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Producao de xilitol a partir do bagag¢o de cana-de-acucar

Autor: Joseé do Egito de Paiva
Orientadora: Prof2. Dr?. Adilma R. Pippa Scamparini

RESUMO

No processo de hidrolise do bagaco de cana-de-aglcar usou-se um
delineamento fatorial 22 para estudar a producdao de monossacarideos em quatro
tempos de reagao: 11, 18, 30 e 50 minutos. As regressdes nos tempos de 11 e 18
minutos foram altamente significativas (p<0,05) com R? de 0,9757 e 0,9718,
respectivamente. As regressdées nos tempos de 30 e 50 minutos nao foram
significativas (p>0,05) com R? de 0,8049 e 0,7707, respectivamente. Diferente dos
tempos anteriores, os residuos apresentaram evidentes falta de ajuste. A massa
de acgucares produzidos nas melhores condi¢des (18 min de reagao; 126°C e 3,10
% (v/v) de HoS0Os), foi de 333,41 mg/g de bagaco, b.s., composto por 266,73mg de
xilose; 40,09 mg de glicose e 26,59 mg de arabinose/g do bagaco, b.s. Meio
sintético e hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana-de-aglicar foram
empregados para produgao de xilitol por leveduras. Dentre 50 linhagens de
leveduras testadas, Candida parapsilosis 1Z 1710 foi a que apresentou melhores
resultados em hidrolisado hemiceluldsico: produgao de xilitol = 22,85 g/L;
rendimento = 0,72 g/g e produtividade = 0,31 g/L.h, na temperatura de 30°C e
31,35 g/L de xilose. Esses resultados foram estatisticamente (p<0,05) diferentes
daqueles obtidos com outras linhagens. Para a otimizacao da produgao de xilitol
por Candida parapsilosis 1Z 1710, utilizou-se um delineamento fatorial 22, com 16,
28, 40, 52, 64, 76 e 88 h de fermentacao. A estimativa do efeito linear da xilose foi
significativa (p<0,05) em todos os tempos analisados, enquanto que a temperatura
apresentou efeito quadratico significativo (p<0,05) nas mesmas condigdes. As
condicbes mais adequadas para otimizagao do processo de fermentacdo e que
proporcionaram maior producao de xilitol (36,05 g/L); rendimento (0,73 g/g) e
produtividade (0,46 g/L.h) por Candida parapsilosis |1Z 1710, foram estabelecidas
em: 30°C e 63,0 g/L de xilose. Com 88 h de fermentagcao, o modelo de regressao
ajustado apresentou R? =0,9727; regressao altamente significativa (Fc=146,28;
Ft=4,46) e erro de 0,3447. Tais parametros indicam que o modelo é preditivo na
regiao estudada.

Palavras-chave: bagaco de cana-de-agucar; hidrolisado hemicelulésico; xilose;
fermentacao; selegcao de leveduras;, Candida parapsilosis |Z
1710; xilitol; metodologia de superficie de resposta.
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Production of xylitol from sugar cane bagasse

Author: José do Egito de Paiva
Advisor: Prof2. Dr2. Adilma R. Pippa Scamparini

SUMMARY

In the hydrolysis process of sugar cane bagasse a 22 factorial design was
used to study the production of monossaccharides at four reaction times: 11, 18,
30 and 50 minutes. Regression models at 30 and 50 minutes were not significant
(p=0.05), with R? = 0.8049 and 0.7707, respectively. In contrast to the earlier times,
residues presented lack of fit. The mass of sugars produced at the best condition
(18 minutes of reaction, 126°C and 3.1 % (v/v) of H2SO,) was 333.41 mg/g (d.w.)
of bagasse, constituted of 266.73 mg of xylose; 40.09 mg of glucose and 26.59 mg
of arabinose /g of bagasse (d.w.). Synthetic media and hemicellulosic hydrolisate
of sugar cane bagasse were used for xylitol production by yeasts. Among 50 tested
yeast strains, Candida parapsilosis 1Z 1710 presented the best result (xylitol
production = 22.85 g/L, yield = 0.73 g/g, productivity = 0.31 g/L.h) in hemicellulosic
hydrolisate at 30°C and 31.35 g/L of xylose. The results were different (p<0.05)
from those obtained with the other strains. For optimization of xylitol production by
Candida parapsilosis 1Z 1710, it was used a 22 factorial design with 16, 28, 40, 52,
64, 76 and 88 h of fermentation. The linear effect estimated for xylose
concentration was significant (p<0.05) at all tested times. Temperature presented
significant (p<0.05) quadratic effect at the same conditions. The best condition for
optimization of the fermentation process providing the best xylitol production (36.05
g/L), yield (0.73 g/g) and productivity (0.46 g/L.h) by Candida parapsilosis 1Z 1710
was obtained at 30°C and 63.0 g/L of xylose. At 88 h of fermentation, the fitted
regression model presented R? = 0.9727, Fc=146.28, Ft=4.46, and error=0.3447.
Such parameters indicate the model is predictive in the studied region.

Key words: sugar cane bagasse; hemicellulosic hydrolisate; xylose; fermentation;
yeast selection; Candida parapsilosis 1Z 1710; xylitol; response-
surface methodology.
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Capitulo 1

1.1. Introdugao

Materiais lignocelulésicos sdo os mais abundantes recursos naturais
renovaveis presentes na terra. O processo fotossintético produz anualmente cerca
de 155 bilhdes de toneladas de material organico derivado do reino vegetal. Cerca
de 1,25% do total da biomassa terrestre € usada para alimentagdo humana, com
aproximadamente 9,0% de perda durante as operagbes de processamento e 0
resto é contabilizado como residuos lignoceluldsicos (Kuhad & Singh, 1993; Singh
& Mishra, 1995a).

O Brasil € bem conhecido por seu grande potencial em recursos
renovaveis, tais como culturas agricolas, florestas e residuos agro-industriais
(Roberto et al., 1995b). Dentre esses residuos, o bagago de cana-de-agucar
representa uma fonte abundante e de baixo custo de carboidratos, os quais
podem ser microbiologicamente convertidos em combustivel ou outros produtos
quimicos (Roberto et al., 1991). |

Em 1995, o Brasil produziu 301,6 milhées de toneladas de cana-de-agucar,
o que representou 26,3% da produgdo mundial (FAO, 1995). Para cada tonelada
de cana de aclcar moida, produz-se cerca de 300 kg do bagago (com 50% de
umidade), equivalendo a uma produgdo estimada de 90,48 milhGes de toneladas
do bagago por safra (Guerra & Steger, 1988).

A industria sucro-alcooleira usa a maior parte desse bagago para a geragao
de vapor. Entretanto, as caldeiras usadas para a queima do bagago sédo de baixa
eficiéncia (60-65%). Essa eficiéncia poderia ser aumentada para até 90%, caso
fossem implementados sistemas de recuperagdo de energia que reduzem a
temperatura final dos gases de combustdo (Herrera & Rivacoba, 1999), ou ainda
através da mudanca do sistema de combustéo para leito fluidizado, o qual podera
aumentar a eficiéncia na ordem de 20-25% (Rasul & Rudolph, 2000).

Deve-se considerar também que a simples queima do bagago ndo € muito
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valiosa devido ao seu baixo calor de combustéo, que é de aproximadamente 1300
kcal kg™ (Duarte, 1989). Por outro lado, tendo-se um possivel excedente da ordem
de até 10% sobre o total do bagago produzido, isso representaria cerca de 9,0
milhGes de toneladas desse residuo disponivel para conversao em produtos de
maior valor agregado, tal como xilitol.

Xilitol € um poliol de cinco atomos de carbono presente na natureza. E um
metabdlito intermediario comum de carboidratos em microrganismos, seres
humanos e animais, sendo também encontrado em muitas frutas e hortalicas. A
extragdo de xilitol dessas fontes € dificil e ndo econdmica devido a sua baixa
concentragdo (Emodi, 1978; Singh & Mishra, 1995c; Parajo et al., 1996). Por
causa de sua escassez e das suas propriedades como anticariogénico e
edulcorante que ndo sofre reacdo de Maillard, xilitol € um produto de alto custo
(Krull & Inglett, 1980).

As matérias-primas das quais o xilitol € obtido comercialmente sdo as
polpas de madeira resultantes do processamento de papel e de compensado,
casca da semente de algodéo, bagago de cana-de-agucar, casca e farelo de arroz
e aveia, sabugos, caules e hastes de milho, além de outros residuos agricolas
(Emodi, 1978; Hyvbnen et al.,, 1982). Estas matérias-primas contém 20-35% de
xilana, um polimero formado de unidades de xilose, o qual pode ser convertido
para xilose por hidrolise e em seguida para xilitol, por reducéo.

A producd@o comercial de xilitol por processo quimico tem sido considerada
de alto custo devido a inGmeras etapas de separagéo e purificagdo, resultando no
aparecimento de diversos subprodutos. Somado a isso, tem-se as drasticas
condi¢des de temperatura e pressdo em que ocorre a hidrogenacéo catalitica. Por
essa razdo, tem-se proposto a exploragdo de métodos por bioconversdo de D-
xilose. Esses processos oferecem algumas vantagens em relacdo ao processo
quimico: custo menor, ndo formacdo de componentes toxicos, os quais resultam
da conversdo quimica, além de ser realizado a pressao e temperatura ambientes.

Dentre os microrganismos mais pesquisados para essa bioconversdo, as

leveduras tém recebido maior atengdo devido aos resultados significativos de
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produtividade obtidos até o presente por esses microrganismos (Singh & Mishra,
1995c). Baseados nas informagbes precedentes, prop0s-se como objetivos
principais no presente trabalho: a) estudar o efeito de diferentes temperaturas,,
concentragdes de acidos e tempo de reacdo, na hidrélise seletiva do bagago de
cana-de-aglcar, visando o uso do hidrolisado hemicelulésico como substrato
fermentativo; b) selecionar leveduras produtoras de xilitol utilizando como
substrato fermentativo o hidrolisado hemiceluldsico do bagago de cana-de-agucar;
c) otimizar as condigbes fermentativas para a produgdo de xilitol por leveduras,
empregando-se o método de planejamento experimental por anélise de superficie

de resposta.

