poliestireno sulfonada em ligagdes cruzadas
com divinilbenzeno. Este estudo relata a obtencdo de uma fragdo com 85 % de
xilitol, 2 % de xilose, 1,7 % de arabinose e manose, 1,4 % de galactose, 0,4 % de

glicose, 1,1 % de manitol e 8,5 % de outros compostos.

15
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Gurgel et al. (1995) ao utilizarem uma resina trocadora de anion fraca e
outra trocadora de cation forte, ndo verificaram efeito significativo na purificagéo
do xilitol. A patente da Ajinomoto Co., Inc. (2003) cita a utilizagdo de uma resina
trocadora de cations para separar a xilulose de uma mistura de xilitol e arabitol,
seguida da cristalizagdo para separar estes polidis, obtendo xilitol cristalino com
99,1 % de pureza. Anteriormente a eluicdo com resinas e cristalizacéo, a solugcéao

contendo os polidis foi descolorida com carvéo ativo e entdo concentrada.

A cromatografia em coluna de silica gel seguida da cristalizacdo das
fracoes ricas em xilitol possibilitou recuperar 33 % deste poliol. No entanto, a
extracdo supercritica com diéxido de carbono mostrou-se ineficiente na
recuperagao deste poliol do meio fermentado (RICARDO FILHO, 2001).

Apesar do uso difundido das resinas, ressalta-se que as mesmas
apresentam natureza orgéanica e tendem a expandir quando expostas a solucdes
aquosas, fato que diminui a precisdo das separagdes devido a mudanca no
volume do leito durante o processo (UNION CARBIDE CORPORATION, 1984).

Além dos métodos cromatograficos, outros métodos como a cristalizagdo e
0 uso de membranas tém sido utilizados na separagcdo de agucares e polidis.
Affleck (2000) prop6s a utilizagdo de membrana de polissulfona na separagédo do
xilitol, observando a passagem de até 90,3 % do xilitol do meio fermentado e a
retencao de até 53,6 % de materiais protéicos. A andlise dos cristais do permeado
isento de xilose revelou pureza de aproximadamente 87 % de xilitol e 11,5 % de
arabinose. Faria, Pereira Junior e Nobrega (2002) avaliaram a separagao do xilitol
por membrana, obtendo um permeado com alto grau de pureza e ausente de

macromoléculas de alto peso molecular.

Di Luccio et al. (2000) investigaram a separacao de frutose de uma mistura
de acucares contida em um meio de fermentacdo com o uso de membrana
polimérica microporosa e constataram a remog¢éo da frutose do caldo fermentado.
Ressalta-se que estes sdo sistemas potencialmente viaveis para economizar

energia, porém um problema comum dos cristais de xilitol recuperados por
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tratamento com membrana é a falta de remog&o dos sais inorganicos, que faz com
que o rendimento e a pureza dos cristais de xilitol sejam menores (AFFLECK,
2000).

De Faveri et al. (2004) otimizaram a cristalizacdo do xilitol e relataram o
valor de sua supersaturagdo de 728 g.L"' e a temperatura de resfriamento de -6 °C
como as melhores condi¢des para o rendimento de cristalizacéo (0,54) e o grau de
pureza (0,97).

A cromatografia em leito fixo, técnica operacional empregada no presente
estudo é um processo relativamente simples que oferece flexibilidade operacional
e segundo Dechow (1989) apresenta menores taxa de escoamento, queda de
pressdo por unidade de comprimento da coluna e investimentos em relagdo aos
sistemas moéveis, que tém sido divulgados devido a maximizacao da transferéncia
de massa e a necessidade de menores volumes de adsorvente e de eluente
(Ernst; Hsu, 1989 apud NAVARRO et al. 1997, p.39). Felinger (2003) relata que os
custos dos sistemas méveis como o leito moével simulado (SMB) e do processo
batelada sdo aproximadamente os mesmos em taxas de producdo de 1 a 5
toneladas métricas/ano, o que indica que o uso do SMB s6 € economicamente

viavel quando a producéao ocorre em larga escala.

A etapa de separacdo, independentemente da técnica a ser utilizada,
sobrecarrega o custo total do processo e de acordo com Belter, Cussler e Hu
(1988) é frequentemente mais cara do que a manufatura inicial. Os gastos
energéticos sao os principais responsaveis pelos custos de uma planta industrial e
em separagdes cromatograficas estdo relacionados com a purificacdo das
solugdes diluidas (ROUSSEAU, 1987).
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2.4.2- Variaveis que influenciam a separagéao

Entre as variaveis que influenciam a separacao de carboidratos e polidis em
colunas podem ser citadas a temperatura, a velocidade superficial, a fase mével
utilizada, a quantidade de amostra injetada e as dimensdes da coluna.

A separacao de acucares é de um modo geral favorecida em temperaturas
elevadas. De acordo com Ma (2001) a temperatura de operagdo deve estar na
faixa de 60 a 85 °C para prevenir o0 crescimento de microrganismo no aparato

experimental e melhorar o escoamento da solucdo de agucares.

Quanto a influéncia da velocidade superficial em separacdes desta natureza,
Bubnik et al. (2004) relataram que a eficiéncia de separacdo de uma mistura de
sacarose-betaina aumentou com o decréscimo da taxa de escoamento, assim
como observado por Matijasevi¢, Vasi¢-Racki e Pavlovi¢ (1997) na separagéao de
glicose e frutose. Segundo Cheng e Lee (1992) a lenta vazado pode dar ao
componente preferido mais tempo para penetrar nos macroporos do adsorvente,

resultando em melhores separacoes.

A patente da Danisco Sweeteners Oy (2003) relata a separagao
cromatografica de diversos compostos utilizando o leito mével simulado e cita que
o eluente a ser empregado pode ser etanol, agua ou mistura deles. A patente da
Daicel Chemical Industries, Ltd. (2002) cita que para separar misturas que
consistem de compostos farmacéuticos, agroquimicos ou alimenticios, o liquido
dessorvente pode ser, por exemplo, um 4&lcool como metanol, etanol ou

isopropanol ou uma cetona como acetona, metiletil cetona ou ciclohexanona.

Uma melhora no grau de separagdo quando menores quantidades de
adsorbato sao utilizadas € relatada pela Union Carbide Corporation (1985b). Uma
separacao maior também foi observada por Lorengo (2004) ao reduzir o volume
do pulso contendo glicose e frutose de 4 para 1 mL. Cheng e Lee (1992) relataram
aumento de 25 % na separacdo de frutose e glicose em zedlita na forma K* ao

reduzir a quantidade injetada na coluna de 8 para 2 mL.
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A determinagdo das dimensdes oOtimas de uma coluna cromatogréafica
depende de fatores como o tamanho da amostra, a concentragcdo da solucao e a
capacidade do adsorvente (AVCl; CAMURDAN; ULGEN, 2000). Quando um alto
grau de separacao € exigido, é necessario o0 uso de colunas longas. Entretanto,
quanto maior a coluna, maior também a quantidade de dessorvente necesséria,
tornando o produto cada vez mais diluido (UNION CARBIDE CORPORATION,
1985 b). Além deste fato, a utilizacdo de grandes alturas de leito aumenta a queda
de pressao e o custo da operacdao (ROUSSEAU, 1987). Portanto, é necessario
que um processo 6timo de separacao envolva colunas com alturas menores que a
requerida para a separagao completa dos picos e, também, envolva a separacao
da porcdo do efluente que contém a mistura dos picos e o reciclo desta na
alimentacdo (UNION CARBIDE CORPORATION, 1985b).

O projeto da coluna deve levar em consideracdo a disponibilidade de
espaco fisico, as dificuldades de construcao e a analise econdémica. Assim sendo,
deve-se aumentar o didmetro das colunas ao invés do comprimento das mesmas.
Nestas condigbes ressalta-se a necessidade de utilizar distribuidores de fluxo para
garantir que a solucao de alimentacao e o eluente percorram toda a superficie do
adsorvente, sem que haja a canalizacao dos fluidos (DECHOW, 1989).

Apesar dos avangos que tém sido realizados nas separagbes
cromatogréaficas, como a modelagem e a simulagdo destes processos, a
otimizacdo e o escalonamento dos mesmos ainda sdo complicados devido ao
grande numero de parametros operacionais envolvidos (AVCI; CAMURDAN;
ULGEN, 2000).

2.4.3- Principio da separacao em zedlitas

A seletividade de adsorcao das zeolitas, que requer adsorcao preferencial
de um componente de uma mistura, estd baseada nas diferengas no equilibrio de
adsorcao e nas taxas de adsorcdo ou na exclusao por tamanho (efeito de peneira
molecular) (RUTHVEN, 1988).
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O efeito de peneira molecular é causado por diferengas no tamanho e/ou
forma entre a abertura do cristal e a molécula de adsorbato (BRECK, 1974). As
zellitas que atuam como peneiras, pois nem todas a fazem, tem poros de
tamanho uniforme (3 a 10 A) que irdo excluir completamente moléculas maiores
que seu diametro. A acdo destas peneiras pode ser total ou parcial. Se total, a
difusdo de uma espécie no solido pode ser totalmente evitada enquanto a difusao
de uma segunda espécie ocorre; se parcial, os componentes da mistura binaria
difundem-se no sélido em diferentes taxas (BRECK, 1974).

Um outro mecanismo de separagdo de carboidratos e polidis em zedlitas
envolve a adsorcao do tipo troca de ligantes do poliol no cation zeolitico, com troca
de moléculas de agua ligadas ao cation com um complexo multi-dentado de
grupos hidroxil dos polidis ligados ao cation. O poliol que formar um complexo tri-
dentado sera mais fortemente adsorvido que aquele que formar um complexo bi-
dentado. As imposicoes geométricas e a localizagdo dos cations nas zedlitas,
assim como a capacidade das moléculas grandes de agulcares e polidis em
posicionar seus grupos hidroxil perto dos cations para formar os complexos, sao
responsaveis pelo comportamento Unico de seletividade das zedlitas (Sherman;
Chao, 1986).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Zeolitas

As zedlitas utilizadas foram a Baylith 415 e a Baylith WE 894, ambas da
Bayer e a NagsX da Aldrich. Estas zedlitas foram trocadas com os cations Na*',
Ca*®, Ba' e K'', recebendo a denominacdo apresentada na Tabela 3. As
caracteristicas destas zeodlitas em suas formas catidnicas originais estao

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 3- Denominacgao das zedlitas Baylith 415, Baylith WE 894 e NaggX trocadas
com diferentes cations.

Baylith 415 Baylith WE 894 NagsX
Cation
Na*’ NaA NaWE NaX
Ca*® CaA CaWE CaX
Ba* BaA BaWE BaX
K+ KA KWE KX

Tabela 4- Caracteristicas das zeodlitas Baylith 415, Baylith WE 894 e NagsX em
suas formas catidnicas originais (CaA, NaWE e NaX).

Baylith 415 Baylith WE 894 NageX
Caracteristica
Razao SiOy/Al03 1,49 3,47 5,29
Cétion original Ca* Na*’ Na*', NH4"’
% NazO _ 10,57 2,45
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3.2- Troca lonica

A troca do cation de compensacéo original das zedlitas por outros (Na*',
Ca*?, Ba™ e K*') foi baseada na metodologia utilizada por Silva (1998). A reacdes
de troca ibnica foram realizadas em batelada, em reator encamisado a 75 °C.
Agua deionizada foi adicionada a zedlita e o pH ajustado entre 5 e 6 com HCI
20 % (v/v). A solugéo do sal de troca foi entdo adicionada e a mistura agitada por
24 horas. A quantidade de sal para a troca foi calculada pelo nimero de
equivalentes-grama de NapO presente na zedlita e a quantidade de zedlita de
modo a resultar em 15% de massa seca de adsorvente na suspensdo. A
determinacdo da umidade da zedlita foi realizada pelo aquecimento gradual da
amostra em mufla até 800 °C.

Apoés as 24 horas de tratamento com solucao salina a suspensao foi lavada
2 vezes em funil de Bichner; a primeira lavagem foi realizada a 75 °C com
solugdo salina e agua em volumes iguais aos utilizados no reator e a segunda
lavagem com agua, a 75 °C, em volume duas vezes superior ao do reator. Uma

vez efetuadas as lavagens, a torta foi seca em estufa a 120 °C durante 24 horas.