1.2. Revisao de Literatura

A utilizagdo dos materiais lignoceluldsicos é praticamente inesgotavel para a
obtengdo de diversos produtos, tais como: resinas, acidos organicos, adogantes,
solventes, gomas e polimeros da celulose. A Figura 1.1 apresenta as varias
formas de utilizagdo de materiais lignoceluldsicos (Ghosh & Singh, 1993; Singh &
Mishra, 1995a).
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Figura 1.1: Vias de utilizacdo de materiais lignocelulésicos (Singh & Mishra,
1995a, modificado).



Independente da origem, os trés principais componentes organicos da
biomassa vegetal sdo a celulose, a lignina e a hemicelulose, os quais encontram-
se, na sua maioria, na proporgao de 4:3:3 (Tsao, 1978). Na Figura 1.2 observa-se
a composicao da fibra do bagago de cana-de-agtcar, de acordo com Purchase
(1995).

lignina

hemicelulose
33%

celulose outros
40% 5%

Figura 1.2; Composigéo da fibra do bagacgo de cana-de-agucar (Purchase, 1995).

1.2.1. Composicgao e estrutura dos materiais lignocelulésicos
1.2.1.1. Celulose

O maior constituinte dos materiais lignocelulésicos € a celulose. Esse
polissacarideo encontra-se na natureza em plantas superiores e organismos
primitivos, como algas e bactérias. A estrutura primaria desse polimero &
constituida de unidades de glicose, unidas por ligagdes do tipo p-(1—4). A unidade
repetitiva da cadeia de celulose é a celobiose, mostrada na Figura 1.3 (Fengel &
Wegener, 1989; Bledzki et al., 1996).
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Figura 1.3: Estrutura da celulose. Parte central da cadeia molecular (Fengel &
Wegener, 1989; Bledzki et al., 1996).

A celulose encontra-se na parede celular das plantas, formando uma rede
de microfibrilas ordenadas e paralelamente ligadas entre si por pontes de
hidrogénio inter e intra-molecular, as quais conferem uma estrutura cristalina.
Outras regides menos ordenadas denominadas regides amorfas, tambem existem
em menor quantidade. A regido cristalina e a sua associagdo fechada com a
lignina, conferem a celulose, alta resisténcia & hidrélise acida, alcalina, ou
enzimatica (Ladisch, 1979; Fengel & Wegener, 1989; Franzidis & Porteus, citados
por Pessoa Junior, 1991).

1.2.1.2. Lignina

A lignina, o segundo maior componente da parede da fibra vegetal, possui
uma estrutura polifendlica complexa que ndo €& convertida em agucares
fermentaveis (Ladisch, 1979). A presenca de lignina é caracteristica das plantas
superiores, tais como gimnospermas e angiospermas. A quantidade de lignina nas
plantas varia de 20 a 40%. A estrutura quimica da lignina & bastante complexa e
ainda ndo é conhecida inteiramente. A participacdo dos precursores da lignina
(alcool p-cumarilico; alcool coniferilico e alcool sinapilico) varia entre as espécies
de plantas. Na Figura 1.4 observa-se esquema estrutural de lignina de faia
(Fengel & Wegener, 1989).

Dentre suas varias fungdes nas plantas, a lignina confere barreira ao ataque
microbiano, contribui para resisténcia mecanica, além de proteger as plantas

contra a penetracédo de agua através da parede celular (Fengel & Wegener, 1989;
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Goldstein, 1981).

[ 5]

Figura 1.4: Estrutura quimica da lignina de faia (Fengel & Wegener, 1989).
1.2.1.3. Hemicelulose

As hemiceluloses sao polissacarideos de baixo peso molecular, associadas
na parede das plantas, com celulose e lignina. Hemiceluloses sao heteroglicanas
de cadeia linear e ramificada de hexosanas e pentosanas. D-xilose e L-arabinose
sdo os maiores constituintes das pentosonas, enquanto D-glicose, D-galactose e
D-manose sdo os principais constituintes das hexosanas. Constata-se ainda a
presenca dos acidos hexurdnicos e deoxi-hexoses, conforme mostrado na Figura
1.5 (Magee & Kosaric, 1985; Fengel & Wegener, 1989; Puls & Schuseil, 1993).
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Figura 1.5: Estrutura dos acglcares presentes nas hemiceluloses (Fengel &
Wegener, 1989).

Ao contrario das hemiceluloses da madeira, as hemiceluloses das
gramineas apresentam uma variedade de ligacbes e diferentes tipos de
ramificacdes (Puls & Schuseil, 1993). A natureza quimica das hemiceluloses varia,
nas plantas, dependendo do tipo de tecido, do estégio de crescimento, condigcoes
ambientais e fisiologicas (Gong et al., 1981).

Diferente da celulose, amido ou matérias pecticas, a hemicelulose mostra
variabilidade em sua estrutura e constituigdo. A hemicelulose € comumente
composta de dois a seis agticares com grau de polimerizag&o variando de 100 a
200 unidades de acucar. Exceto para a galactose que apresenta ligagoes p-(1-3),
a maioria dos seus constituintes tém ligacdes p-(1—4), conforme Magee & Kosaric
(1985) e Puls & Schuseil (1993).

As hemiceluloses permitem diferenciar as madeiras duras (folhosas) das
madeiras moles (coniferas) e das gramineas. As madeiras moles contém alto
percentual de manose, enquanto que as madeiras duras e as gramineas sao mais
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ricas em xilose (Singh & Mishra, 1995a). As hemiceluloses s&o classificadas
basicamente de acordo com os aglcares presentes na cadeia principal do
polimero: xilanas, arabinanas, mananas, glucanas, galactanas e pectinas. Na
Tabela 1.1 observa-se a distribuicdo dos aglcares presentes na madeira e em

alguns residuos agricolas.

Tabela 1.1: Distribuicdo percentual de hemicelulésicos na madeira e residuos
agricolas (Puls & Schuseil, 1993; Singh & Mishra, 1995a).

Xilana Arabinana Galactana Manana Glicana

Substrato
(%)
Madeira dura 17,4 0,5 0,8 2.5 50,1
Madeira mole aif 1,0 1,4 11,2 46,6
Palha 16,2 2,5 1.2 1.1 36,5
Bagacgo 21,4 1,4 0,3 0,2 38,8

As xilanas representam 15-30% nas plantas anuais, 20-25% em madeiras
duras e 7-12% em madeiras moles (Magee & Kosaric, 1985). As xilanas sao
homopolimeros formados por moléculas de xilose, unidas por ligagbes B-(1—>4).
No caso de madeiras duras, as xilanas contém, a intervalos irregulares, o acido 4-
O-metil glucurdnico unidos por ligagdes * (1-2). Sete de dez unidades de xilose
contém o grupo acetii no C-2 ou no C-3, ou em ambas posigoes (Fengel &
Wegener, 1989; Puls & Schuseil, 1993). A estrutura quimica parcial de uma xilana

de madeira dura encontra-se representada na Figura 1.6.
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Figura 1.6: Estrutura quimica parcial da O-acetil-4-O-metilglucuronoxilana de
madeiras duras. Sendo: Xylp=1,4-D-xilanopiranose; Ac=acetil e Me-
GlupU=acido 4-O-metil-glucurénico (Fengel & Wegener, 1989).

As xilanas das gramineas possuem o0 mesmo esqueleto das xilanas das
madeiras duras, contudo, possuem menor quantidade de acidos urénicos, mas
sdo mais ramificadas. Além disso, contém grande propor¢cao de unidades de L-
arabinofuranosil. Uma ampla variedade de estrutura de xilana existe nas
gramineas, dependendo da espécie e do tecido dentro da mesma especie (Puls &
Schuseil, 1993). As ligagdes glicosidicas entre os monémeros de D-xilose s&o
menos estaveis que as ligacdes glicosidicas entre os monémeros de D-glicose na
celulose, devido principalmente a auséncia de grupos CH,OH ligados ao C-6. Por
isso, os componentes da hemicelulose do bagago sao mais faciimente
hidrolisados, especialmente quando comparados com os componentes da
celulose (Fengel & Wegener, 1989; Purchase, 1995). A representacao

esquematica de uma xilana tipica de gramineas encontra-se na Figura 1.7.
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Figura 1.7: Representagcdo esquematica de uma xilana de graminea mostrando
alguns grupos substituintes. Sendo: Xyl = 1,4-D-xilopiranose; Ara = L-
arabinofuranose; (4-Me)-GIcA = acido (4-O-metil)-D-glucopiranurémico;
Ac = acetil; FA = acido ferulico, DDFA = acido desidrodiferulico (Mc
Dougall et al., 1993). '

Todas as xilanas de madeiras moles pesquisadas até o momento consistem
de uma cadeia principal formada por residuos de D-xilopiranose unidas por
ligagdes B-(1—4). Aproximadamente 7 de 10 unidades de xilose sdo substituidas
pelo acido 4-O-metilglucurdnico no C-2. Em vez de grupos aceti, como
encontrados nas xilanas de madeira dura, as xilanas de madeira mole sao
caracterizadas pela presenca de a-L-arabinofuranoses diretamente ligadas no C-3
da xilose. Uma arabinose ocorre a cada 8 ou 9 unidades de xilose (Puls &
Schuseil, 1993). Essas xilanas apresentam valores de grau de polimerizacao (GP)
entre 70 e 130, e s&o classificadas como arabino-4-O-metilglucuronoxilanas,

conforme mostrado na Figura 1.8 (Fengel & Wegener, 1989).
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Figura 1.8: Estrutura quimica da arabino-4-O-metilglucuronoxilana de madeiras
moles (Fengel & Wegener, 1989).