3.3- Ensaios iniciais para selecao da zedlita

Ensaios de adsorcao foram realizados com as zedlitas Baylith 415, Baylith
WE 894 e NaggX trocadas com os diferentes cations a fim de selecionar as que
melhor adsorvem o xilitol. Estes testes foram conduzidos utilizando o método do
banho finito a 30 °C e consistiram da agitacdao prévia (140 rpm) de frascos
contendo 1 g de zedlita e 5 mL de agua durante 1 hora para hidratacao deste
adsorvente. Apds este periodo adicionou-se uma solugdo de xilitol (30 g.L') e as
concentragdes inicial e final das suspensdes foram medidas por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme especificado no item 3.20.1.1.
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3.4- Caracterizacao das zedlitas

As zeodlitas NaWE e BaWE foram caracterizadas quanto a composicao,
densidade e area superficial, utilizando respectivamente espectrometria de
emissao Otica por plasma com acoplamento induzido, picnometria a hélio e
isotermas de adsorcao de nitrogénio (método BET). Estas isotermas também
foram utilizadas para determinar o volume de poro da NaWE. A porcentagem de
troca do sddio, que expressa a eficiéncia da troca ibnica, foi determinada pela

expressao:

PST= % inicial sddio - % final de sddio (3.1)

% inicial de sédio

3.5- Metodologia de resposta a pulsos cromatograficos

Os ensaios realizados de acordo com este método consistiram da
alimentacdo de um pulso de adsorbato, de volume fixo, e posterior eluicdo do
mesmo com um dessorvente, com vazdo controlada por bomba peristaltica. As
amostras que sairam da coluna foram coletadas por um coletor de fragbes

RediFrac (Pharmacia Biotech).

Estes ensaios foram avaliados utilizando-se o parametro eficiéncia de

separacao (ES) como resposta, o qual foi definido de acordo com Lu e Lee (1987):

(ES)2 = 2 (3.2)
0-12
sendo
Auro= | - o (3.3)
0, =(0,0,)" (3.4)
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" Gt
H= "o ——— (3.5)

Z?:l Ci Ati

" C(t - 1) A,
oo 2 Gl A (3.6)

> CA

onde y e o’s&o, respectivamente, o primeiro e 0 segundo momento para cada
componente, C; & a concentragdo do componente na fracao i/, t; 0 respectivo tempo

e At; o intervalo de amostragem.

Alguns experimentos foram discutidos em termos do fator de seletividade

(o), que é igual a:

o= k2 ou H2 (3.7)
k1 7!
onde k é a constante de equilibrio e y o tempo de retengdo ou primeiro

momento dos componentes.

3.6- Ensaios preliminares em coluna de leito fixo com as zedlitas NaWE e
BaWE

Os ensaios preliminares de separagao do xilitol na presencga dos agucares
arabinose e xilose foram realizados em coluna de vidro empacotada com as
zedlitas NaWE e BaWE com granulometria de 53-125 pum, utilizando-se a
metodologia de resposta a pulsos cromatograficos. Utilizou-se um leito de 25 cm,
temperaturas de 30 e 50 °C, vazdo de 0,1 mL.min™, volume de pulso de 2 mL e
solugdo de alimentacdo contendo 10 g.L" de xilitol, 0,9 g.L™' de arabinose e 1 g.L
de xilose. As concentracdes destes componentes foram determinadas por
cromatografia liquida de ions (HPAEC-PAD) (item 3.20.1.2).
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3.7- Influéncia da granulometria de particula na separacao do xilitol

Este estudo foi realizado em coluna de leito fixo de zedlita BaWE, variando-
se a granulometria das particulas entre 53-125 um, 125-250 um e 250-425 um. A
metodologia de resposta a pulsos cromatograficos foi empregada a uma vazao de
0,1 mL.min" e 50 °C, utilizando-se pulsos com volumes iguais a 2 mL e solugéo
contendo 30 g.L" de xilitol, 4 g.L”" de xilose e 3g.L™" de arabinose. As amostras
foram quantificadas por HPAEC-PAD (item 3.20.1.2).

3.8- Determinacao da constante de equilibrio

A constante de equilibrio do xilitol foi determinada através de isotermas de
adsorcdo com a zeodlita BaWE em banho finito. Foram utilizados frascos
herméticos agitados a 140 rpom a uma temperatura de 50 °C. Inicialmente foi
realizada uma hidratacdo da zedlita (1 g) com agua (5 mL) durante 1 hora e
posteriormente foi efetuada a adicdo de 15 mL de solugbes de xilitol de 30 a
150 g.L"'. Amostras no tempo inicial e final foram retiradas e quantificadas por
CLAE (item 3.20.1.1)

As curvas isotermas foram expressas em termos de q* (quantidade de
adsorbato adsorvida no equilibrio) e C* (concentragdo de adsorbato na solugéo,
no equilibrio), sendo g* calculado pela diferenca entre as concentragdes inicial e

de equilibrio e relacionado com a massa seca de zedlita.

Com o propésito de confirmar o resultado obtido para a constante de
equilibrio do xilitol empregando-se o banho finito, utilizou-se o método de resposta
a pulsos cromatograficos. Para a determinacdo de tal constante utilizou-se uma
coluna de vidro (1 cm didmetro interno x 25 cm comprimento) alimentada com um
pulso de volume igual a 20 % do volume do leito e concentragdo de 30 g.L”, que
foi eluido com &gua a vazdes de 0,2 a 0,6 mL.min"', a 50 e 80 °C. A constante de
equilibrio da arabinose também foi determinada a 80 °C para verificar a
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seletividade da zedlita BaWE em relagdo a este acucar e ao xilitol. As fragdes
foram quantificadas por HPAEC-PAD (item 3.20.1.3)

3.9- Curva de ruptura

A curva de ruptura foi obtida através da alimentacao continua (método de
andlise frontal) de uma solugdo contendo 30 g.L™' de xilitol, 4 g.L" de xilose e
3 g.L™" de arabinose em coluna empacotada com a zedlita BaWE (53-125 pm) até
a saturacao do leito. A coluna com 1 cm de diametro interno e altura de leito de
15cm foi mantida a 50 °C e a vazdo utilizada foi de 0,2mL.min". As
concentragdes dos componentes foram determinadas por HPAEC-PAD (item
3.20.1.2).

3.10- Planejamento experimental

Na Tabela 5 estdo apresentados os niveis e as variaveis do planejamento
fatorial completo 23, onde T é a temperatura (°C), vs é a velocidade superficial
(cm.min™') e Vp/VI é o volume de pulso/volume de leito (adimensional).

Tabela 5- Variaveis e niveis avaliados no planejamento experimental.

T Vs Vp/VI

Niveis
-1 50 0,5 0,2
0 65 1,5 0,45
+1 80 2,5 0,7

Os onze ensaios deste planejamento (incluidos os 3 pontos centrais) foram

realizados em ordem aleatéria utilizando o método de resposta a pulsos
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cromatograficos, estando a matriz deste delineamento experimental demonstrada
na Tabela 6. Uma coluna com 1 cm de didmetro interno e 25 cm de comprimento
foi alimentada com uma solugdo composta por 30 g.L™ de xilitol, 4 g.L™ de xilose e
3 g.L™" de arabinose, a qual foi eluida com agua. As fracdes foram quantificadas
por HPAEC-PAD (item 3.20.1.3).

Tabela 6- Matriz do delineamento experimental.

T Vs Vp/VI
N2 experimento
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

3.11- Determinacao da velocidade 6tima da fase moével

As velocidades 6timas da fase moével para a separacado do xilitol e da
arabinose a 80 °C foram determinadas através grafico de van Deemter, que
relaciona a altura equivalente a um prato teérico (HETP) com a velocidade da fase
mével. A HETP foi obtida de acordo com a equagéao 3.8, utilizada por Ho, Ching e

Ruthven (1987) e os parametros desta equacgao, por sua vez, a partir dos perfis de
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concentracdo destes componentes determinados no item 3.8 pelo método de

resposta a pulsos cromatograficos.

2

HETP= Z L (3.8)
U

onde:
o’ ...segundo momento para o componente
U...primeiro momento para 0 componente

L...comprimento do leito

3.12- Analise estatistica dos dados

Os resultados do planejamento foram tratados empregando-se o software

Statistica versao 5.0.

3.13- Ensaios utilizando etanol e acetona como eluente

A avaliagao da eficiéncia do etanol e da acetona como eluentes na
separagao do xilitol foi realizada utilizando o método de resposta a pulsos
cromatogréaficos com solugdes aquosas destes compostos nas concentragcdes de
10, 20, 30, 40 e 50 % (v/v). Uma coluna de vidro com diametro interno de 1 cm e
comprimento de 25 cm foi utilizada para eluir a solugdo composta por 30 g.L" de
xilitol, 4g.L" de xilose e 3g.L" de arabinose, empregando-se as melhores
condi¢des obtidas no planejamento, ou seja, temperatura de 80 °C, velocidade
superficial de 0,5 cm.min” e volume de pulso/volume de leito igual a 0,2. As
amostras foram quantificadas por HPAEC-PAD (3.20.1.3).
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3.14- Hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar
3.14.1- Obtencao

O hidrolisado foi obtido pelo tratamento do bagaco de cana-de-agucar com
acido sulfurico na propor¢cdo de 130 mg de acido por 1 g de bagagco seco a
121°C/30 min em reator de aco inoxidavel de 250 L. Apds a obtencéo o hidrolisado

acido foi centrifugado para remocao de particulas sélidas.

3.14.2 — Concentracao

A concentragéo foi realizada em evaporador a vacuo com capacidade de
4 L a temperatura de 70 °C e fator de concentragao igual a 3. Apos esta etapa o
hidrolisado foi estocado em camara fria a 0,8 °C.

3.15- Métodos de tratamento do hidrolisado
Foram realizados quatro diferentes tratamentos, abaixo descritos:
3.15.1- Variacao de pH/adicao de carvao ativo:

O hidrolisado concentrado 3 vezes foi submetido a elevacao do pH até 7,0
pela adicao de 6xido de calcio comercial e a reducao do pH para 5,5 com &cido
fosférico P.A. Ap6s cada uma destas etapas a mistura foi filtrada a vacuo para
remogao do precipitado formado. O hidrolisado neutralizado foi tratado com carvao
ativo (tipo CDA-Brasilac) em uma proporcao de 2,4 % (p/v), submetido a agitacao
de 200 rpm a 30 °C durante 1 hora e filtrado para eliminar o carvao ativo. Este
tratamento foi realizado de acordo com o trabalho de Alves (1997).
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3.15.2- Emprego da resina aniénica A-103S

Apbs elevacado do pH do hidrolisado concentrado 3 vezes para 3,5 com
oxido de caélcio, este foi centrifugado a 2000 rpm/15 min para remocao do
precipitado formado. Uma aliquota de 500 mL deste hidrolisado foi tratada a
temperatura ambiente com a resina A-103S (Purolite) empacotada em uma coluna
de 2,5 cm de diametro e 40 cm de comprimento. Apés o tratamento esta resina foi
regenerada com uma solu¢do de NaOH 2 %.

3.15.3- Emprego de carvao ativo

Este tratamento consistiu na adi¢cdo de carvao ativo (tipo CDA-Brasilac) em
uma propor¢ao de 2,4 % (p/v) ao hidrolisado natural (sem concentrar) em pH 0,92
e posterior agitacdo desta mistura a 200 rpm/1 hora a 30 °C, que foi entéo filtrada
e submetida a concentracao (fator 3), de acordo com os estudos de Rodrigues et
al. (2001).

3.15.4- Emprego de resinas de troca ibnica

O pH do hidrolisado concentrado 3 vezes foi ajustado para 3,5 com éxido
de célcio ou hidréxido de sbédio, a mistura formada foi centrifugada a
2000 rpm/15 min e amostras de 800 mL do hidrolisado foram tratadas em colunas
de 2,5 cm de diametro e 40 cm de comprimento empacotadas com as resinas A-
103S, A-860S, A-500, C-150 e A-103S (Purolite). Esta seqiiéncia de utilizagdo de
resinas foi sugerida por Verde (1999) e a regeneracao destas foi efetuada com
NaOH 2 % (A-103S), NaCl 10 % (A-860S e A-500) e HSO4 5 % (C-150).
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3.16- Microrganismo e preparacao do inéculo

A levedura Candida guilliermondii FTI1 20037, mantida em agar-extrato de
malte a 4 °C, foi cultivada a 30 °C/200 rpom em frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo 30 g.L" de xilose, 2 g.L"' de sulfato de aménio, 0,1 g.L”" de cloreto de
célcio e 20 g.L™' de extrato de farelo de arroz. As solucdes de sulfato de aménio e
cloreto de calcio foram esterilizadas a 121 °C/20 min e as de xilose e extrato de
farelo autoclavadas a 111 °C/15 min.