1.2.2. Hidrdlise de materiais lignocelulosicos

1.2.2.1. Aspectos gerais

O rompimento da estrutura celulose-hemicelulose-lignina da biomassa
lignoceluldsica, além da separagdo seletiva desses componentes, demanda preé-
tratamentos que podem levar a um completo ou parcial fracionamento. Em
consequéncia, o principal objetivo do pré-tratamento € soltar a estrutura do
material lignoceluldsico, para que uma grande area superficial fique disponivel,
para uma eficiente agéo enzimatica (Kling et al., 1986; Rolz et al., 1987; Kuhad &
Singh, 1993) .

Diversas opcbes de pré-tratamentos tém sido propostos, incluindo fisico
(mecénico e por iradiagao), fisico-quimico (térmico), quimico e bioldgico, ou a
combinacdo destes, visando a obtengdo de cada componente polimérico dos
materiais lignocelulésicos, com maximo rendimento e pureza (Singh & Mishra,
1995b).

Os principais métodos térmicos sdo: auto-hidrélise e exploséo a vapor. A
técnica de auto-hidrélise usa temperaturas variando de 170°C a 200°C, enquanto
que no método de exploséo a vapor, a temperatura se estende até 250°C, seguida
de um rapido decréscimo de presséo (Kling et al., 1987; Singh & Mishra, 1995b;
Silva, 1995). Materiais lignoceluldésicos quando submetidos a técnica de auto-
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hidrolise sdo extensivamente desintegrados. A fragdo hemicelulose pode em
seguida ser extraida com agua, alcalis ou solventes organicos. A reagdo de auto-
hidrélise envolve a formacdo de acido acético a partir de grupos acetil localizados
na fracdo hemicelulésica. Esse acido formado catalisa a hidrélise da hemicelulose
e também quebra a matriz lignina-celulose (Bouchard et al., citado por Ghosh &
Singh, 1993).

Pré-tratamentos bioldgicos usualmente causam degradagéo parcial dos
materiais lignoceluldsicos. A acessibilidade das enzimas a esses materiais pode
ser limitada devido a muitos fatores, tais como area superficial, porosidade das
fibras e tamanho dos poros da fibra. Além do mais, deve ser considerada a
organizagdo molecular da celulose e da lignina, que certamente limita o acesso
das enzimas ao substrato (Viikari et al.,, Kantelinen et al, citados por Singh &
Mishra, 1995b).

A combinacdo do pré-tratamento biologico com outros pré-tratamentos tem
se mostrado eficiente. Dekker & Wallis (1983) combinaram os pre-tratamentos de
auto-hidrélise e enzimatico na sacarificagcédo do bagago de cana, resultando em
mais de 80% de conversdo da celulose em glicose, com 24 h de tratamento com
B—glicosidase. Manonmani & Sreekantiah (1987) também combinaram dois pre-
tratamentos: alcalino e um conjunto de enzimas dos fungos Aspergillus ustus e
Trichoderma viride para a sacarificagdo do bagaco de cana, obtendo 90% de
conversao.

Dentre os pré-tratamentos quimicos, tem-se o alcalino, no qual destaca-se
0 uso de hidroxido de sédio e de aménio. Os pré-tratamentos quimicos em meio
basico tendem a extrair e solubilizar a hemicelulose e a lignina, separando-as da
celulose. O processo alcalino causa inchamento, decréscimo do grau de
polimerizacgéo e cristalinidade, separacdo e quebra da estrutura da lignina. A maior
conseqiiéncia do tratamento alcalino € a saponificagdo das ligagbes éster
intermoleculares, promovendo assim o inchamento da celulose e favorecendo a
penetracao das enzimas na parede celular (Ghosh & Singh, 1993; Singh & Mishra,
1995b).
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Rolz et al. (1987) avaliaram varios pré-tratamentos na hidrélise do bagago
de cana, tais como: hidroxido de sédio, carbonato de calcio mais hidroxido de
calcio, aménia, SO,, explosdo a vapor, organosolventes e fenol-dgua. De acordo
com os autores, praticamente toda hemicelulose foi hidrolisada pelos pré-
tratamentos fenol-agua e explosdao a vapor. O uso de hidréxido de sodio foi
superior aos pré-tratamentos com carbonato de calcio mais hidroxido de calcio e
amoénio, enquanto o tratamento com SO foi inferior aos que usaram hidréxido de
sadio e explosao a vapor. UNICA A
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A hidrélise acida tem sido eficientemente empregada para a separagao da

1.2.2.2. Aplicagao de acidos na hidrélise do bagacgo

fragcdo hemicelulésica dos materiais lignoceluldsicos. Acidos como sulftrico,
cloridrico, nitrico e fosférico foram empregados na obtencdo de hidrolisado
hemiceluldsico por diversos pesquisadores (Ladisch, 1979; Krull & Inglett, 1980;
Singh et al., 1984; Toit et al., 1984; Zyl et al., 1988; Duarte, 1989; Roberto et al.,
1991; Saska & Ozer, 1995; Roberto ef al., 1995ab).

As técnicas de extragdo de agucares da biomassa que d&o preferéncia ao
uso de condigbes drasticas com acidos concentrados tém levado a muitas perdas
da hemicelulose, principalmente pela degradagéo para furfural. Em consequéncia,
muitos autores tém acentuado a necessidade de remover seletivamente a
hemicelulose como primeiro passo no tratamento dos materiais lignocelulosicos
(Magee & Kosaric, 1985). Por isso, uma hidrélise acida sob condigdes moderadas
tem varias vantagens. Tal hidrélise podera: (a) prevenir a decomposigéo da xilose
para furfural (um agente inibidor dos microrganismos), (b) limitar a produgéo de
subprodutos por microrganismos (por exemplo: xilitol, arabitol), (c) promover a
susceptibilidade da celulose para posterior hidrolise acida ou enzimatica, (d) evitar
a ocorréncia de problemas ambientais devido ao uso de tratamentos quimicos
drasticos (Magee & Kosaric, 1985; Ghosh & Singh, 1993).

Durante o processo da hidrélise acida, o proton do catalisador interage com

o oxigénio da ligagdo glicosidica, dando origem a um acido conjugado. Nesse
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momento, ocorre alteragdo na configuragdo da molécula de glicose acompanhada
da clivagem da ligagdo C-O, originando um cation carbono. Essa protonacgdo
ocorre tambeém com menor probabilidade no oxigénio do anel de glicose,
resultando na sua abertura com formagdo de um cation carbono aciclico. Com a
adicdo de uma molécula de agua no cation carbono, ocorre a formagdo de um
produto estavel e liberagdo de um préton (Fengel & Wegener, 1989).

Visando um melhor aproveitamento dos aglicares presentes na biomassa,
tem sido proposto a hidrélise em dois estagios. Isso é possivel porque a fracdo
hemicelulose € hidrolisada faciimente quando comparada com a hidrélise da
celulose (Tsao, 1978; Ladisch, 1979; Toit et al., 1984; Singh et al, 1984). Parasi
(citado por Pessoa Jr., 1991) afirma que a celulose é mais lentamente hidrolisada
que a hemicelulose, devido a rigidez dos anéis de glicose, unidos na estrutura
cristalina por pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxil e os atomos de
hidrogénio das cadeias adjacentes. Por outro lado, a celulose amorfa e a
hemicelulose pouco interferem na flexibilidade do anel, possibilitando, com isso,
hidrélise mais rapida quando comparada com a hidrdlise da celulose cristalina.

Franzidis & Porteous (citados por Pessoa Jr., 1991) estudaram o
comportamento das moléculas de acido durante o processo de hidrélise dos
materiais lignoceluldsicos. Esses autores afirmaram que a hidrélise das regides
cristalinas da celulose ocorre em velocidade 100 vezes menor, em relacdo a
hemicelulose e as regiées amorfas da celulose.

Por outro lado, se a hidrolise da hemicelulose ocorre em velocidade maior,
€ verdade também que a degradacdo da xilose para furfural acontece mais rapida
do que a decomposicdo da glicose para 5-hidroximetilfurfural. De acordo com
Singh & Mishra (1995b) esse processo é cinco vezes mais rapido. Para prevenir
ou minimizar a decomposicédo dos aglcares, principalmente as pentoses, & muito
importante o emprego de solugGes de acidos diluidas, curto tempo de reagéo,
baixas temperaturas e remogao rapida do agente hidrolitico (Gong et al., 1981).

Compostos presentes no hidrolisado da madeira que s&o inibidores do

sistema microbiano podem ser produzidos por quatro fontes, conforme Leonard &

20



Hajny (citados por Magee & Kosaric, 1985). S@o estas: a) produtos da
decomposigdo dos agucares (acido acetico, furfural e 5-hidroximetilfurfural); b)
produtos soluveis da lignina (fendis); c) extrativos da madeira (acido resinico,
acido tanico, terpenos, fenodis); e d) ions de metais pesados resultantes da
corrosao dos equipamentos (ferro, niquel, cromo e cobre). A formagao de produtos
inibidores do crescimento microbiano a partir dos agucares também foram
observados por outros autores, como principal problema no aproveitamento dos
hidrolisados dos materiais lignocelulosicos (Felipe et al., 1996; Pfelfer et al., 1996).

Morjanoff & Gray (1987) combinaram os pré-tratamentos de explosdo a
vapor com &cido sulftrico para incrementar a sacarificagdo enzimatica do bagago
de cana. As melhores condicdes foram: 30 segundos com vapor saturado a 200°C
e adi¢do de 1,0 g de H,SO4/ 100 g do bagago seco. Os resultados mostraram que
83 % da anidroglucana e 84 % da anidroxilana foram recuperados.