3.17- Fermentacao dos hidrolisados de bagaco de cana em frascos agitados

As fermentacgdes dos hidrolisados de bagaco de cana tratados (itens 3.15.1
a 3.15.4) e suplementados com nutrientes da mesma forma empregada no cultivo
do inéculo, com excegcdo da xilose, que foi suprida através da adicdo do
hidrolisado tratado, foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 125 mL. O pH do
hidrolisado suplementado foi ajustado para 5,5 com NaOH ou H>SO, e as
fermentacbes ocorreram nas condicdes de 30 °C/200 rpm e concentracdo celular
inicial equivalente a 1 g.L"' de massa celular seca. As concentragdes de xilitol e
dos acucares foram determinadas por CLAE (item 3.20.1.4), assim como as de
furfural e hidroximetilfurfural (item 3.20.2), compostos fendlicos (item 3.20.3) e

acido acético (item 3.20.4).

3.18- Obtencao de xilitol a partir do hidrolisado de bagaco de cana em reator
de bancada

O «xilitol foi obtido por fermentacdo do hidrolisado de bagaco de cana
tratado com resinas de troca idnica (item 3.15.4) e suplementado da mesma forma
que o utilizado nas fermentagcées em frascos agitados (item 3.17) utilizando-se a
levedura Candida guilliermondii FTI 20037.
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A fermentagdo foi realizada em sistema descontinuo em reator Bioflo I
(New Brunswick Scientific Co.) equipado com eletrodo de pH e de oxigénio
dissolvido (Mettler Toledo), termopar e agitador com 2 pas do tipo “flat-blade”,
contendo 1200 mL de meio. As condicbes empregadas foram temperatura de
30°C, agitagcdo de 300 rpm e concentragdo celular inicial equivalente a 1 g.L" de
massa celular seca. Os valores de ki a (coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio) e pH iniciais empregados, respectivamente 20h' e 4,6 foram
determinados por Morita (1998) como sendo os mais favoraveis para uma melhor
conversao de xilose em xilitol. Apds a centrifugacao as amostras de fermentacao
retiradas periodicamente, incluindo o meio fermentado final, foram analisadas por
CLAE para a quantificagéo de xilitol, xilose e arabinose (item 3.20.1.4), furfural e
hidroximetilfurfural (item 3.20.2), compostos fendlicos (item 3.20.3), celobiose e
acidos acético, glucurénico, férmico e levulinico (item 3.20.4), manose, galactose,
manitol e arabitol (item 3.20.5), ions metélicos (item 3.20.6) e proteinas (item
3.20.7).

3.19- Separacao do xilitol obtido por fermentacao

O primeiro ensaio de separacao do xilitol obtido por fermentacdo em reator
de bancada foi conduzido em uma coluna de leito fixo de 36 cm de altura e 1 cm
de diametro interno com etanol 30 % (v/v) como eluente a temperatura de 80 °C,
velocidade superficial de 0,5 cm.min™ e volume de pulso igual a 20 % do volume
de leito. A seguir, duas e trés colunas em série com alturas totais de leito
respectivamente iguais a 89 e 142 cm e didmetro interno de 1 cm foram utilizadas
para eluir o meio fermentado nas mesmas condicdes de temperatura e velocidade
superficial acima citadas, exceto pelo volume de pulso, que variou de 8 a 20 % do

volume de leito.
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3.20- Métodos analiticos
3.20.1- Andlise de xilitol e carboidratos

Anteriormente a estas andlises as amostras foram filtradas em membrana
de 0,22 ym (Millipore) para eliminar qualquer particula sélida presente. Foram
utilizados como padrdes o xilitol e a xilose da Sigma e a arabinose da Merck.

3.20.1.1- Nos ensaios para selecao da zedlita e constante de equilibrio (banho

finito)

Utilizou-se cromatografia liquida de alta eficiéncia (equipamento Varian
9010) com detector de indice de refracdo Varian RI-4, coluna de troca ibnica
Shodex KS801 a 60° C e agua deionizada como fase mdvel a uma vazéo de

0,8 mL.min™".

3.20.1.2- Nos ensaios preliminares em coluna de leito fixo, na curva de ruptura e

na influéncia da granulometria de particula na separacéao do xilitol

As fragcbes contendo xilitol, arabinose e xilose foram analisadas por
cromatografia liquida de ions com detector de amperometria pulsada (HPAEC-
PAD), em equipamento Dionex (modelo DX500) e coluna analitica Carbopac PA10
(Dionex), a temperatura ambiente e vazdo de 1 mL.min"'. Para obter uma
separacao cromatografica satisfatéria destes compostos avaliou-se diferentes
porcentagens de uma solucdo aquosa de NaOH 330 mM como fase movel
utiizando método isocratico, com base no manual da Dionex Corporation
(Document n? 031193-05). Os valores investigados desta solucdo de NaOH
variaram de 3 a 10 %, sendo observadas melhores separacdes cromatograficas
com o0 uso de 7 % de NaOH 330 mM e 93 % de agua.
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3.20.1.3- Na determinacdo da constante de equilibrio (resposta a pulsos

cromatoqraficos), no planejamento experimental € nos ensaios com etanol e

acetona como eluentes

O xilitol e os carboidratos xilose e arabinose foram quantificados por
HPAEC-PAD, em equipamento Dionex (modelo DX500) e coluna analitica
Carbopac PA100 (Dionex). As condicdes de andlise dos ensaios de separacao
nos quais a agua foi utilizada como eluente e também dos ensaios nos quais
utilizou-se o etanol e acetona como eluentes estdo apresentadas na Tabela 7. Em
ambas as situagbes utilizou-se uma solugcdo de limpeza de NaOH 50 mM e

acetato de so6dio 500 mM.

Tabela 7- Condi¢des de andlise de xilitol, arabinose e xilose por HPAEC-PAD em
coluna PA100.

Parametro Ensaios com agua Ensaios com etanol ou
acetona
Fase movel NaOH 50 mM NaOH 100 mM
Vazdo (mL.min™) 1,0 0,8
Temperatura (°C) 25 25
Volume de injecéo (uL) 125 125

3.20.1.4- Nos hidrolisados e nos ensaios com meio fermentado

As amostras de hidrolisado e de meio fermentado foram filtradas em filtros
SEP-PAK C18 (Millipore) e analisados por CLAE e detector de indice de refracéo,
em equipamento Waters, coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H. As condigbes
utilizadas foram: temperatura de 45 °C, H.SO4 0,01 N como fase moével e vazado de

0,6 mL.min™".
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3.20.2- Analise de furfural e hidroximetilfurfural

As amostras foram inicialmente filtradas em membrana de 0,22 ym
(Millipore) e entdo a concentragao destes compostos furanos foi determinada por
CLAE (equipamento Waters) em coluna Hewlett-Packard RP18 mantida a 25 °C e
detector de ultra-violeta a 276 nm. A fase movel, composta de acetonitrila/agua
(1:8) com 1% de &cido acético, foi utilizada a uma vazdo de 0,8 mL.min". Os
padrdes utilizados foram o furfural e o 5-hidroximetilfurfural, ambos da Aldrich.

3.20.3- Andlise de fenbis

Os compostos fendlicos soluveis foram determinados segundo a
metodologia utilizada por Rocha (2000) que consiste na alcalinizacdo da amostra
com NaOH 6 M até pH 12,0 e posterior leitura em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 280 nm. A concentragao de fendis foi obtida através da
correlagdo com a absorbancia segundo a equagéao 3.9:

Crensis gL )= 4,187.10® (Abszgonm — Absgmvr) — 3,279.10™ (3.9)

Onde: AbsruvF= CF.EF + CHMF- EHMF

er= 146,85L.g".cm™ e eqwr= 114,00 L.g’.cm™ sdo os coeficientes de
extincdo e Cr e Cuwr s@0, respectivamente as concentragbes de furfural e

hidroximetilfurfural obtidas segundo o item 3.20.2.

3.20.4- Andlise de celobiose e dos &cidos acético, glucurénico, férmico e levulinico

Estes compostos foram quantificados do mesmo modo como os agucares
presentes no hidrolisado (item 3.20.1.4).

35



Capitulo 3- Material e métodos

3.20.5- Analise de manose, manitol e arabitol

A manose € 0s polidis manitol e arabitol foram analisados por cromatografia
liquida de ions e detector de amperometria pulsada, em equipamento Dionex
(modelo DX500) e coluna analitica Carbopac PA100 (Dionex), utilizando-se um
gradiente reverso de NaOH (135 a 45 mM) durante 10 minutos a temperatura
ambiente e vazdo de 1 mL.min"'. Foram utilizados os padrées manose e arabitol

da Sigma e manitol da Synth.

3.20.6- Andlise de ions metdlicos

Os ions metalicos foram quantificados por espectrometria de absorgéao

atémica por ionizagao de chama.

3.20.7- Andlise de proteinas

A concentracdo de proteinas no meio fermentado foi determinada de
acordo com a metodologia de Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino

como proteina de referéncia.

3.20.8- Analise da massa celular

A concentracao de células de Candida guilliermondii FT1 20037 presente no
in6culo foi determinada através da correlacdo da absorbancia, medida em
espectrofotdbmetro a 600 nm, com a curva-padrao de massa seca celular apds a
separacgao das células por centrifugacao, lavagem em agua destilada estéril por 2
vezes e suspensao em agua. A curva-padrao foi obtida do cultivo da levedura em
meio e condi¢des iguais as empregadas na preparagao do indculo (item 3.16).
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3.20.9- Determinacao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K a) foi determinado
no meio de fermentacdo isento de biomassa com um eletrodo de oxigénio, de

acordo com a metodologia proposta por Pirt (1975).
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- Ensaios iniciais para selecao da zedlita

Os resultados dos ensaios de adsorcao realizados com as zedlitas Baylith
WE 894 e NagsX demonstraram que estas zedlitas trocadas com célcio ndo foram
capazes de adsorver xilitol, a exemplo do que ocorreu com as zedlitas KA, NaA e
NaX. A zedlita Baylith 415 na forma célcica apresentou adsor¢ao insignificante,
apesar da ampla divulgacdo do uso deste cation na adsorcdo de poliois e
carboidratos. A auséncia de adsor¢ao observada nas zeodlitas KA e na NaA pode
ser explicada pela redugdo no tamanho efetivo do poro com a troca do célcio, um
ion divalente, por ions univalentes (potassio e sddio), como observado por BRECK
(1974). Provavelmente esta reducado tornou-se uma barreira para a difusdo da
molécula de xilitol nos poros da zedlita, j& que este poliol, segundo Hyvénen,
Koivistoinen e Voirol (1982), apresenta de 2,9 a 3,0 A e os poros destas zedlitas,
3,8 e 3 A, respectivamente (RUTHVEN, 1988).

A diferenga entre as concentracgdes inicial e final de xilitol nos ensaios com
a zedlita KX foi da ordem de 0,2 g.L"', enquanto que com a KWE tal diferenca foi
quase nula. Estes resultados demonstram uma fraca interagdo do potassio com o
xilitol e estdo em acordo com a observacao de Morel, Lhermet e Morel-Desrosiers
(1988 apud SCHOLLNER; EINICKE; GLASER, 1993, p.89) que relataram que os
ions potassio em solucbes aquosas apresentam fraca interacdo com
monossacarideos.

Com relacao ao cation bario foram observados decréscimos de 0,26, 0,42 e
0,88 g.L" nas concentragdes do sobrenadante dos testes conduzidos com as
zellitas BaA, BaX e BaWE, respectivamente. J& o decréscimo obtido com a
zedlita NaWE foi de 0,52 g.L", que é 41 % menor do que o apresentado pela
BaWE. A diferenga nos resultados obtidos com o uso da zedlita na forma sodica e
barica ajusta-se as observacdes de Ruthven (1988), de que a substituicdo de um
cation monovalente por um divalente, ou seja, um aumento na carga dos cations,

aumenta a forga de adsorgao.
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A constatacao de que diferentes zedlitas na mesma forma catiénica exibem
diferentes capacidades de adsor¢do demonstra que além do tipo do cation,
caracteristicas da estrutura zeolitica como a taxa Si/Al também sao de grande
importancia no controle da adsorgao.

A partir dos resultados destes experimentos, as zedlitas NaWE e BaWE,
que apresentaram maior capacidade de adsorcao do xilitol, foram escolhidas para

serem utilizadas nos proximos ensaios.

4.2- Caracterizacao das zedlitas

A Tabela 8 apresenta o volume de poro e as porcentagens de 6xido de
aluminio e silicio da zedlita Baylith WE 894 na sua forma original (NaWE).

Tabela 8- Volume de poro e porcentagens de éxido de aluminio e silicio da zedlita

NaWE.
Volume do poro (cm3.g™) 0,22
Al:Os (%) 16,96
SiOp (%) 58,93

A quantificacdo dos Oxidos de aluminio e silicio é uma medida util na
determinacao do tipo da zedlita. Considerando que todo o silicio esteja presente
na estrutura cristalina pode-se dizer, a partir da Tabela 8, que a zedlita NaWE
apresenta taxa Si/Al igual a 3,07 e é portanto do tipo Y.

O volume do poro, de 0,22 cm®.g™", é semelhante aos volumes de zedlitas
com estrutura do tipo faujasita citados por Breck (1974), que sdo em torno de
0,3cmg’.
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A medida da distribuicdo de tamanho dos poros nao foi realizada no
presente trabalho, contudo, através dos dados de Burkert (2003), que foram
obtidos para a mesma zedlita, pode-se verificar uma distribuicdo uniforme com
diametro médio de 0,5621 nm (5,62 A). Este resultado confirma o carater micro-
poroso desta zedlita e possibilita que a molécula de xilitol (3 A) penetre no interior
da particula e interaja com sua superficie. As interacées adsorbato- adsorvente na
superficie interna da particula sdo de grande importancia, ja que esta superficie €

aproximadamente 1000 vezes superior a externa.

Os valores de densidade e é&rea superficial apresentados na Tabela 9
permitem relatar que a troca iénica do sodio pelo bario na zedlita Baylith WE 894
ocasionou mudancgas nas suas caracteristicas. A densidade que originalmente era
de 1,97 g.cm™ (NaWE) passou para 2,41 g.cm™ (BaWE). Este resultado est4 de
acordo com as observagdes feitas por Breck (1974), que afirma que a densidade
das zedlitas pode ser elevada com a troca por ions pesados como o bario. Este
autor cita que algumas zedlitas substituidas por este cation apresentam densidade

de 2,8 g.cm™.

Tabela 9- Densidade, area superficial e porcentagem de NaxO nas zedlitas NaWE

e BaWE.
NaWE BaWE
Densidade (g.cm™) 197 2,41
Area superficial (m®.g™") 448.45 560.50
% Na,O 10,57 3,24

A area superficial também foi elevada com a substituicdo do ion sédio pelo
bario: a area superficial da zedlita NaWE é de 448,5m%g"' enquanto que a da
BaWE ¢é igual a 560,5 mz.g'1 (Tabela 9). Uma constatagdo contraria a esta foi
observada por Silva (1998) ao substituir o sédio pelo bario em uma zedlita do tipo
Y, com decréscimo de 13 % na area superficial. Entretanto, esse autor relata um
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aumento de 6 vezes na area superficial ao trocar o soédio de uma zedlita do tipo A

pelo calcio.

O teor de 6xido de sddio nas zedlitas NaWE e BaWE (Tabela 9) permitiu
calcular a porcentagem de ions sédio trocados (PST), que é igual a 69,35 %. Este
elevado valor, similar ao observado por Silva (1998) para uma zedlita do tipo Y

também trocada com bario, confirma a eficiéncia do processo de troca idnica.

4.3- Ensaios preliminares em coluna de leito fixo com as zedlitas NaWE e
BaWE

Os resultados dos experimentos realizados em coluna com as zedlitas
NaWE e BaWE com granulometria entre 53-125 um estao apresentados na Tabela
10. Observa-se que o efeito da elevacéo da temperatura na separagéao xilitol/xilose
foi favoravel com a zedlita NaWE apesar da pequena adsorcédo, mas nao o foi com
a BaWE. Na separacgao xilitol/arabinose este efeito foi positivo com o uso da
zedlita BaWE, encontrando-se a 50 °C eficiéncia de separacao aproximadamente
22 % superior em relacado a obtida a 30 °C. O uso de temperaturas elevadas é
interessante a industria de alimentos, ja que previne o crescimento microbiano,
reduz a viscosidade e aumenta a solubilidade dos componentes no solvente
(BESTE et al., 2000).

Tabela 10- Eficiéncia de separacao do xilitol (ES) utilizando as zedlitas NaWE e
BaWE a 30 °C e 50 °C.

Zedlitas/Temperatura ESqilitorxilose ESyilito/arabinose
NaWE/30 °C 0,045 0,54
NaWE/50 °C 0,073 0,52
BaWE/30 °C 0,92 0,90
BaWE/50 °C 0,91 1,15
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Cheng e Lee (1992) estudaram a separacdo de frutose e glicose em
temperaturas de 25, 40 e 60 °C e observaram que melhores separacoes
ocorreram a 40 °C, pois a 60 °C ocorreu escurecimento dos monossacarideos.
Beste et al. (2000) também investigaram a separacao de glicose e frutose,
variando a temperatura de 25 a 80 °C, e verificaram que os coeficientes de

transferéncia de massa de ambos componentes aumentaram com a temperatura.

Comparando os perfis de eluigdo das Figuras 4 e 5 observa-se um aumento
na separagao do xilitol com a troca dos ions sodio por bario. Nos ensaios
conduzidos com a zeodlita NaWE (Figura 4) os compostos sado eluidos em
aproximadamente 220 minutos, independentemente da temperatura empregada.
Observa-se também uma sobreposicao dos picos da xilose e do xilitol, indicando a
auséncia de separacdo destes componentes. Nos ensaios conduzidos com a
zeolita BaWE (Figura 5) observa-se maior tempo de retencéo do xilitol na coluna,
sugerindo a existéncia de maior afinidade entre este poliol e o cation bario em
comparagao ao sodio. Apesar desta observagdo, a zedlita BaWE apresentou
maior afinidade pela arabinose, sendo o fator de seletividade (o) deste
monossacarideo em relagdo ao xilitol igual a 1,19. A forte atragdo entre a
arabinose e os ions bario também ficou evidenciada na patente da Union Carbide
Corporation (1985b), que relata recuperacdo de arabinose de uma mistura de
galactose, glicose, manose e xilose, sendo o volume de retencdo da arabinose 2
vezes superior ao do segundo componente mais fortemente retido na coluna

empacotada com zedlita do tipo X.

As eficiéncias de separacdo obtidas da eluicdo em coluna permitem
constatar que o uso da zedlita BaWE a 50 °C conduziu a uma melhor separacao
do xilitol e portanto os proximos ensaios foram conduzidos com esta zedlita e

nesta temperatura.
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Figura 4— Perfil de eluicao de xilitol (—e-), xilose (-O-) e arabinose (-A-) em
coluna empacotada com a zedlita NaWE com granulometria entre 53-
125 um a 30 °C (A) e 50 °C (B).
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Figura 5— Perfil de eluicao de xilitol (—e-) , xilose (—O-) e arabinose (—A—-) em
coluna empacotada com a zeélita BaWE com granulometria entre 53-
125 um a 30 °C (A) e 50 °C (B).

45



Capitulo 4- Resultados e discusséao

4.4- Influéncia da granulometria de particula na separacao do xilitol

Avaliando a influéncia da granulometria de particula da zedlita BaWE na
eficiéncia de separacao do xilitol, verificam-se melhores respostas com o uso de
particulas de menor granulometria, como pode ser evidenciado na Tabela 11 e
nas Figuras 5B, 6A e 6B. Por outro lado, as mais baixas separa¢des foram obtidas
com a faixa de didmetro entre 125-250 um, notando-se a contaminacao de grande
parte da area do pico de xilitol pela arabinose (Figura 6A). Burkert e Maugeri Filho
(1998) estudaram a adsorcdo de cefalosporina e também observaram que

particulas menores permitiram maiores taxas de adsorcao.

Na Tabela 11 pode-se observar que a diferenca entre os valores da
eficiéncia de separacao xilitol/arabinose obtida com o uso particulas de diametro
de 53-125um e 250-425 um ¢é da ordem de 13 %, enquanto que, entre a
separacao xilitol/xilose é de 26 %. A superioridade nas eficiéncias de separacao
xilitol/arabinose e xilitol/xilose obtidas com o emprego da faixa de diametro maior
em relagao a intermediaria € ainda mais marcante (21 e 37 % superiores).

Tabela 11- Eficiéncia de separacado (ES) do xilitol utilizando zedlita BaWE em

diferentes granulometrias.

ESqiiitorxitose ESqiiitovarabinose
Granulometria (um)
53-125 0,91 1,15
125-250 0,42 0,79
250-425 0,67 1,00

O uso de particulas de diametro pequeno permite obter um leito com
porosidade menor e, portanto mais homogéneo, resultando em menor dispersao
do liquido e em maior transferéncia de massa (DECHOW, 1989). Estes fatos
provavelmente explicam a melhor separagao obtida com particulas de 53-125 pym.
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Figura 6— Perfil de eluicao de xilitol (—#-), xilose (-o-) e arabinose (—a—) em

coluna empacotada com a zed6lita BaWE com granulometria entre 125-
250 pum (A) e 250-425 pum (B).
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Uma vez que os experimentos conduzidos com diametro de particula de 53-
125 um levaram a maiores eficiéncias de separagdo do xilitol, esta faixa foi

empregada nos ensaios posteriores.

4.5- Determinacao da constante de equilibrio

A isoterma de equilibrio do xilitol foi obtida em banho finito em uma ampla
faixa de concentracdo e esta representada graficamente na Figura 7 através da
qual observa-se um bom ajuste dos dados experimentais ao modelo linear.
MatijaSevi¢ e Vasié¢-Racki (2000) verificaram que as isotermas de glicose e frutose
em resinas sao representadas por equagbes lineares até a concentracdo de
300 g.L™', assim como constatado por Ching et al. (1987) ao estudar o equilibrio de
glicose em zedlita do tipo Y na forma Ca*®. J4 a isoterma para a frutose nesta
zeodlita apresentou forma do tipo I, com curvatura acentuada em relacdo a
abscissa em elevadas concentragdes. Silva (1998) também verificaram isoterma

ndo-linear para frutose em zedlita Y nas formas Ca*? e Ba*?.
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Figura 7- Isoterma de adsor¢éo de xilitol em zedlita BaWE a 50 °C.
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As isotermas do tipo linear sdo expressas pela equacgéo 4.1, onde q* é a
concentragcdo adsorvida de soluto no equilibrio (gadsorbato.g'1adsorveme), c* é a
concentragdo do soluto na solugdo no equilibrio (gadsorbato.L'1so|ugao) e k é a
constante de equilibrio (Lsoluczo-g ' zesita)-

g*=Kc* 4.1)

Utilizando a metodologia do banho finito, obteve-se uma constante de
equilibrio do xilitol igual a 1,07.10? Lsoiucgo-g 'ze0ita (0U Na forma adimensional K=
0,54) e coeficiente de correlagao igual a 0,98. O desvio médio entre os valores
experimentais e preditos de g* igual a 16,94 % demonstra um bom ajuste dos
dados pelo modelo linear. Comparando-se o valor de K adimensional com os
resultados da literatura observa-se que o mesmo foi da mesma ordem de
grandeza daqueles obtidos para monossacarideos como glicose e frutose. Uma
comparagdo com estudos sobre xilitol ndo foi realizada devido a auséncia de

dados de equilibrio deste poliol.

A constante de equilibrio do xilitol também foi determinada pelo método de
eluigao cromatogréfica. O tempo de retencao médio do xilitol no leito fixo de zedlita
foi calculado pela equacao do primeiro momento (equacao 3.5), obtido a partir dos
perfis de concentracdo apresentados na Figura 8.

A equacéao 4.2, utilizada por Ching e Ruthven (1988), foi empregada para
relacionar o tempo de retencédo p (min) com a constante de equilibrio de adsorgao

K1 (adimensional):

L

U="Tle+(1-€) Ki] (4.2)

1

onde:
L ...comprimento do leito (cm)

v, ...velocidade intersticial (cm.min™")

£ ...porosidade do leito
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Figura 8- Perfis de concentracdo de xilitol obtidos em diferentes vazdes de
alimentacao a 50 °C em leito fixo de zedlita BaWE.

Com o valor da porosidade do leito (= 0,58), determinada por Burkert
(2003), plotou-se o grafico do tempo de retencao pela altura de leito/velocidade
intersticial (L/v4) (Figura 9). A partir do coeficiente angular da reta, que € igual a 1

1-¢

+ [—J K1, calculou-se o valor da constante de equilibrio do xilitol a 50 °C, que €
£

igual a 1,03, sendo o coeficiente de correlagao da referida reta igual a 0,99.

O valor da constante de equilibrio do xilitol obtida pelo método do banho
finito (K= 0,54) ndo foi confirmado pela técnica de eluicdo cromatogréfica (Ki=
1,03), que resultou em um valor aproximadamente 2 vezes superior deste

parametro de equilibrio.

Utilizando estas duas metodologias MatijaSevic e Vasi¢-Racki (2000)
verificaram variacdo nas constantes de equilibrio de glicose. Entretanto uma
razoavel concordancia entre as constantes de frutose obtidas em banho finito e

por eluicdo cromatografica foi observada por Burkert (2003).
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Figura 9— Tempo de retencdo do xilitol versus altura de leito/velocidade intersticial
(L/v4) a 50 °C.