Em trabalho desenvolvido por Singh et al. (1984) visando a produgéao de
xilose, furfural, agucares fermentesciveis e etanol a partir do bagago de cana e
casca de arroz, esses autores testaram varias condi¢gdes do processo, tais como:
tamanho da particula, relagdo soélido-liquido, concentracéo do acido, temperatura e
tempo de reagdo. Os resultados indicaram que o uso de particulas menores que
495 um nao favoreceu o rendimento de aglcares redutores, enquanto que a
relagdo solido-liquido de 1:15 mostrou-se mais adequada para a formagéo de
agucares redutores. A hidrélise usando H>SO4 a 0,4% na temperatura de 180°C
resultou em 22,5% de xilose do bagago e 21,5% da casca de arroz por 100 g de
matéria seca.

O uso de acido diluido para hidrolise de residuos agricolas permite a
solubilizagdo seletiva quase total da hemicelulose, enquanto a celulose é afetada
ligeiramente. Por exemplo, 95% das pentoses do sabugo de milho foram
convertidas para xilose por digestdo a 121°C por 50 min, com somente 0,98% de
acido sulfarico (Dunning & Lathrop, 1945).

Outro processo usando acido para produgédo de xarope rico em xilose foi

desenvolvido por Saska & Ozer (1994). Esse processo consistiu na extracao
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aquosa, hidrolise acida do concentrado aquoso, centrifugagéo e clarificagdo do
hidrolisado. O rendimento de xilose variou de 60 a 89%, dependendo do grau de
trituracéo do bagaco da cana.

Paiva et al. (1999) avaliaram o processo de hidrélise com acido sulfarico
para a produgdo de D-xilose, L-arabinose e D-glicose a partir do bagago de cana-
de-aglicar. As melhores condigées foram: 18 minutos de reagédo, 126°C e
concentracdo de H,SO; 3,1% (v/v). Os resultados mostraram uma excelente
correlagdo entre os fatores estudados (R®=0,97). A produgdo dos
monossacarideos foi (mg/g do bagacgo seco): D-xilose, 266,73, L-arabinose, 26,59;
D-glicose, 40,09. Esses resultados representaram 96 % do maximo tedrico para

anidroxilana e 100 % para glicose da hemicelulose.

1.2.3. Xilitol

Descoberto em 1891, pelo quimico alemdo Emil Fischer, o xilitol tem sido
usado como agente adogante desde a década de 60. Xilitol, um alcool
pentahidroxilado (pentiol) de xilose, é produzido comercialmente pela hidrélise da
fracdo hemiceluldsica dos materiais vegetais ricos em xilana (Hyvonen et al.,
1982, Nigam & Singh, 1995).

A produgdo de xilitol por meio da extracdo de fontes naturais torna-se
impraticavel e ndo econémica devido a pequena quantidade em que ocorre em

frutas e vegetais (0,014-0,9%), de acordo com Jana et al., 1994.

1.2.3.1. Produgao

1.2.3.1.1. Processo quimico

O xilitol € produzido por processo quimico através da reducao da xilose
purificada em presenga de catalisador. De toda produgdo mundial de xilitol, 80,0 %
usa o niquel como catalisador (Hyvdnen et al., 1982).

A escolha da matéria-prima para manufatura de xilitol € muito importante. A
maioria das alternativas € de materiais volumosos e de baixa densidade. O ideal,
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por isso, € que a matéria-prima para uma producdo em larga escala esteja
disponivel em grandes quantidades, seja de baixo custo e apresente alto teor de
xilana. Por esse motivo € que na ltalia utiliza-se casca de améndoas, enquanto
que na China e Russia usa-se a casca de arroz e de semente de algodao,
respectivamente. Ja na Finlandia, a maior parte da producgéo utiliza lascas de
“birchwood” (bétula), conforme Hyvonen et al., (1982).

O uso de residuos da industria de polpa e papel tem sido proposto como
uma alternativa mais econdémica. Todas essas matérias-primas contém
quantidades altas de xilose e relativamente pequenas de polimeros formados por
outros acuUcares, tais como glicose, manose, arabinose e galactose em suas
hemiceluloses. Esses materiais, quando hidrolisados, requerem uma purificagéo e
separagao para remover aqueles aglcares da xilose e do xilitol. Apesar de tudo, &
possivel obter um rendimento 50 a 60% de xilitol a partir de xilana (Hyvénen et al.,
1982).

Manolo et al. (1992) obtiveram xilitol do bagago de cana envolvendo as
seguintes etapas: digestdo do bagago com NaOH, hidrélise com H2SO,, redugéo
eletrolitica da xilose, purificagdo , evaporagéo e cristalizagdo.

O processo quimico & de custo elevado, uma vez que ocorre em reatores a
elevadas pressdo (acima de 50 atm) e temperatura (80 a 140°C), além de exigir
extensivas etapas de purificacdo final para retirada do catalisador. Essa etapa &
indispensavel para que o xilitol possa ser empregado para fins alimenticios e
farmacéuticos (Hyvonen et al., 1982; Nigam & Singh, 1995).

O esquema apresentado na Figura 1.9 representa o processo quimico de

producdo de xilose e xilitol, proposto por Hyvénen et al. (1982).
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Figura 1.9: Etapas do processo de produgéo de xilose e xilitol por via quimica
(Hyvonen et al., 1982).

1.2.3.1.2. Processo biotecnologico

Desde que a produgéo de xilitol por processo quimico tem sido considerada
onerosa, devido as etapas de separacdo e purificagdo, tem-se proposto a
exploragdo de métodos usando microrganismos (Preez, 1994). O processo de
produgao de xilitol usando microrganismos oferece algumas vantagens em relagao
ao processo quimico, principalmente por ndo necessitar de uma solugao de xilose
de alta pureza, ja que a bioconversao ocorre no proprio hidrolisado hemiceluldsico
e de forma seletiva. Por outro lado, a eficiéncia e a produtividade do processo
fermentativo depende principalmente do microrganismo, das condigoes ambientais
e nutricionais e das condigdes operacionais da fermentagao (Preez, 1994).

Processos microbiolégicos para bioconversdao de xilose em xilitol por
leveduras, bactérias e fungos miceliais ou a combinagdo de culturas foram

revisados por Nigam & Singh (1995).
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A conversdo de D-xilose para xilitol usando uma cultura do fungo
Petromyces albertensis foi reportado por Dahiya (1991). A conversdo de D-xilose
para xilitol usando as bactérias Corynebacterium sp e Myobacterium smegmatis foi
estudada por Yoshitake et al. e lzumori & Tuzaki, respectivamente (citados por
Singh & Mishra, 1995c). Nishio et al. (1989) estudaram a produgéo de xilitol por
celulas imobilizadas de Candida pelliculosa e Methanobacterium sp, em coluna
empacotada com células co-imobilizadas por duas semanas.

A producéo de xilitol por leveduras tem sido a mais estudada,
principalmente por aquelas pertencentes ao género Candida. Entre essas,
Candida guilliermondii tem mostrado habilidade para a producdo de xilitol com
bom rendimento e produtividade (Barbosa et al., 1988; Meyrial et al, 1991;
Roberto et al., 1991; Felipe et al., 1993; Nolleau et al., 1993; Roberto et al.,
1995ab; Gurgel et al., 1995; Felipe et al., 1996; Pfeifer et al., 1996; Rodrigues,
1997; Felipe et al., 1997; Mayerhoff et al., 1997; Dominguez et al., 1999).

Outras leveduras também tém demonstrado capacidade de metabolizar
xilose para xilitol, tais como Candida sp (Chen & Gong, 1985); Candida tropicalis
(Horitsu et al., 1992; Yahashi et al., 1996, Paiva et al, 1998); Candida mogii
(Sirisansaneeyakul et al., 1995; Mayerhoff et al., 1997), Candida parapsilosis
(Furlan et al., 1991; Nolleau et al., 1993; Furlan et al., 1994; Preziosi-Belloy, 1997,
Mayerhoff et al., 1997); Pachysolen tannophilus (Furlan et al, 1994; Roebuck et al.,
1995); Debaryomyces hansenii (Parajé6 et al., 1996; Dominguez et al., 1999; Girio
et al.,2000); Candida sp. 11-2 (Dominguez et al., 1996); Candida sp L-102 (Lu et
al., 1995); Candida shehatae (Preez et al., 1986; Furlan et al., 1994; Hintray et al.,
1995); Pichia stipitis (Preez et al., 1986; Furlan et al., 1994; Mahler & Guebel,
1994); Candida boidinii (Winkenlhausen et al., 1996).

Gong et al. (1983), testaram 20 linhagens pertencentes ao género Candida
de 11 diferentes espécies quanto a capacidade de converterem xilose em xilitol.
Todas as linhagens de Candida converteram D-xilose em xilitol, mas o rendimento
foi considerado apenas moderado (10-15%).

Chen & Gong (1985), obtiveram uma concentragdo de 94,74 g/L de xilitol a
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partir de 105,35 g/L de D-xilose em hidrolisado do bagago de cana-de-agucar apos
96 h de fermentagdo, usando a linhagem Candida sp B-22. Em outro estudo
realizado por Sirisansaneeyakul et al. (1995), onze linhagens de leveduras foram
testadas para produgéo der xilitol a partir de xilose. Entre todas, Candida mogii
ATCC 18364 foi a que apresentou o maior rendimento (Y = 0,62 g/g).