Visando investigar se a constante de equilibrio do xilitol varia com a
temperatura realizou-se um novo ensaio utilizando o método de eluigao
cromatografica a 80 °C. Nestas condi¢coes a constante de equilibrio do xilitol foi
igual a 1,05 (r= 0,99), apresentando um desvio de 2 % em relagao ao valor obtido
a 50 °C. Este fato demonstra que esta constante é independente da temperatura
na faixa de 50 a 80 °C, como observado por Ho, Ching e Ruthven (1987) para a
glicose.

Com a finalidade de determinar a seletividade da zedlita BaWE em relacao
ao xilitol e a arabinose, a constante de equilibrio deste monossacarideo foi
calculada a 80 °C pelo método de eluicao cromatografica. Através das Figuras 10
e 11 calculou-se a constante de equilibrio da arabinose, que é igual a 1,16 (r=
0,99).
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Figura 10 —Perfis de concentragéo de arabinose obtidos em diferentes vazdes de
alimentacao a 80 °C em leito fixo de zedlita BaWE.
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Figura 11- Tempo de retengdo da arabinose versus altura de leito/velocidade
intersticial (L/v1) a 80 °C.
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O produto da divisdo das constantes de equilibrio da arabinose e do xilitol
permitiu o calculo do fator de seletividade (o) destes compostos em coluna de leito
fixo de zeodlita BaWE a 80 °C, que corresponde a 1,10, indicando que esta zedlita
apresenta maior afinidade pela arabinose. Nao foram encontrados na literatura
dados de fator de seletividade para estes compostos, entretanto, pode-se dizer
que este é um valor razoavel, comparando-se com os valores de o obtidos da
separacao frutose/glicose em trabalhos realizados por Ching et al. (1987) com a
zeolita Ca¥Y e com a resina Duolite, que revelaram o de 1,55 e 1,28,

respectivamente.

4.6- Curva de ruptura

O ensaio por andlise frontal, que resultou na curva de ruptura, foi realizado
com o objetivo de verificar a maxima quantidade de amostra a ser injetada na
coluna. Este dado foi utilizado como referéncia de valor da variavel volume de

pulso/volume de leito dos ensaios delineados pelo planejamento experimental.

A Figura 12 demonstra que os tempos de ruptura obtidos para o xilitol,
xilose e arabinose (correspondentes a concentragdes iguais a 10 % da
concentragao inicial- C/Co= 0,1) sado iguais a 42, 45 e 51 minutos,
respectivamente. Portanto, a maxima quantidade de amostra a ser injetada,
expressa como volume de pulso/volume de leito € de 0,7.
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Figura 12— Curva de ruptura em leito de zedlita BaWE utilizando uma solucao

constituida de xilitol (—e—) , xilose (—o—) e arabinose (—a-).

4.7- Planejamento experimental

Os ensaios conduzidos em leito fixo com a zedlita BaWE a 30 e 50 °C (item
4.3) demonstraram que a temperatura de 50 °C favoreceu a separagao do xilitol.
No entanto, optou-se por ampliar a faixa de estudo a fim de determinar qual o
efeito de temperaturas mais elevadas nesta separacao.

A Tabela 12 apresenta as eficiéncias de separacao obtidas dos ensaios
delineados de acordo com o planejamento fatorial 2°. Observa-se que os valores
de ambas as eficiéncias (ES xilitol/arabinose e ES xilitol/xilose) variaram com as
diferentes condi¢des de temperatura (T), velocidade superficial (vs) e volume de

pulso/volume de leito (Vp/VI).
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Tabela 12- Eficiéncias de separacao (ES) do xilitol obtidas nos ensaios realizados

segundo o planejamento fatorial 2°.

T vs Vp/VI  ESqiiitovarabinose  ESxilitolxitose
N2 experimento
1 50 0,5 0,2 0,62 0,64
2 80 0,5 0,2 0,86 0,28
3 50 2,5 0,2 0,50 0,38
4 80 2,5 0,2 0,66 0,34
5 50 0,5 0,7 0,66 0,26
6 80 0,5 0,7 0,81 0,14
7 50 2,5 0,7 0,51 0,33
8 80 2,5 0,7 0,56 0,11
9 65 1,5 0,45 0,56 0,23
10 65 1,5 0,45 0,60 0,22
11 65 1,5 0,45 0,59 0,24

De acordo com a andlise dos dados da Tabela 13, que apresenta entre
outros a estimativa dos efeitos, pode-se concluir que para a ES xilitol/arabinose a
temperatura (T) e a velocidade superficial (vs) foram significativas em nivel de
95 % de confianga. A temperatura apresentou efeito positivo sobre esta resposta,
demonstrando que ao passar do nivel inferior para o superior a separagao €
favorecida em um valor aproximado de 0,15 vezes. O favorecimento da separacao
xilitol/arabinose com o aumento da temperatura j4 havia sido observado ao
comparar a eficiéncia desta separacdo a 30 ou 50 °C; sendo esta separacao
superior em 22 % a 50 °C.

O efeito exercido pela velocidade superficial (vs) sobre a separagao
xilitol/arabinose € negativo, indicando que a utilizacdo de menores valores implica
em melhores respostas (Tabela 13). Observacdao semelhante foi feita por

MatijaSevi¢, Vasi¢-Racki e Pavlovi¢ (1997) para a separacao de glicose e frutose.
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Geralmente as menores taxas de escoamento conduzem a melhores separacoes,
pois de acordo com Cheng e Lee (1992), a lenta vazao pode dar ao componente

preferido mais tempo para penetrar nos macroporos do adsorvente.

A variavel volume de pulso/volume de leito (Vp/VI) ndo exerceu influéncia
significativa na separacao do xilitol da arabinose, assim como as interacbes de 22

ordem.

Tabela 13- Estimativa dos efeitos, erro — padréo, teste t de “Student” e valor de “p”

para ES xilitol/arabinose segundo o planejamento fatorial 2°.

Efeito Erro padrao t (4) p
Fator
Média 0,6304 0,0145 43,5744 0,000002
T +0,1488 * 0,0339 4,3851 0,0118
VS -0,1800 * 0,0339 -5,3048 0,0061
Vp/VI -0,0286 0,0339 -0,8437 0,4463
Txvs -0,0433 0,0339 -1,2755 0,2712
T x (Vp/VI) -0,0498 0,0339 -1,4686 0,2159
vs x (Vp/VI) -0,0213 0,0339 -0,6271 0,5646

* significativo em nivel de 95 % de confianga
R®= 0,9289
Erro residual= 0,0023

Os fatores estatisticamente n&o significativos sobre a separacdo do
xilitol/arabinose (Vp/VI e interagdes de 22 ordem) foram eliminados e adicionados
a falta de ajuste e a analise de variancia (ANOVA) foi entdo realizada (Tabela 14).
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Tabela 14- ANOVA para o planejamento fatorial 2° para a ES xilitol/arabinose.

Soma de Graus de Média de F calculado
quadrados liberdade quadrados
Fonte de
variacao
Regresséao 0,11 2 0,055 21,15
Residuo 0,021 8 0,0026
Falta ajuste 0,02 6
Erro puro 0,0009 2
Total 0,131 10
R= 0,92
F 0.95;2;8= 4,46

O coeficiente de correlacao (R= 0,92) € bem adequado para a obtencao de
um modelo de 12 ordem (equacao 4.3) bem como o teste F (Fcaiculado/Ftabelado), que
resultou em um valor calculado 4,7 vezes superior ao tabelado (Tabela 14).

ES xilitol/arabinose= 0,63 + 0,075 T — 0,09 vs (4.3)

A superficie de resposta para a ES xilitol/arabinose apresentada na Figura
13 permite visualizar uma melhor separacdo quando sao empregadas uma maior

temperatura (80 °C) e uma menor velocidade superficial (0,5 cm.min™).
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Figura 13- Superficie de resposta para a eficiéncia de separacgao xilitol/arabinose

em funcao da temperatura (T) e da velocidade superficial (vs).

A Tabela 15 apresenta o resultado da analise estatistica referente a
separacao do xilitol/xilose. Observa-se que a velocidade superficial (vs) nao
exerceu influéncia na eficiéncia desta separagcdo, assim como nao foram
observados efeitos de interagéo significativos para esta resposta.

Ressalta-se que a temperatura (T) foi significativa na separacéo do xilitol e
da xilose em nivel de 90 % de confianca e apresentou efeito negativo (diminuicao
da eficiéncia de separacao ao passar de 50 para 80 °C). Como este parametro
exerce efeito oposto sobre as duas respostas em andlise, seria correto determinar
uma temperatura que favorecesse ambas as respostas. Entretanto, como o

objetivo do trabalho € separar o xilitol proveniente de hidrolisado fermentado,
optou-se pela utilizagdo da temperatura de 80 °C nos ensaios seguintes,
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contornando esta situagdo através da reducdo da quantidade de xilose na

alimentacao pelo prolongamento do tempo de fermentacao.

Tabela 15- Estimativa dos efeitos, erro — padréo e teste t de “Student” e valor de

“p” para ES xilitol/xilose segundo o planejamento fatorial 2°.

Efeito Erro padrao t(4) P

Fator
Média 0,2870 0,0296 9,7087 0,0006
T -0,1852 ** 0,0693 -2,6725 0,0556
VS -0,0361 0,0693 -0,5208 0,6300
Vp/VI -0,2012 * 0,0693 -2,9026 0,0440
Txvs 0,0560 0,0693 0,8072 0,4648
T x (Vp/VI) 0,0120 0,0693 0,1724 0,8715
vs x (Vp/VI) 0,0605 0,0693 0,8728 0,4320

* significativo em nivel de 95 % de confianca
** significativo em nivel de 90 % de confianga
R°= 0,8120

Erro residual= 0,0096

Diferentemente do ocorrido com a separacao xilitol/arabinose, a separagao
xilitol/xilose € influenciada pela quantidade de amostra injetada na coluna. Esta
separagao demonstrou ser mais elevada ao reduzir o volume do pulso de 70 para
20 % do volume do leito (Tabela 15). Uma melhora no grau de separa¢do quando
menores quantidades de adsorbato sdo injetadas ja havia sido relatada por Union
Carbide Corporation (1985b).

A partir dos dados experimentais foi possivel obter a ANOVA (Tabela 16)
para a ES xilitol/xilose, que n&o foi suficientemente adequada para descrever um
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modelo de 12 ordem devido aos valores do teste F (2,54) e do coeficiente de

correlacéo (R= 0,86) ndo muito satisfatoérios.

Tabela 16- ANOVA para o planejamento fatorial 2° para a ES xilitol/xilose.

Soma de Graus de Média de F calculado
quadrados liberdade quadrados
Fonte de
variacao
Regresséao 0,15 2 0,075 11,36
Residuo 0,053 8 0,0066
Falta ajuste 0,053 6
Erro puro 0,0002 2
Total 0,203 10
R= 0,86
F 0,95;2,8= 4,46

A interpretacao estatistica dos resultados do planejamento fatorial permitiu
determinar as condigbes mais favoraveis de trabalho, ou seja, temperatura de 80
°C, velocidade superficial de 0,5 cm.min” e volume de pulso/volume de leito igual
a0,2.

4.8- Determinacao da velocidade 6tima da fase movel

O tipico grafico de van Deemter (Figura 14) relaciona a HETP e a
velocidade do eluente, permitindo o célculo da velocidade 6tima da fase movel.

Os graficos de van Deemter para o xilitol e para a arabinose, apresentados
na Figura 15, demonstram que as curvas obtidas seguem a forma tipica,
apresentando aumentos da altura de prato acima e abaixo da altura minima,
atribuidos aos efeitos de transferéncia de massa e difusdo longitudinal,
respectivamente. A minima altura de prato para o xilitol (HETP= 0,27 cm) é obtida

na velocidade linear de 0,88 cm.min”, que corresponde a uma vazdo de
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0,4 mL.min™. Ja para a arabinose a velocidade 6tima é de 0,66 cm.min™, obtida a

uma altura minima de prato de 0,35 cm e equivalente a vazéo de 0,3 mL.min".

Velocidade 6tima

Altura minima
de prato

Altura de prato

Velocidade da fase mével

Figura 14- Grafico tipico de van Deemter (SHEFFIELD HALLAM UNIVERSITY).