A capacidade de conversdo de D-xilose em xilitol de 44 linhagens de 5
diferentes géneros de levedura foi avaliada por Barbosa et al. (1988). Os
resultados indicaram que as melhores espécies produtoras de xilitol foram:
Candida guilliermondii e Candida tropicalis. As linhagens dessas espécies tiveram
a vantagem de apresentar uma conversao rapida e eficiente, porem Candida
guilliermondii apresentou uma outra vantagem que foi a de produzir etanol em
baixa quantidade. Essa levedura produziu 77,2 g/L de xilitol a partir de 104,0 g/L
de D-xilose, o que representou 81,0% de rendimento, considerando-se o valor

tedrico.
1.2.3.2. Propriedades fisico-quimicas e tecnolégicas

Atualmente tem aumentado o uso de xilitol em alimentos e farmacos devido
a suas propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas, incluindo o seu alto poder
adogante e suas propriedades anticariogénicas (Waller et al., 1992; Aguirre-Zero
et al., 1993; Roberto et al.,1995b; Felipe ef al., 1996).

Xilitol € um composto completamente sem atividade otica em solug&o. Ao
contrario de outros agucares (sacarose, glicose e frutose), o xilitol tem um ponto
de ebulicdo abaixo de sua decomposicao. Por isso, observa-se uma discreta
mudanca de cor na temperatura de 216°C, nas condigGes abaixo da pressé&o
atmosférica (Hyvonen et al. 1982).

Xilitol, como os demais polidis, € reconhecido por apresentar baixo valor
caldrico em relacdo aos carboidratos convencionais, devido a sua baixa absorgao
e metabolismo incompleto. Conseqgientemente, o Conselho Diretivo da
Comunidade Européia tem assegurado um valor de 2,4 kcal/g para todos os
polidis, o que representa uma redugédo calorica de 40,0% quando comparado aos
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aclcares convencionais (Second ...,1992).

A maioria dos microrganismos € incapaz de utilizar xilitol. Tem sido
mostrado que xilitol ndo é fermentado pelos microrganismos da flora bucal,
principalmente Streptococcus mutans. Dessa forma, ndo ocorre a formagao de
acidos, que atacam o esmalte dos dentes, durante o consumo de alimentos
contendo xilitol (Emodi, 1978).

Xilitol tem uma estrutura pouco similar a sacarose, mas esses adocantes
possuem doguras equivalentes. Isto € muito importante do ponto de vista
tecnolégico, uma vez que a dogura constitui um dos fatores determinantes de
atracdo dos alimentos livres de agucares. Os consumidores desejam o mesmo
sabor doce dos alimentos tradicionais, naqueles preparados com adogantes
alternativos, como o xilitol. Por outro lado, na aplicagéo de produtos farmacéuticos,
a dogura é freqiientemente necessaria para mascarar o “flavour” dos ingredientes
ativos. Na Figura 1.10 observa-se a dogura relativa de diversos agucares e polidis
(Godshall, 1997; Clarke, 1997).
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1,60 -
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1,20 -
1,00 +
0,80 -
0,60 -
0,40

0,20 -
0,00

docura relativa

frutose  sacarose xilitol maltitol glucose sorbitol manitol  new sugar  lactose maltose lactitol
(10%) (10%)

Figura 1.10: Dogura relativa de alguns agtcares e polidis (Godshall, 1997; Clarke,
1997).

Outra caracteristica marcante de xilitol € a sua dissolucdo endotérmica. O
calor (cal/g), requerido para dissolver 1,0 g deste pentiol € o mais alto conhecido
entre os aglicares e outros polidis (sacarose, 4,34; glicose, 14,2; maltitol, 19,0;

29



.[__- | _. N ___L__l_m_.lllL




sorbitol, 23,2 e xilitol, 36,6). Essa propriedade confere um verdadeiro efeito
refrescante para os alimentos contendo xilitol sélido, como goma de mascar
(Hyvonen et al., 1982; Second..., 1992). Na Tabela 1.2 estdo apresentadas
algumas propriedades fisico-quimicas de xilitol.

Devido a auséncia de grupos aldeidicos ou cetdnicos em sua estrutura
molecular, o xilitol ndo participa de reagbes de escurecimento do tipo Maillard,
constituindo-se em vantagem ou desvantagem, quando xilitol € usado como
ingrediente nos alimentos (Hyvonen et al., 1982).

Tabela 1.2: Propriedades fisico-quimicas do xilitol (Hyvonen et al., 1982).

Propriedades Caracteristicas ou valores

Férmula e peso molecular CsH120s; 152,15 g/mol

Aparéncia po cristalino de cor branca

Odor nenhum

Ponto de fuséo 92-96°C

Ponto de ebuligao 216°C (1 atm)

pH da solugao 5,6 (5%); 5,4 (40%)

Densidade da solugédo 1,03 g/em® (10%); 1,23 g/lem® (60%)
Solubilidade a 30°C 68 g/100 g solugéo (igual a da sacarose)
Viscosidade a 20°C 1,23 cP (10%); 20,63 cP (60%)

Calor de dissolucéo -36,6 cal/g

Higroscopicidade em elevada umidade relativa, o xilitol &

mais higroscopico que a sacarose e

menos que o sorbitol.
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1.2.3.3. Aplicagodes

Como ja descrito, o xilitol apresenta algumas propriedades que o torna
potencialmente aplicavel no processamento de alimentos.

Nos paises da América do Sul, Dinamarca, Alemanha, Suica, Escandinavia,
Finlandia, Japdo, Suécia e Canada, o xilitol vem sendo empregado ha varios anos
como adogante em goma de mascar, balas, caramelos, geléias e chocolates, entre
outros produtos alimenticios (Felipe et al, 1993, Jana et al, 1994). Outras
aplicagbes em alimentos incluem sorvetes, iogurtes, produtos de padaria e
bebidas, industrias de enlatados de hortaligas e frutas (Manolo et al., 1992; Jana
et al., 1994, Parajo et al., 1996). O uso de xilitol em sobremesas apresenta as
seguintes vantagens: a) tem um excelente sabor e confere um efeito refrescante
maior que o do sorbitol; b) propicia redugdo de 90 % da cérie dentaria; c) pode ser
usado como excelente substituto para pessoas diabéticas e d) quando usado em
sorvetes, apresenta o mesmo escore sensorial em relagdo aos sorvetes
processados com sacarose (Jana et al., 1994).

Vale destacar a importancia de xilitol no tratamento de pacientes diabéticos
ou pessoas deficientes da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, uma vez que
esse poliol ndo necessita de insulina para seu metabolismo. Este poliol pode ainda
ser usado em muitas preparagdes liquidas em medicagées, nutricdo parenteral,
devido a sua ndo cariogenicidade e ndo fermentabilidade. Em adicdo, ndo é
metabolizado por microrganismos especificos (estreptococos) normalmente
presentes na flora oral, em conseqiiéncia, pode ser usado na prevencédo da carie
dental (Emodi, 1978; Xylitol..., 1981; Magee & Kosaric, 1985; Manolo et al., 1992;
Jana et al., 1994, Singh & Mishra, 1995c).

Estudo conduzido por Grunber et al., citado por Emodi (1978), consistiu na
administracdo de ragéo para ratos contendo os polidis: sorbitol, manitol e xilitol. Os
autores observaram uma redugdo, em cerca de 30 %, na incidéncia de céries
naqueles animais, alimentados com ragSes que continham sorbitol e manitol.
Quando a dieta foi a base de xilitol, observou-se uma completa eliminacdo da

formacé&o de caries.
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Aguirre-Zero et al. (1993) pesquisaram o efeito acidogénico do consumo de
goma de mascar sobre a placa dentaria. As pessoas envolvidas na pesquisa
foram submetidas a quatro regimes: sem goma, goma com sorbitol, goma com
sacarose e goma com xilitol. Ao final de duas semanas, os autores concluiram que
a goma com xilitol contribuiu menos para o potencial acidogénico da placa
dentaria que as demais situagdes. Os resultados indicaram que o uso regular de
goma de mascar com Xxilitol pode contribuir para reduzir o potencial acidogénico da
placa dentaria.

Estudos desenvolvidos na Finlandia por Isokangas et al. (1989) sugeriram
um efeito, em longo prazo, do xilitol na prevengao da carie dental pelos seguintes
mecanismos: a) diminuicdo da incidéncia de Streptococcus mutans na placa
dental, devido ao acumulo de xilitol 5-fosfato; b) redugdo da formagédo de
polissacarideos extracelulares pelos S. mutans, principalmente os polissacarideos
insoliveis na agua como a mutana; ¢) ndo € metabolizado pelos microrganismos
acidogénicos para a formagédo de acidos, principalmente o acido lactico e d)

participag@o na remineralizagéo do esmalte dental.

1.2.4. Via bioquimica da producao de xilitol

A produgédo de xilitol por microrganismos, especialmente as leveduras,
ocorre devido a capacidade desses microrganismos sintetizarem a enzima xilose
redutase (XR; E.C. 1.1.1.21), a qual catalisa a redugcéo de D-xilose para xilitol
como passo inicial na utilizagdo desse agucar. Essa reagdo € dependente de
NADPH ou NADH como cofatores (Jefferies, 1983; Nolleau et al., 1993; Preziosi-
Belloy et al., 1997). Xilitol € em seguida excretado das células e/ou oxidado para
xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (XDH; E.C. 1.1.1.9) com a participagéo
do cofator NAD" (Hahn-Hagerdal et al., 1994 - Figura 1.11). A subsequente
fosforilizagéo € catalisada pela enzima xiluloquinase (E.C. 2.7.1.17).

O requerimento de oxigénio durante a fermentagdo da xilose é
frequentemente atribuido ao desbalanceamento do potencial redox, o qual ocorre

durante as condicbes anaerobicas, devidas a diferenca de cofatores exigidos
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pelas duas primeiras enzimas. A hipotese do desbalanceamento do potencial
redox foi baseada em estudos com Candida utilis, na qual as enzimas xilose
redutase e xilitol desidrogenase requerem NADPH e NAD®, respectivamente
(Skoog & Hahn-Hagerdal, 1988).
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Figura 1.11: Proposta para via metabdlica de xilose e glicose por leveduras
(Hahn-Hagerdal et al., 1994)
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1.2.5. Fatores que afetam a produgdo de xilitol por
microrganismos

A bioconversdo de D-xilose para xilitol pode ser influenciada por fatores
culturais e nutricionais. Varias pesquisas tém demonstrado a influéncia destes
fatores e a producéo de xilitol tem aumentado por otimizagdo dos mesmos.

Segundo Horitsu et al. (1992), ha dois caminhos para otimizagéo das
condigdes culturais. O primeiro utiliza um modelo cinético na produgéo de xilitol, a
partir da xilose, e 0 segundo, consiste na aplicagdo de métodos estatisticos. O
segundo método tem sido demonstrado como muito proveitoso na otimizagéo de
condigdes de reagdes de microrganismos.

A seguir, apresentam-se os principais fatores que influenciam no

crescimento e rendimento dos microrganismos na produgao de xilitol.
1.2.5.1. Efeito da concentragao de xilose

Em geral, os valores de rendimento e produtividade de xilitol aumentam
continuamente com o aumento da concentragéo inicial de xilose, ao passo que o
rendimento, em biomassa, decresce. Esta tendéncia s6 € alterada quando se
atinge concentragéo de substrato alta para causar inibigdo do microrganismo pelo
mesmo.

Aplicando planejamento experimental com metodologia de superficie de
resposta, Horitsu et al. (1992) encontraram interagdo significativa entre a
concentragéo de D-xilose, concentragdo de extrato de levedura e taxa de
aeracdo. A produtividade maxima de xilitol (2,67 g/L.h) pela levedura Candida
tropicalis foi obtida quando a concentragéo inicial de D-xilose e a concentragao de
extrato de levedura foram 172,0 e 21,0 g/L, respectivamente, e a taxa de aeragéo
foi de 451,50 mL/min (90 % de saturagéo de Oy).

Dominguez et al. (1996) pesquisaram a influéncia de diferentes
concentragdes iniciais de xilose na produgédo de xilitol. A produgéo de xilitol foi

aumentada quando a concentragéo inicial de xilose passou de 30,0 para 50,0 g/L,
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alcangando uma produgdo maxima de xilitol (28,90 g/L) apos 48 h de fermentacéo.
Observaram ainda que o decréscimo da produgéo de xilitol foi acentuado quando
a concentragéo inicial de xilose foi aumentada. Com concentracgéo inicial de 60,0
g/L, a maioria da xilose foi utilizada e alcangada maxima producgéo de xilitol (21,35
g/L) ap6s 72 h de fermentacéo.

Comportamento similar foi observado por Felipe et al. (1997). Esses
pesquisadores avaliaram a bioconversdo de xilose para xilitol por Candida
guilliermondii FT1 20037, cultivada em hidrolisado hemiceluldsico do bagago de
cana-de-agucar. A maxima produtividade volumétrica (0,75 g/L.h) ocorreu em
testes com hidrolisado contendo 54,5 g/L de xilose. A produtividade decresceu
para 0,57 g/L.h, quando a concentragdo de xilose aumentou para 74,2 g/L.

Paiva et al. (1998) estudaram a influéncia da composicdo do meio na
produgéo de xilitol por Candida tropicalis 1Z 1824. Os autores observaram que o
crescimento celular foi crescente com o aumento da concentragcdo de xilose e
extrato de levedura. O melhor resultado de MCS (15,64 g/L) foi obtido na
concentragédo de 75,00 g/L de xilose e 20,00 g/L de extrato de levedura. A
produgéo de xilitol apresentou comportamento bastante diferenciado em relagéo
aos niveis de xilose e extrato de levedura. Os melhores resultados de rendimento
(0,40 g/g) e de produtividade (0,47 g/L.h) ocorreram com 50,00 g/L de xilose e
10,00 g/L de extrato de levedura. Esses autores concluiram que maior
concentracdo inicial de xilose nido favorece, necessariamente, ao aumento de

producao e de produtividade de xilitol.
1.2.5.2. Efeito da temperatura e do pH

A temperatura e o pH exercem grande influéncia em todos os aspectos do
crescimento microbiano, metabolismo, viabilidade e fermentabilidade.

A influéncia do pH, temperatura e a concentragéo inicial do substrato na
fermentagéo de xilose por Candida shehatae e Pichia stipitis foram avaliadas por
Preez et al. (1986). O pH ¢timo situou-se na faixa de 4,0-5,5 em temperatura de

30° C. A melhor concentragéo inicial de xilose foi de 50,0 g/L. A levedura Pichia
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stipitis foi mais tolerante a temperatura mais elevada. O rendimento de etanol de
Candida shehatae foi de cerca de 75%, enquanto o de Pichia stipitis situou-se na
faixa de 85-90 % do maximo tedrico.

Roebuck et al. (1995) aplicaram a metodologia de superficie de resposta
para determinar a temperatura o6tima e pH de crescimento de Pachysolen
tannophilus, uma levedura capaz de fermentar hexoses e pentoses para producgao
de etanol e xilitol. Os resultados indicaram que o maximo de rendimento da
densidade da biomassa correspondeu ao pH 3,7 e temperatura de 31,5°C.

A quantidade maxima de xilitol foi obtida em pH inicial de 6,0-7,0 por
Petromyces albertensis (Dahiya, 1991), em pH 6,0 por Candida guillermondii
(Meyrial, et al., 1991) e em pH 4,0 por Candida tropicalis (Horitsu et al.1992).

Nolleau et al. (1993; 1995) avaliaram a reducdo de xilose para xilitol por
Candida guilliermondii e Candida parapsilosis em diferentes concentragdes iniciais
de xilose, pH e taxa de transferéncia de oxigénio (OTR). Esses pesquisadores
mostraram que essas leveduras apresentaram exigéncias das condiges
ambientais bem diferentes. As condigdes otimas para produgdo de xilitol por
Candida parapsilosis e Candida guilliermondii foram: concentragéo inicial de xilose
de100 e 300 g/L, OTR de 04 e 2,2 mmoles/L.h e pH de 4,75 e 6,0,
respectivamente.

De acordo ainda com Nolleau et al. (1993; 1995) a diferenga de
comportamento das leveduras Candida guilliermondii e Candida parapsilosis deve
ser explicado pela diferenca do metabolismo inicial da xilose: a atividade da
enzima xilose redutase usando o cofator NADPH é maior que quando essa enzima
utiliza o cofator NADH. As leveduras Candida parapsilosis e Candida guilliermondii
apresentaram baixos niveis de atividade de xilose redutase dependente de NADH,
de acordo com Nolleau et al. (1993). Essas atividades mostraram ser dependentes
do grau de aerobiose e da concentragéo inicial de xilose e foram correlacionadas

com acumulagéo de xilitol.
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1.2.5.3. Efeito da composigao do meio

Barbosa et al. (1988) apontaram a importancia da fonte de nitrogénio e da
aeracao no rendimento da produgdo de xilitol a partir da xilose por algumas
linhagens de leveduras. Com Candida shehatae, a producdo de xilitol foi
considerada alta com fontes de nitrogénio organico devido a elevagdo da
concentragdo da enzima desidrogenase xilitol (Palnitkar & Lachke, 1992).

O efeito de diferentes fontes de nitrogénio e nutrientes organicos na
producdo de xilitol de Petromyces albertensis foi bem investigado por Dahiya
(1991). Esses autores concluiram que a melhor fonte de nitrogénio foi o acetato de
amonio (16,7 g/L de xilitol), enquanto o extrato de levedura mostrou ser a melhor
fonte de nutrientes organicos para aquele microrganismo (30,6 g/L de xilitol). Outro
efeito considerado importante foi a suplementagéo de metanol no meio contendo
xilose. O mesmo pesquisador observou um incremento na produgédo de xilitol na
ordem de 8% quando adicionou ao meio 1 % (v/v) de metanol.

A influéncia da concentragdo de magnésio no crescimento, produgdo de
xilitol e etanol por Pichia stiptis foi bem estudada sob condigGes de transferéncia
de oxigénio constante.Um incremento significativo na produgdo da biomassa e
etanol ocorreu quando a concentragdo de Mg®* passou de 1,0 para 4,0 mM. Por
outro lado, a produgéo de xilitol foi bem melhor quando a concentragdo de Mg®*
foi baixa (1,0 mM), considerando-se que 49,0 % do fluxo de carbono foi desviado
da produgédo de etanol para xilitol, devido @ acumulagdo de NADH intracelular
(Mahler & Gueber, 1994).

1.2.5.4. Efeito da taxa de aeragao

A disponibilidade de oxigénio tem significante influéncia na fermentacéo de
xilose, sendo o rendimento em xilitol dependente da velocidade de transferéncia
de oxigénio. Por outro lado, a taxa de aeragdo € um aspecto fundamental de
qualquer processo utilizando leveduras, uma vez que o oxigénio € necessario para

a sintese de acidos graxos insaturados, importantes na formacéo das membranas.
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Além disso, as leveduras quando utilizam xilose como substrato requerem
oxigénio para reciclar o cofator NADH, cujo acumulo leva a interrupcdo na
assimilagao da xilose (Jeffries, 1983).

De acordo com Furlan et al. (1991), uma quantidade limitada de oxigénio é
necessaria para a formagao de xilitol, entretanto, excesso do mesmo ativa o Ciclo
dos Acidos Tricarboxilicos, levando a regeneracdo do cofator NAD*, necessario
para a transformacao de xilose em xilulose. A xilulose formada é entdo degradada
através da Via Pentose-Fosfato e da Via Embden-Meyerhof-Parmas e assim, a
acumulacgao de xilitol cai com o aumento do oxigénio disponivel.