Os valores das velocidades 6timas da fase mdével determinados através da
Figura 15 sdo equivalentes aos obtidos a partir do planejamento experimental, que

indicou velocidade superficial de 0,5 cm.min™', o que corresponde a 0,4 mL.min™".
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Figura 15- Dados de HETP versus velocidade da fase mével para xilitol (—e-) e
arabinose (—a-) a 80 °C.
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4.9- Avaliacao da influéncia de diferentes eluentes na separacgao do xilitol
4.9.1- Etanol

Analisando os resultados dos experimentos nos quais etanol foi utilizado
como dessorvente (Tabela 17) constata-se que o aumento na concentragdo da
solugao alcodlica de 10 para 30 % causou maior influéncia sobre a separacao do
xilitol/arabinose do que sobre a do xilitol/xilose: a ES xilitol/arabinose aumentou
em 42 %, enquanto que a separagao do xilitol e da xilose foi incrementada em
somente 24 %. Entretanto ao comparar o uso de etanol a 10 e 40 % observa-se
um aumento de quase 100 % na separagao do xilitol em relagdo a xilose com o
emprego de etanol a 40 %.

Tabela 17- Eficiéncia de separacéo (ES) do xilitol em coluna de zedlita utilizando

diferentes concentragdes de etanol (% em v/v).

ESxilitovarabinose ESxilitoxilose
Concentracao
0 0,86 0,28
10 1,35 0,41
20 1,56 0,45
30 1,92 0,51
40 1,89 0,80
50 1,21 0,61

*experimento realizado com agua como eluente

As eficiéncias de separagcao obtidas com etanol, independentemente da
concentragao utilizada, sdo superiores as obtidas com agua, como pode ser visto
na Tabela 17. Lorengo (2004) também relata o efeito positivo do uso de etanol na
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separacao de glicose e frutose: a eficiéncia do processo praticamente duplicou ao

substituir a agua por uma solucao aquosa de etanol 15 %.

Kaplan e Hutkins (2000) utilizaram uma solug¢do de etanol a 5 e 15 % para
eluir, respectivamente, sacarose e uma mistura de fruto-oligossacarideos. A
patente da UOP Inc. (1988) relata a utilizacdo de etanol (puro ou em solugao
aquosa) na adsorcao seletiva de arabinose em leitos de zedlitas do tipo faujasita.
Contrariamente a estes resultados, Cheng e Lee (1992) relatam o pequeno efeito

do etanol a 95 % como dessorvente na separacao de glicose e frutose por zedlita.

Observa-se na Tabela 17 que a maxima eficiéncia de separagdo do
xilitol/arabinose foi obtida ao utilizar etanol a 30 % (ES= 1,92), enquanto que a do
xilitol/xilose foi melhor ao empregar etanol a 40 % (ES= 0,80). Ao aumentar o teor
da solucdo alcodlica de 40 para 50% sao observadas redugcdes de
aproximadamente 36 e 24 % respectivamente para as separacgdes xilitol/arabinose

e xilitol/xilose.

Os perfis de concentragdo obtidos do experimento com etanol a 30 %
(Figura 16) demonstram que a xilose é o primeiro componente a eluir da coluna de
zeolita, seguida do xilitol e posteriormente da arabinose, que apresenta um maior
espalhamento de pico. Esta seqiéncia é verificada em todos os ensaios,
independentemente da concentracdo de etanol utilizada. Uma adsorgéao mais forte
de arabinose, comparada a acgucares como xilose e glicose, foi relatada nas
patentes da Union Carbide Corporation (1985b) e da UOP Inc. (1988) ao utilizar as
zeollitas BaX e CaX, respectivamente.
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Figura 16- Perfil de eluicao de xilitol (—e—), xilose (—o—) e arabinose (—a—) em leito
de zedlita BaWE eluido com etanol a 30 % (v/v).

4.9.2- Acetona

Os dados obtidos dos ensaios com acetona revelam que a concentracao de
30 % é nitidamente a mais favoravel para separar o xilitol, assim como observado

para o etanol com relagéo a separacao xilitol/arabinose.

A Tabela 18 permite verificar aumentos nas diferencas entre os tempos de
retengdo dos compostos com o uso de concentragbes crescentes de acetona, o
que implica em melhores separagoes.

Os maiores tempos de retengédo (u) obtidos foram relativos a arabinose,
independentemente da concentragdo de acetona utilizada, o que permite concluir
que a arabinose é o componente da mistura que permanece retido na coluna por

maior tempo.

O fato de melhores separagdes terem sido obtidas com o uso de acetona

pode ser explicado pela menor polaridade deste solvente em relagao ao etanol e a
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agua, pois solventes com polaridades menores promovem maior interacdo e
consequientemente maior fixagdo entre o soluto e o adsorvente (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 1995).

Os ensaios para selecao do eluente permitiram concluir que a acetona a
30 % (v/v) é o dessorvente que conduz a melhores separacdes do xilitol, porém
com o0 uso do etanol a 30 % (v/v) foram obtidas eficiéncias de separacao
satisfatérias. Uma vez que o etanol é produzido em grandes quantidades,
apresenta preco reduzido e é facilmente removido de solugdes aquosas, o referido
eluente, na concentracdo de 30 % (v/v), foi escolhido para ser utilizado nos

ensaios de separagao do xilitol obtido por fermentagao.

Tabela 18- Parametros de separagcdo do xilitol em coluna de zedlita BaWE

utilizando diferentes concentragdes de acetona (% em v/v).

Acetona 10% Acetona 20% Acetona 30%
Parametro
p xilitol 50,53 49,76 74,70
M arab 64,68 73,15 104,70
M xilose 47,47 44,96 65,81
| p xilitol-p arab | 14,15 23,39 30,00
| u xilitol-p xilose | 3,06 4,80 8,88
o? xilitol 68,28 119,47 111,52
o®arab 97,95 260,47 148,25
o® xilose 53,58 60,76 75,20
ES xilitol/arabinose 1,56 1,76 2,65
ES xilitol/xilose 0,39 0,52 0,93

u (min); o* (min®)
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4.10- Caracterizacao do hidrolisado de bagaco natural e concentrado

A hidrélise &acida do bagaco de cana-de-agucar permitiu obter diferentes
compostos, que estdo apresentados na Tabela 19. A avaliacdo desta tabela
demonstra que, dentre os carboidratos, a xilose € o mais abundante e dentre os
compostos  téxicos (acido acético, compostos fendlicos, furfural e
hidroximetilfurfural) os fendis encontram-se em maiores quantidades. Em
comparagao aos trabalhos desenvolvidos por Carvalho et al. (2002) e Marton
(2002), observa-se uma concentragao baixa de acido acético e similar ao valor de
1,91 g.L" obtido por Verde (1999).

Tabela 19- Composicdo parcial do hidrolisado de bagago de cana-de-agucar

natural (HN) e concentrado (HC), expressa em g.L‘1.

Compostos HN HC
Glicose 1,14 2,98
Xilose 18,12 54,13

Arabinose 1,34 3,88

Acido acético 1,70 2,94

Furfural 0,13 1,6.10%
Hidroximetilfurfural 7,9.10° 2,0.10°%
Fendis 3,47 9,57

Ap6s a concentracdo deste hidrolisado observa-se a ocorréncia de um
aumento na concentracdo de glicose, xilose e arabinose proporcional ao fator de
concentracao, isto é, os teores destes acucares foram superiores em
aproximadamente 3 vezes aos originais, como observado por Rodrigues et al.
(2001) e Marton (2002), sugerindo que estes agucares ndao foram degradados

durante a evaporag&o a vacuo.
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O teor de hidroximetilfurfural aumentou de 7,9.10° para 2,0.102g.L™", o que
corresponde a um fator de concentracao igual a 2,5. Um resultado ja esperado e
observado por Morita (1998) foi a reducdo na concentracdo de furfural, pois de
acordo com Perry e Green (1997) o baixo ponto de ebulicdo deste composto em
condi¢des de temperatura elevada e pressao reduzida favorece sua redugédo. O
acido acético, por ser uma substéancia volatil, apresentou um fator de concentracao
igual a 1,73, valor similar ao relatado por Morita, Silva e Felipe (2000) e Carvalho
et al. (2002). O fator de concentracao observado para os fendis (FC= 2,76) esta
muito proximo do experimental estipulado (FC= 3).

4.11- Tratamento e fermentacao dos hidrolisados

A andlise quantitativa dos hidrolisados tratados permitiu verificar a
capacidade das metodologias empregadas na redugdo do furfural, do
hidroximetilfurfural (HMF), do &cido acético e dos compostos fendlicos. As
concentragdes destas substancias no hidrolisado concentrado e nos tratados

estao apresentadas na Tabela 20.

Tabela 20- Concentracdo dos compostos tdxicos nos hidrolisados concentrado
(HC) e tratados, expressa em g.L™.

Ac. acético  Furfural HMF Fenodis

Hidrolisado

HC 2,94 1,6.10° 2,0.10° 9,57

Tratado com variacao pH/ 2,90 8,8.10° 2,2.10° 2,09
carvao ativo

Tratado com resina 274 4,710 1,3.1072 284

anionica

Tratado com resinas de 0,31 6,1.10° 4,3.10° 0,79

troca ibnica
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O emprego das resinas de troca ibnica A-103S, A-860S, A-500 e C-150 na
destoxificagdo do hidrolisado concentrado permitiu o decréscimo de 89 % da
concentracdo de acido acético e de 92 % na de compostos fendlicos. A elevada
reducao dos compostos fendlicos se deve, provavelmente as resinas A-860S e A-
500, que de acordo com Purolite (1999) foram desenvolvidas para remover
compostos organicos coloridos, sendo a A-860S particularmente efetiva quando a
concentracdo destes compostos é alta. Decréscimos de 62 % de furfural e 78 %
de hidroximetilfurfural (HMF) foram alcancados, sendo estes resultados similares
aos de Larsson et al. (1999), que relatam reducdo de 70 % dos derivados de

furano com resina trocadora de anions.

A presenca de ions metdlicos no hidrolisado tratado com resinas foi
constatada, no entanto 0 uso das resinas promoveu remog¢ao de niquel e redugéao
de 80 % de ferro e superior a 98 % dos ions manganés, cromo e magnésio. Verde
(1999) constatou remocgao de niquel e ferro e Rodriguez et al. (2000) observaram
decréscimos maiores que 98,5 % na concentracéo de ferro e magnésio ao utilizar

resinas de troca ionica.

Uma reducgao nos teores de furfural e fendis (70 %) e de hidroximetilfurfural
(34 %) do hidrolisado concentrado foi verificada com o uso isolado da resina
anionica A-103S. Comparado aos estudos de Verde (1999), este ensaio promoveu
reducao semelhante de fendis e mais elevada de hidroximetilfurfural. A A-103S é
uma resina macroporosa que, apesar de ter sido desenvolvida para adsorver entre
outros compostos, acidos organicos com pKa até 5 (PUROLITE, 1999), no
presente trabalho reduziu somente 7 % de &acido acético, valor baixo se
comparado aos 24 % relatados por Rodriguez et al. (2000). Uma reducado mais
elevada no teor deste acido nao foi constatada provavelmente devido ao fato da
resina utilizada ja estar com sua capacidade total de troca esgotada, devido a
prévia redugcdo dos furanos e fendis. A redugdo mais elevada de acido acético
relatada por Rodriguez et al. (2000) ocorreu porque anteriormente a A-103S este
pesquisador utilizou a resina A-860S, que removeu grande parte dos compostos
fendlicos e furfural e 32 % deste acido.
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O tratamento baseado na variacdo de pH do hidrolisado concentrado e
posterior adi¢cdo de carvao ativo foi eficiente na reducao dos fendis, como descrito
por Verde (1999) e do hidroximetilfurfural, como citado por Alves (1997). No
entanto, o acido acético permaneceu no hidrolisado em concentracao elevada
(2,90 g.L"), assim demonstrado na Tabela 20. Esta quantidade de acido &, de
acordo com Felipe et al. (1995), prejudicial ao consumo de xilose, nao existindo o
efeito estimulante observado em concentragées de até 1,0 g.L" de acido acético.
O decréscimo na concentracao de furfural (45 %) foi inferior ao relatado por Alves
(1997), que é de 73 %.

A andlise dos resultados obtidos da metodologia baseada no uso de carvao
ativo como agente unico de destoxificacao, feita através da comparagao entre os
valores de concentragdo dos compostos no hidrolisado natural e no tratado sem
concentrar revela decréscimos de 27 % no teor de &cido acético e 38 % de
furfural. Redugcbes mais elevadas foram constatadas para o hidroximetilfurfural
(HMF) (99 %) e para os compostos fendlicos (77 %) (Tabela 21). A evaporacao a
vacuo deste hidrolisado tratado demonstrou que os fatores de concentracao
obtidos foram similares aqueles discutidos no item 4.10.

Tabela 21- Concentragdo dos compostos tdéxicos no hidrolisado natural (HN), no
tratado com carvao ativo e no tratado/concentrado, expressa em g.L™".