Furlan et al. (1994) estudaram a influéncia do oxigénio na produgdo de
xilitol e etanol por leveduras. Candida parapsilosis nao foi capaz de fermentar
xilose anaerobicamente (efeito Kluyver). Por outro lado, o excesso de oxigénio
(500 rpm; 0,6 vvm) favoreceu o crescimento da massa celular (Yys= 0,29 g.g7),
enquanto que a acumulagéo de xilitol decresceu consideravelmente (Yys = 0,10 g
g' e Q2 =0,023 gL' h"). Esses valores indicaram que o excesso de oxigénio
favoreceu a formagédo da biomassa celular em prejuizo da formagéo de xilitol.

Ainda segundo estes autores, isso ocorreu porque o excesso de oxigénio
leva a oxidagdo de NADH para NAD" e uma alta relagdo NAD*/NADH conduz a
oxidacdo de xilitol para xilulose, em consequéncia menos xilitol foi acumulado.
Quando a producdo de xilitol ocorreu em condigbes moderadas de oxigénio (250
rpm; 0,3 vvm) o crescimento celular foi prejudicado (Yys= 0,11 g.g™"), enquanto a
acumulacdo de xilitol foi favorecida (Y= 0,65 g g € Qu= 0,32 g L™ h"). Esses
resultados estdo de acordo com os obtidos por outros pesquisadores.

Horitsu et al. (1992) relataram que numa produgéo efetiva de xilitol, deve-se
inicialmente considerar uma rapida acumulagcdo de células microbianas no meio
de cultura. Isso pode ser viabilizado através da manutengao de oxigénio em nivel
elevado no meio de cultura. Contudo, desde que xilitol € produzido sob condigées
limitadas de oxigénio, mantendo um nivel alto de oxigénio dissolvido no meio
durante todo o periodo de cultivo, podera ocorrer a produgdo de xilulose pela

desidrogenacdo do xilitol formado. Por essa razdo, alto nivel de oxigénio
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dissolvido é requerido somente na fase inicial do cultivo.

O efeito da taxa de oxigénio na producdo de xilitol por Debaryomyces
hansenii foi relatado por Parajo et al. (1996). Esses pesquisadores concluiram que
a maxima concentragao de xilitol foi obtida com uma menor agitagéo (100 rpm). Ao
contrario, quando a concentragdo de oxigénio dissolvido foi alta, a xilose foi
preferencialmente utilizada para crescimento celular. Em condigées semi-
anaerobicas a producgédo de xilitol pelos microrganismos Candida guilliermondii e
Candida parapsilosis foi favorecida (Barbosa et al., 1988; Furlan et al., 1991).

Xilitol é obtido da xilose em condigbes aerdobicas e com concentracdo
limitada de oxigénio, mas ndo na auséncia desse elemento. Isto foi observado por
Sirisansaneeyakul ef al. (1995), utilizando Candida mogii ATCC 18364. Produgéo
maxima (0,62 g/g) foi obtida quando a concentragéo inicial de xilose e a taxa
especifica de oxigénio foram de 53,0 g/L e 0,5 mmol O,/g.h, respectivamente. O
baixo nivel de aeragédo favorecendo a produgdo de xilitol pela levedura Candida
boidinii NRRL Y-17213 também foi registrado por Winkelhausen et al. (1996).
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1.3. Consideracoes Finais

Pelos dados apresentados na literatura, observa-se que o bagago de cana-
-agUcar constitui uma fonte abundante e barata de matéria-prima para
onversées em produtos de maior valor agregado, tal como xilitol. Atualmente a
lisponibilidade desse residuo agricola poderad ser ampliada ainda mais, caso
sejam implementados sistemas de recuperagéo das caldeiras das industrias do
setor sucro-alcooleiro. Tais medidas levariam ao aumento da eficiéncia dessas
caldeiras e menos bagaco seria necessario para atender a demanda de energia
daquelas unidades industrias. Estudos estdo sendo feitos para conversdo do
bagaco em energia elétrica.

Apesar do pré-tratamento dos materiais lignocelulésicos utilizando acidos
diluidos ja ter sido extensivamente estudado, o efeito das interagbes temperatura,
concentragdo do acido e tempo de reagdo empregando um planejamento
estatistico com analise de superficie de resposta ainda nao foi bem estudado.

Desde que a produgdo de xilitol por processo quimico tem sido oneroso
devido as etapas de separagdo e purificagdo, tem se proposto a exploragao por
via biotecnoldgica.

A conversdao de D-xilose para xilitol por leveduras tem sido a mais
estudada, principalmente por aquelas pertencentes ao género Candida.

Ainda que a selegéo de linhagens de leveduras produtoras de xilitol tenha
sido objeto de varias pesquisas (Gong et al., 1983; Barbosa et al., 1988,
Sirisansaneeyakul et al., 1995), deve-se procurar, em processos fermentativos,
novos microrganismos que apresentem melhor desempenho na produgéo de
xilitol.

A otimizagdo dos processos fermentativos utilizando metodologia de
superficie de resposta foi pouco estudada. Um planejamento experimental
empregando essa metodologia oferece como principal vantagem a redugédo do
nimero de ensaios (Box ef al., 1978; Barros Neto, 1995), portanto, esta

metodologia sera adotada neste trabalho.
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RESUMO

Um delineamento fatorial 22 foi usado para estudar o efeito da combinacédo da
temperatura e concentragéo de acido sulfurico na hidrélise do bagaco de cana-de-
agucar para produgdo de monossacarideos em quatro tempos de reacdo: 11,18,
30 e 50 minutos. Os aglcares foram determinados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). As regressdes nos tempos de 11 e 18 minutos foram
altamente significativas (p<0,05) com R? excelentes, de 0,9757 e 0,9718,
respectivamente. Nesses tempos, as regressdes ndo apresentaram evidéncia de
falta de ajuste. O valor de Fc foi cerca de 8 vezes maior que o Ft para o tempo de
11 minutos e para 18 minutos essa razdo foi de 6,83. Isso significa que o modelo
quadratico, no nivel de 95,0 % de confianga, foi adequado para descrever a
superficie de resposta nas regides estudadas. Por outro lado, as regressées nos
tempos de 30 e 50 minutos n&o foram significativas (p>0,05) com R? de 0,8049 e
0,7707, respectivamente. Nesses tempos maiores, os residuos apresentaram
evidentes falta de ajuste, notadamente a analise de regressédo no tempo de 50
minutos (Fc=2010,81 e Ft=19,16). Tais condi¢gdes levam a concluir que os tempos
de 30 e 50 minutos de hidrolise nao foram uteis com fins preditivos e portanto, o
modelo ndo pode ser utilizado para prever a resposta de xilose na regido
estudada. A massa de agUcares obtidos, nas melhores condi¢des (18 minutos de
reacao; 126°C e 3,10 % (v/v) de acido sulfurico), foi de 333,41 mg/g do bagago,
b.s., composto por 266,73mg de xilose; 40,09 mg de glicose e 26,59 mg de
arabinose/g do bagago, b.s. Para anidroxilana, os resultados representaram 96,0
% do maximo tedrico, enquanto para glicose foi cerca de 100,0 %. Além disso, as
economias de tempo e de energia s&o significativamente relevantes usando esse

tempo de hidrolise.

Palavras chave: Bagago de cana-de-agUcar; hidrolise acida; hemicelulose; D-
xilose, L-arabinose, D-glicose, metodologia de superficie de

resposta.
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Capitulo 2
2.1. Introducao

Materiais lignocelulésicos, contendo celulose, hemicelulose e lignina como
maiores componentes, sdo os mais abundantes recursos naturais renovaveis
presentes na terra. Esses materiais tém grande potencial, uma vez que sé&o
ecologicamente vantajosos e podem ser utilizados para obtencdo de produtos
quimicos e combustiveis liquidos (Kuhad & Singh, 1993; Singh & Mishra, 1995a;
Kern, 1998).

Entre as diversas fontes potenciais de biomassa, o bagago de cana-de-
agucar tem sido relatado na literatura como um dos mais promissores no processo
de obtengdo de aglcares (Saska & Ozer, 1994). A composi¢éo da fibra dessa
graminea varia amplamente nos seus trés principais componentes: celulose (40-
48 %); hemicelulose (22-33 %) e lignina (20-22 %), conforme McDougall et al.
1993 e Purchase, 1995.

No Brasil, 0 bagago constitui-se em um residuo particularmente conveniente
para converséo por ser produzido em quantidades significantes (4,5 x 10" t massa
seca / ano) (FAO, 1995). Além disso, as vantagens de se usar o bagago como
substrato para bioconverséo é devido ao seu alto teor de carboidratos (celulose e
heteroxilana), baixo custo (residuo agro-industrial), redugéo da poluigédo ambiental
e, embora seja sazonal, encontra-se disponivel o ano inteiro na industria sucro-
alcooleira (Dekker & Wallis, 1983; Toit et al., 1984; Zyl et al., 1988; Purchase,
1995; Rodrigues et al.,1988; Rasul & Rudolph, 2000).

Por outro lado, é possivel hidrolisar os materiais lignocelulésicos por varios
processos, tais como enzimatico, fisico, quimico ou a combinagdo desses, para
produgdo de agucares monoméricos com maximo rendimento e pureza (Singh &
Mishra, 1995b).

As técnicas de extragdo de aglcares da biomassa que déo preferéncia ao
uso de condigdes drasticas com acidos concentrados, tém levado a muitas perdas
da hemicelulose, principalmente pela degradagéo para furfural. Em conseqiiéncia,

muitos autores tém acentuado a necessidade de remover seletivamente a
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hemicelulose como primeiro passo no tratamento dos materiais lignoceluldsicos
(Ladisch, 1979; Magee & Kosaric, 1985). Por isso, uma hidrélise acida sob
condicdées moderadas tem varias vantagens. Tal hidrélise podera: (a) prevenir a
decomposicédo da xilose para furfural (um agente inibidor dos microrganismos), (b)
limitar a producdo de subprodutos por microrganismos (por exemplo: xilitol,
arabitol), (c) promover a susceptibilidade da celulose para posterior hidrélise acida
ou enzimatica, e (d) evitar a ocorréncia de problemas ambientais devido ao uso de
tratamentos quimicos drasticos (Magee & Kosaric, 1985; Ghosh & Singh, 1993).