Ac. acético  Furfural HMF Fenois
Hidrolisado
HN 1,70 0,13 7,9.10°¢ 3,47
Tratado com carvao ativo 1,24 0,08 7.10™ 0,78
Tratado com carvéo ativo 2,40 2,210 1,9.10° 2,02

e concentrado
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As fermentagbes dos hidrolisados tratados demonstraram que os maiores
valores de produtividade volumétrica (0,64 g.L".h"") e fator de rendimento em xilitol
(0,75 Qyiito.g 'xiose) foram obtidos com o emprego das resinas de troca idnica,
conforme demonstrado na Figura 17. Esta produtividade foi nitidamente superior
as obtidas com os demais tratamentos, observando-se melhoras ao redor de 43,
28 e 41 % em relacdo a variacao de pH/adicao de carvao ativo, ao emprego da
resina anidnica e ao uso isolado do carvao ativo, respectivamente. Ja o fator de
rendimento ndo apresentou variacao tao significativa com os tratamentos, com
excecao do tratamento baseado na variacdo de pH/adigao de carvao ativo.
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Figura 17- Valores de fator de rendimento Yp;s € produtividade volumétrica Q em
xilitol das fermentagdes dos hidrolisados tratados com variagdo de
pH/carvao ativo (A), resina A103-S (B), carvao ativo (C) e resinas de
troca ibnica (D).

A pequena redugédo no teor de acido acético e de furfural, compostos
toxicos a levedura que podem atuar em sinergia, provavelmente foi a causa da

obtengcdo dos baixos valores dos parametros fermentativos (produtividade
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volumétrica de 0,37 g.L".h" e fator de rendimento de 0,54 Qyiitol.g 'xiose) @O0
empregar a variacao de pH/adicao de carvao (Figura 17). Ressalta-se que este foi

0 Unico tratamento a reduzir o teor de xilose do hidrolisado.

As diferentes metodologias avaliadas nao exerceram influéncia no consumo
de glicose, que em todas as condi¢des avaliadas ocorreu nas primeiras 12 horas
de cultivo. Quanto a arabinose observou-se um consumo na presenca de baixas
concentragdes de xilose no caldo fermentado, conforme também constatado por
Morita (1998).

4.12- Fermentacao em reator de bancada do hidrolisado tratado com resinas

de troca idnica

A composicao de carboidratos, polidis, alcoois, acidos e compostos
fendlicos do meio de fermentacao contendo hidrolisado de bagaco de cana tratado
com resinas de troca ibnica esta apresentada na Tabela 22.

Os carboidratos xilose, arabinose e manose foram reduzidos pela Candida
guilliermondii aos seus respectivos polidis: xilitol, arabitol e manitol.
Contrariamente, Meyrial et al. (1991) afirmam que ao cultivar esta levedura em
meio sintético contendo somente manose, esta hexose ndo foi convertida em
manitol, mas usada para produzir etanol e massa celular. Por outro lado, a

producao de arabitol a partir da arabinose foi constatada por estes autores.

Além dos poliois, também se observou a formagao de 1,14 g.L™" de glicerol
e 0,78 g.L" de etanol e a presenca de celobiose (2,58 g.L"), acido glucurénico

(2,02 g.L™") e compostos fendlicos (0,52 g.L ™).
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Tabela 22- Composigao inicial e final do meio fermentacdo contendo hidrolisado

de bagaco de cana, expressa em g.L".

Concentracao inicial Concentracao final
Compostos

Glicose 1,74 0
Xilose 43,48 0,96
Arabinose 2,76 1,61
Manose NA 0,20
Celobiose NA 2,58
Xilitol 0 25,70
Arabitol 0 0,39
Manitol 0 0,08
Glicerol 0 1,14
Etanol 0 0,78

Ac.acético 0,71 0
Ac. glucurébnico NA 2,02
Compostos fendlicos NA 0,52

NA- ndo analisado

A andlise de metais revelou a presenca dos fons calcio (86 mg.L™), ferro
(44 mg.L"), niquel (30 mg.L"), cromo (63mg.L"), manganés (11 mg.L"),
magnésio (206 mg.L"), potassio (5260 mg.L") e sédio (9575 mg.L™). Acredita-se
que a elevada concentracdo de sodio se deve a utilizacdo de hidréxido de sodio
para elevar o pH do hidrolisado, sem que o ion sddio desta base fosse trocado
com o cation da resina catibnica C-150 e consequentemente removido do

hidrolisado.
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O hidrolisado fermentado ja centrifugado (sem células) contém 41 mg.L™" de
proteinas e estd isento de furfural, de hidroximetilfurfural e dos &cidos férmico e

levulinico.

Os perfis de consumo de agulcares e de acido acético e da producao de
xilitol estdo apresentados na Figura 18. Verifica-se que a xilose e a arabinose
foram consumidas parcialmente, respectivamente em 97,8 e 41,7 %, sendo a taxa
de consumo da xilose (0,93 g.L".h") muito maior do que a da arabinose
(0,025 g.L'".h"). Observacdo similar quanto as diferentes taxas em que estas
pentoses sdo consumidas é relatada por Meyrial et al. (1991). Com relacdo a
glicose e ao acido acético, notou-se consumo integral. Através desta figura
observa-se que o pH apresenta um pequeno aumento nas primeiras 26 horas de
fermentacéo provavelmente devido ao consumo de acido acético e entdo decresce

continuamente até o valor de 4,22.

A produtividade volumétrica em xilitol foi de 0,56 g.L.h" e o fator de
rendimento de 0,60 Gxiito.g 'xiose- EStes parametros fermentativos foram da mesma
grandeza que os obtidos por Silva et al. (2003) que, ao cultivar a levedura Candida
guilliermondii imobilizada em vidro poroso em reator de leito fluidizado, obtiveram
0,6 g.L".h".e 0,57 guiito.g 'xiose. Embora Morita (1998) tenha aplicado ao
hidrolisado um tratamento de destoxificagéo diferente, os valores encontrados por
este pesquisador (0,55 g.L".h" e 0,63 g ' xiose- 'xiito)) foram muito similares aos
aqui obtidos, mesmo com um consumo parcial de acido acético. Pode-se concluir
que, em reator de bancada, a conversao de xilose em xilitol € a mesma, tratando-

se o hidrolisado com resinas ou com variagéo de pH/carvao ativo.

73



Capitulo 4- Resultados e discusséao

50 3 ~

|

2

40 o

.©

i 12 8

5 301 S

— \m
@]

= (0]

= 20 11 2

[¢)) o

@ <

g 10 3

< @

_0 ~

0 %

o

T T T T T T T T T T g

0 10 20 30 40 50 O

Tempo (min)

Figura 18- Consumo de xilose (—o—), glicose (--o--), arabinose (-- A--) e acido
aceético (--+--) e producgéao de xilitol (—e—) durante a fermentacao do

hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar.

4.13- Separacao do xilitol obtido por fermentacao em reator de bancada

Os ensaios de separagao conduzidos com hidrolisado fermentado em reator
de bancada foram realizados de acordo com o0 esquema que esta representado na
Figura 19. A alimentacdo descendente do meio fermentado na primeira coluna,
empregando-se 0 método de resposta a pulsos cromatograficos, foi realizada com
uma bomba peristaltica e as fragées contendo os compostos foram coletadas na
saida da ultima coluna utilizando-se um coletor de fragcoes. A temperatura de 80°C
foi mantida através da circulagdo de agua na camisa da coluna pelo acoplamento
a um banho termostatizado. A composicao da solucado do pulso utilizada nestes

ensaios estd apresentada na Tabela 22 do item 4.12.
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Para a avaliacdo da separacao do xilitol obtido por fermentacao inicialmente
foi realizado um ensaio utilizando uma coluna com altura de leito de zedlita de
36 cm, o qual permitiu obter fatores de seletividade iguais a @ arapinose, xiitor= 1,33 €

O xilose, xilito= 0,91.

—

o
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<
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g

1- Fermentador; 2- Centrifuga ou filtro; 3- Meio clarificado; 4- Tanques de espera; 5-
Bomba dosadora; 6- Colunas de separacao; 7- Coletor seletivo

Figura 19- Esquema simplificado dos processos de fermentacdo e separacao de

xilitol.

Posteriormente duas colunas de zedlita BaWE em série com altura total de
leito igual a 89 cm e volume de pulso correspondente a 20 % do volume total dos
leitos foram empregadas para separar o xilitol. Os resultados deste ensaio foram o
arabinose, xilitol= 1,34 € Q xise, xilitoi=0,90, OU se expressos em termos de eficiéncia de
separacao, ES xilitol/arabinose= 1,47 e ES xilitol/xilose= 0,69. Utilizando a mesma
proporcdo de volume de pulso em relagdo ao volume de leito e eluindo uma
solugédo sintética de xilitol (29,30 g.L'"), arabinose (3,19 g.L™") e xilose (4,08 g.L™)
em leito de 84 cm de altura obteve-se uma melhor separacdo de xilitol e
arabinose, como pode ser verificado na Tabela 23.
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Tabela 23- Parametros de separagao do xilitol proveniente de solugéo sintética e

de meio fermentado em coluna de zeélita BaWE.

Solucao sintética

Meio fermentado

Parametro
u xilitol 181,53 170,30
U arabinose 274,11 228,83
U xilose 161,88 152,77
| u xilitol-p arab | 92,58 58,53
| u xilitol-p xilose | 19,65 17,53
o xilitol 1299,17 1208,39
o® arabinose 1942,91 2069,52
o® xilose 876,49 337,64
ES xilitol/arabinose 2,32 1,47
O arabinose, xilitol 1,51 1,34
ES xilitol/xilose 0,60 0,69
O xilose, xilitol 0,89 0,90

u (min); o© (min?)

Uma reducao significativa na diferenca entre o tempo de retencéo do xilitol
e da arabinose, assim como um maior espalhamento do pico da arabinose
(expresso por o%) foram verificados no ensaio conduzido com meio fermentado em
relacdo a solucao sintética. Estes fatos contribuiram para uma separacdo menos
efetiva (5 % inferior), devida provavelmente a presenca de outros compostos no
meio fermentado, que € confirmada pelos menores valores de eficiéncia de
separacao e fator de seletividade. Entretanto com relacdo ao par xilitol/xilose a
menor proporcao de xilose em relacdo ao xilitol parece ser a responsavel pela
melhor separagéao verificada no meio fermentado (ES X/X= 0,69) (Tabela 23).

A Tabela 24 apresenta as eficiéncias de separacao obtidas variando-se o

namero de colunas (e por consequéncia a altura do leito) e o volume do pulso
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injetado com relagdo ao volume do leito. Comparando-se 0s ensaios realizados
em uma unica coluna com leito de 36 cm e em duas colunas com altura total de
89 cm, ambos com volume de pulso igual a 20 % do volume do leito, verifica-se
que o emprego de duas colunas nado apresentou melhora significativa nas

separacoes.

Tabela 24- Eficiéncias de separacao do xilitol (ES) em funcdo do numero de

colunas de leito fixo de zedlita BaWE e do volume do pulso de

alimentagéo.
N2 colunas Altura total (cm) Vp/VI ES X/A ES X/X
1 36 0,2 1,42 0,74
2 89 0,2 1,47 0,69
2 89 0,08 3,17 2,72
3 142 0,08 3,81 2,85

ES X/A...eficiéncia de separacao xilitol/arabinose
ES X/X...eficiéncia de separacao xilitol/xilose

Novamente realizou-se um ensaio com duas colunas de zedlita, sendo a
primeira delas alimentada com um pulso com volume correspondente a 8 % do
volume total dos leitos. A redugéo do volume do pulso de 13,98 mL (Vp/VI=0,2)
para 5,65 mL (Vp/VI=0,08) resultou no aumento das eficiéncias de separagéo
xilitol/arabinose e xilitol/xilose em 116 e 294 %, respectivamente (Tabela 24).
Lorengo (2004) reduziu o volume do pulso de 4 para 1 mL e verificou uma melhor
separagcao de frutose e glicose usando a zedlita Baylith WE 894 trocada com
bario. Cheng e Lee (1992) também empregaram zedlita, do tipo Y trocada com
potassio, e relataram aumento de 25 % nesta separagao ao reduzir a quantidade

injetada na coluna de 8 para 2 mL.

O fracionamento da mistura eluida deste ensaio demonstra que as fracoes
10 a 12 contém 22,55 % de xilitol, 58,60 % de glicerol, 13,40 % de celobiose e

77



Capitulo 4- Resultados e discusséao

5,45 % de outros componentes (acido glucurénico, arabitol e manitol), como pode
ser observado na Tabela 25. A massa de xilitol dessas fragbes corresponde a

somente 1,8 % da injetada.

Tabela 25- Composicao das fragdes obtidas do ensaio com 2 colunas de zedlita
BaWE e volume de pulso igual a 8 % do volume do leito, expressa em
%.

Fracao 10-12 Fracao 13-21 Fracao 22-27

Compostos
Xilose 0 0,82 0
Xilitol 22,55 97,80 53,54
Arabinose 0 0,84 46,46
Arabitol 0,43 0,54 0
Manitol 0,32 0 0
Glicerol 58,60 0 0
Celobiose 13,40 0 0
Acido glucurénico 4,7 0 0

Ja as fragbes 13 a 21 sao altamente enriquecidas em xilitol (97,28 %) e
com pequenas quantias de arabinose (0,84 %), xilose (0,82 %) e arabitol (0,54 %).
A combinacao destas fracdes permitiu a recuperacao de 94,53 % de xilitol. Se a
pureza do xilitol exigida for maior que 97 %, recomenda-se reciclar estas fracdes,
ou seja, elui-las novamente no leito de zedlitas. A fragao final (22-27) é constituida
de 3,65 % de xilitol e 46,46 % de arabinose e através dela recuperou-se 79,65 %
da arabinose presente no pulso. Devido a massa inexpressiva de xilitol ndo é
necessario reciclar esta ultima fracdo, a menos que se deseje recuperar a

arabinose.
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A Figura 20 apresenta os perfis de concentracdo de alguns dos compostos
presentes na solucdo de alimentacdo em funcdo do volume de eluicdo dos
mesmos, obtidos do ensaio com 2 colunas e volume de pulso igual a 8 % do
volume do leito. O xilitol € o primeiro composto a eluir, com inicio em
aproximadamente 40 mL, seguido da xilose, enquanto a arabinose comeca a
surgir um pouco antes dos 80 mL. A pequena sobreposicao dos picos do xilitol e
da arabinose demonstra o alto grau de separagao obtido entre estes compostos.
Diferentemente dos resultados aqui observados com relagdo aos tempos de
retengao, Jones e Wall (1960) verificaram que, com resina Dowex na forma barica,
o xilitol € o componente mais fortemente retido. Outra constatagcdo destes
pesquisadores, também diferente da aqui verificada, € a auséncia de separacao
da xilose e da arabinose.
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Figura 20- Perfil de eluicdo de xilitol (—e-), xilose (—o—) e arabinose (-a—) em 2
colunas de zedlita BaWE com altura total de leito igual a 89 cm e
Vp/VI= 0,08.
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Apés variar o volume de pulso nos experimentos com duas colunas de
zeolita BaWE em série e verificar que o pulso com volume igual a 8 % do volume
total dos leitos favoreceu a separacao do xilitol, optou-se por utilizar trés colunas
em série, com altura total de leito igual a 142 cm com o objetivo de melhorar esta

separacao.

Na Figura 21, que apresenta os perfis de concentracdo (em escala
normalizada) do meio fermentado eluido em 3 colunas, observa-se a separacao
completa da xilose e arabinose, como ja ocorrido no teste anterior (2 colunas,
Vp/VI= 0,08). Saska, Chen e Vatelot (1999) empregaram oito colunas em escala
piloto preenchidas com a resina Dowex Monosphere 99 e leito mével simulado e
conseguiram uma fracdo com 83,2 % de xilose e 7,4 % de arabinose.
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Figura 21— Perfil de eluigdo de xilitol (—e—), xilose (-o-) e arabinose (-a—) em 3
colunas de zedlita BaWE e Vp/VI= 0,08.
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A eluigdo do meio fermentado em 3 colunas de zedlita BaWE permitiu obter
eficiéncias de separacdo de 3,81 e 2,85 para os pares xilitol/arabinose e
xilitol/xilose, respectivamente. A composicao das fragbes ricas em xilitol, obtidas
deste ensaio é de 98,29 % de xilitol, 0,47 % de arabinose, 0,49 % de xilose,
0,69 % de arabitol e 0,06 % de manose. A analise das demais fragdes revelou que
o glicerol, o acido glucurénico e a celobiose eluiram antes da fragao rica em xilitol,
ndao contaminando-a. Estes resultados sdo indicios de que a zedlita utilizada
nestes ensaios (BaWE) pode ter atuado como peneira molecular em relagdo ao
acido glucurbnico e a celobiose, ja que as moléculas destes compostos
apresentam maior numero de atomos de carbono do que as de xilitol, xilose e

arabinose.

Com relacdo a separacéo do xilitol, xilose e arabinose, acredita-se que a
seletividade do tamanho do poro do adsorvente provavelmente nao foi a
propriedade responsavel pela separagdo, ja que 0s mesmos apresentam
tamanhos similares. Esta constatacdo reforca a evidéncia da formagao do
complexo cation-adsorbato, que segundo a patente da UOP (1989), varia a
orientacdo de moléculas de agucares com a abertura dos poros do adsorvente,
promovendo uma disposicdo adequada da configuracao estrutural das moléculas
de agucares que coincide com a forma da abertura do poro do adsorvente.

As fragdes nao foram analisadas quanto aos compostos fendlicos devido ao
pequeno volume coletado, contudo, acredita-se que o efeito de peneira acima
citado com relacao ao acido glucurdnico e a celobiose possa também ter ocorrido,

ja que o fenol mais simples tem 6 atomos de carbono.

Através da comparacao entre os ensaios realizados em duas e trés colunas
de zedlita BaWE (alturas totais de leito iguais a 89 e 142 cm, respectivamente),
com volume de pulso igual a 8 % do volume de leito (Vp/VI= 0,08), observa-se que
o incremento na altura do leito resultou em aumento de 5 e 20 % nas eficiéncias
de separagdo do xilitol/xilose e xilitol/arabinose, respectivamente (Tabela 24).
Interpretando os resultados em termos de porcentagem de xilitol nas fragdes e

recuperagdao do mesmo, pode-se dizer que no ensaio com leito de 89 cm o xilitol
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representa 97,80 % da fracdo enriquecida, sendo sua recuperagao igual a 94,5 %.
Ja a combinacao das fragcoes obtidas do leito de comprimento maior (3 colunas)
resulta em 98,29 % de xilitol, correspondente a 96,5 % da massa presente na
solucéo do pulso.

Apesar da separacao do xilitol ter sido superior no ensaio com 3 colunas de
zeolita BaWE verificou-se que a porcentagem deste poliol nas fracoes
enriquecidas foi somente 0,5 % maior do que a obtida com 2 colunas, assim como
a quantidade de xilitol recuperada foi apenas 2,1 % superior. No experimento com
2 colunas notou-se a presenga de arabinose, xilose e arabitol como contaminantes
da fracao mais rica em xilitol e no de 3 colunas, além destes componentes, a
manose também estava presente. Além destes fatos, o sistema de 2 colunas
contribuiu para uma eluicdo mais rapida dos compostos presentes na alimentagao
e envolveu menor volume de eluente. Estas observagdes permitiram concluir que,
dentre os sistemas experimentais avaliados, aquele composto de 2 colunas com
altura total de leito de 89 cm, alimentadas com um pulso com volume
correspondente a 8 % do volume do leito, a 80 °C e velocidade superficial de
0,5cm.min™ foi o que conduziu a melhores separacdes do xilitol presente no

hidrolisado fermentado de bagacgo de cana-de-agucar.

82



Capitulo 5- Conclusées

5- CONCLUSOES

Os ensaios iniciais para selegao da zedlita demonstraram que a Baylith WE
894 em sua forma original (Na*) e trocada com bario, respectivamente NaWE e
BaWE, apresentaram maior capacidade de adsorcdo para o xilitol. A avaliagao
posterior destas zeodlitas a 30 e 50 °C, revelou que o uso da BaWE a 50 °C

conduziu a maiores eficiéncias de separacao do xilitol.

A caracterizagdo da zedlita NaWE quanto a taxa Si/Al permitiu concluir que
esta é uma zedlita do tipo Y, considerando que todo o silicio esteja na estrutura
cristalina.

O favorecimento da separacao do xilitol de uma solucao sintética de xilose
e arabinose ocorreu com o emprego de particulas com didmetro entre 53-125 pm

e com concentracoes crescentes de etanol e de acetona até 30 %.

O método de eluicdo cromatografica demonstrou ser uma técnica de facil
execucao na determinacao da constante de equilibrio do xilitol, fornecendo K=
1,03. A utilizacdo do banho finito resultou em isotermas lineares e pequenas

quantidades adsorvidas de xilitol, com valor de K igual a 0,54.

O planejamento fatorial demonstrou que as melhores condi¢cdes para a
separacao do xilitol sdao temperatura de 80 °C, velocidade superficial de
0,5 cm.min™ e volume de pulso igual a 20 % do volume de leito (Vp/VI= 0,2).

O estudo comparativo de quatro diferentes tratamentos de destoxificagéo
do hidrolisado de bagaco de cana permitiu afirmar que o uso de resinas de troca
ibnica foi o mais eficiente, promovendo reducdo de 62 % de furfural, 78 % de
hidroximetilfurfural e de aproximadamente 90 % de acido acético e compostos
fendlicos, resultando em uma fermentacdo com produtividade volumétrica em

xilitol de 0,64 g.L".h™" e fator de rendimento em xilitol igual a 0,75 xiltol-Gxilose -

Comparando-se as eficiéncias de separacao do xilitol obtidas usando meio
sintético e hidrolisado fermentado como solucdo de alimentacdo em condicoes
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semelhantes, constatou-se que esta separacao é influenciada pela presenca de

outros compostos no meio e pela proporgao destes.

Os ensaios de separacao do xilitol obtido pela fermentacado do hidrolisado
de bagaco de cana, permitiram concluir que o0 aumento na altura de leito de 36
para 89 cm, usando volume de pulso igual a 20 % do volume do leito ndo
melhorou a separacéo do xilitol. Por outro lado, a reducédo do volume de pulso de
20 para 8 % do volume do leito de 89 cm acarretou no aumento da separagao
deste poliol.

O fracionamento do hidrolisado fermentado em leito de 89 cm usando
volume de pulso igual a 8 % do volume do leito permitiu obter uma fracao
constituida de 97,80 % de «xilitol, com recuperacdo de 94,5 %, porcentagens
ligeiramente inferiores as obtidas com leito de 142 cm. Considerando-se estas
observacgdes, o tempo de corrida e a quantidade de eluente necessaria, conclui-se
que o sistema experimental composto de 2 colunas de zedlita BaWE com altura
total de leito de 89 cm, alimentadas com um pulso com volume igual a 8 % do
volume do leito a 0,5 cm.min™ e a 80 °C foi o que conduziu a melhores separagdes
do xilitol presente no hidrolisado fermentado de bagaco de cana-de-agucar.

A recuperacao do xilitol do meio fermentado de bagaco de cana-de-agucar
utilizando zedlitas mostrou-se altamente satisfatéria se comparada a processos de
separagao de outros agucares e polidis, evidenciando a potencialidade da zedlita
BaWE como adsorvente na separacgao do xilitol obtido por fermentagéo.
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6- SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para que trabalhos futuros sejam conduzidos na linha de pesquisa do atual

trabalho recomenda-se:

- Utilizar metais da série lantanidea como cation de compensacao das

zeollitas, uma vez que a literatura revela forte interacao do xilitol com os mesmos.

- Avaliar a separacado do xilitol empregando solventes com polaridade
menor que a da acetona, uma vez constatado que eluentes com polaridade
reduzida favorecem tal separacdo. Ainda com relagdo ao eluente, executar uma

andlise do custo-beneficio do etanol, que existe em abundéancia no Brasil.

- Realizar estudos de adsorcédo do xilitol em faixas de concentracdo mais

elevadas, quando a isoterma podera se tornar nao linear.

- Investigar a separagdao de solugcdes concentradas de xilitol de modo a
viabilizar a conducdo deste processo com o caldo obtido industrialmente e realizar
o reciclo das fragées ndo enriquecidas neste poliol no leito de zedlitas.

- Otimizar a separagéo do xilitol através do uso de colunas cromatograficas
com didmetros maiores, ja que o uso de colunas muito longas implica no aumento

da queda de pressao e esta relacionado com a disponibilidade de espaco fisico.

- Estudar a influéncia dos compostos presentes no hidrolisado fermentado
sobre a separacao do xilitol.

- Calcular os parametros de transporte como difusividade efetiva e
dispersdo axial e aplica-los ao leito mdvel simulado, o qual pode conduzir a

produtos com maior pureza e a maiores recuperagoes.
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- Utilizar membranas de zedlitas na separacdo do xilitol, ja& que esta
utilizacdo consiste em um método continuo que nao requer eluente, eliminando

deste modo a etapa de destilacao para a separacao deste.
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