A hidrolise em dois estagios € possivel porque a fracdo hemicelulose €&
hidrolisada facilmente quando comparada com a hidrélise da celulose (Dunning &
Lathrop, 1945; Tsao, 1978; Ladisch, 1979; Toit et al., 1984; Singh et al., 1984).

Parasi (citado por Pessoa Jr., 1991) afirma que a celulose é mais lentamente
hidrolisada que a hemicelulose, devido a rigidez dos anéis de glicose, unidos na
estrutura cristalina por pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxil e os atomos
de hidrogénio das cadeias adjacentes. Por outro lado, a celulose amorfa e a
hemicelulose pouco interferem na flexibilidade do anel, possibilitando, com isso,
uma hidrélise mais rapida quando comparada com a hidrélise da celulose
cristalina.

Franzidis & Porteous (citados por Pessoa Jr., 1991) estudaram o
comportamento das moléculas de acido durante o processo de hidrélise dos
materiais lignocelulosicos. Esses autores afirmaram que a hidrélise das regites
cristalinas da celulose ocorre em uma velocidade 100 vezes menor em relacédo a
hemicelulose e as regides amorfas da celulose.

Em trabalho desenvolvido por Singh et al. (1984) visando a produgdo de
xilose, furfural, agucares fermentesciveis e etanol a partir do bagaco de cana e
casca de arroz, esses autores avaliaram varias condigées do processo, tais como:
tamanho da particula do material, relagéo solido-liquido, concentracéo do acido,
temperatura e tempo de reagao. Os resultados indicaram que o uso de particulas
menores que 495 ym ndo beneficiou o rendimento de aglcares redutores,
enquanto que a relagao solido-liquido de 1:15 mostrou-se a mais adequada para a

formagdo desses acgucares. A hidrélise usando H,SO, a 0,4% na temperatura de
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453 K (180°C) resultou em 22,5% de xilose do bagaco e 21,5% da casca de arroz
por 100 g de matéria seca.

Para prevenir ou minimizar a decomposi¢do dos agucares, principalmente as
pentoses, é muito importante o emprego de solucdes de acidos diluidas, curto
tempo de reagdo, baixas temperaturas e remoc¢ao rapida do agente hidrolitico
(Gong et al., 1981).

Nesse sentido, o objetivo principal desta pesquisa foi otimizar as condigées
de hidrdlise seletiva do bagago de cana-de-aglcar, empregando-se a metodologia

de superficie de resposta.
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2.2. Material e Métodos

2.2.1. Material

O bagaco de cana-de-agucar foi obtido da Usina Agucareira Ester S. A,,
situada no municipio de Cosmopolis, no Estado de Sdo Paulo. O bagago foi
lavado em agua corrente, seco em estufa a 60°C até peso constante e triturado
em moinho de faca. Em seguida foi passado em um conjunto de peneiras
(Produtest) para uniformizagdo do tamanho das particulas (32-20 mesh). A

definicdo do tamanho das particulas foi obtida através de ensaios preliminares.

2.2.2. Hidrdlise seletiva do bagaco de cana-de-agucar

Amostras do bagacgo (3,0 g de matéria seca) foram colocadas em frascos
Erlenmeyer rosqueados de 125 mL e embebidos com uma solugéo de acido
sulfarico na proporgéao de 1:5 (sdlido/liquido). A definicdo da relagao sdélido/liquido
foi obtida através de ensaios preliminares.

As amostras permaneceram a temperatura ambiente durante 15 horas. Apés
esse periodo, as mesmas foram colocadas em autoclave, onde foram submetidas
a injegao direta de vapor saturado. A temperatura, durante a hidrélise, foi mantida
constante devido a um sistema de controle eletrbnico. As amostras foram
submetidas as diferentes temperaturas, concentragées de H,SO,4 e tempos de
reacdo de acordo com delineamento experimental (Tabelas 2.1 e 2..2). O bagaco
hidrolisado foi submetido a prensagem (Prensa hidraulica piloto, marca CARVER)
para separacao da fracdo hemicelulésica. Essa fracdo teve seu pH ajustado em
5,5 por adigéo de hidroxido de calcio. O precipitado foi removido por centrifugacéo
(2, 23 x 10* g; 5°C; 15 minutos). A representagdo esquematica da obtengdo do
hidrolisado hemiceluldsico é registrada na Figura 2.1.
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Figura 2.1: Obtencao do hidrolisado hemicelulésico a partir do bagaco de cana-

de-agucar.
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2.2.3.1. Determinagao da umidade do bagago = E-"!i;;' N?:\

O conteudo de umidade no bagago moido e classificado foi determinado em
estufa marca FANEM, modelo 515 (105° C até peso constante), segundo o método
44-15 A da AACC (1995). Correcoes foram feitas para peso seco em todas

amostras.
2.2.3.2. Determinacgao dos agucares no hidrolisado

As concentragdes dos agucares (D-xilose, D-glicose e L-arabinose) foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia—CLAE (cromatdgrafo
Shimadzu Co., modelo LC-10AD), equipado com detector de indice de refragéo
RID-6A. Os agclicares foram separados em uma coluna RT-CH-CA Merck (300,0 x
6,5 mm) com a temperatura do forno a 80°C e usando agua deionizada como
eluente (fluxo = 0,5 mL/min), previamente degaseificada com hélio. Os padrGes de
D-xilose, D-glicose e L-arabinose utilizados foram da marca Merck e de grau

cromatogréfico.

2.2.4. Delineamento experimental

Para estudar os efeitos da temperatura e concentragdo de acido sulfarico
na produgdo de monossacarideos, utilizou-se um delineamento fatorial 2% com
trés repeticdes no ponto central (Box et al.,, 1978; Barros Neto et al., 1996). As
variaveis foram estabelecidas com trés niveis codificados como -1, 0, +1. Os
valores reais correspondentes a esses niveis aparecem na Tabela 2.1 e foram
calculados segundo Box et al. (1978).

Esse delineamento apresentou ainda dois niveis de variaveis axiais
codificados como - a e + a. O valor de a € fungdo do numero de variaveis
independentes (k = 2, no caso deste trabalho), sendo definido pela seguinte
equagéo:

o= (249" = (23" = 1, 414
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As faixas de variagdo entre o limite inferior e o superior de cada variavel
foram estabelecidas a partir de testes preliminares. O delineamento estatistico
requer um numero minimo de tratamento. Neste experimento, foram usados 11
tratamentos, sendo quatro fatoriais (combinagdes dos niveis —1 e +1), quatro
axiais (uma variavel no nivel £ o e outra no nivel 0), trés centrais (as duas
variaveis no nivel 0). Os pontos centrais servem para estimar o erro experimental
e determinar a precisdo da equagéo polinomial (Cochran & Cox, 1964).

Na Tabela 2.1, apresentam-se os valores codificados e reais do
delineamento experimental central rotacional composto para duas variaveis
independentes e cinco niveis de variagdo. As respostas (Y) ou variaveis
dependentes estudadas foram: producgdo de xilose, de glicose e arabinose.

2.2.5. Analise estatistica

Os dados experimentais obtidos em funcdo das variaveis em estudo foram
analisados pelo programa Statistica para Windows versao 5.0.

Tabela 2.1. Variaveis independentes com diferentes niveis a serem estudadas
durante a hidrolise do bagacgo de cana-de-acgucar.

L ) Niveis
Variaveis Simbolo 0=-1.414 1 0 +1 a=+1.414
Temperatura A 1115 114,0 120,0 126,0 128.5
(°C)
H,SO4 B 0,20 0,70 1,90 3,10 3,60
(%,vIv)
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2.3. Resultados e Discussao

Os resultados experimentais obtidos por hidrolise para produgao de xilose,
glicose e arabinose a partir do bagago de cana-de-agucar, sdo apresentados nas
Tabelas 2.2, 2.3 e 2.4, respectivamente. Observa-se na Tabela 2.2, que a
produgdo de xilose foi aumentada com o tempo. Tomando-se como exemplo o
tratamento n2 7 (120°C e 3,6% de acido sulfurico), nota-se que a concentragéo de
xilose liberada aumentou com o tempo de reagdo do processo: a 11 minutos
(13,42 mg/g), a 18 (17,43 mg/g), a 30 (44,75 mg/g) e 50 minutos (80,52 mg/g),
embora esses resultados tenham sido inferiores aos demais tratamentos.

Percebe-se na Tabela 2.2 que nos menores tempos (11 e 18 minutos) os
melhores rendimentos (240,24 e 266,73 mg de xilose/g do bagaco, b.s.) ocorreram
no tratamento n2 4 (niveis superiores +1, +1), mostrando equilibrio das variaveis
independentes temperatura e concentragcdo do H>SO,4. Contudo, quando o tempo
de hidrolise foi maior (30 e 50 minutos), os melhores rendimentos (277,84 e
264,71 mg de xilose/g do bagacgo, b.s.) foram verificados no tratamento 3 (niveis
+1 e —1), mostrando maior efeito da temperatura.

No tempo de 18 minutos (Tabela 2.2) de reagdo, o qual ocorreu maior
rendimento de xilose em relagdo ao de 11 minutos e com maior economia de
tempo e de energia, além de evitar a formagdo de produtos indesejaveis a partir
dos aglcares formados, quando comparado aos tempos de 30 e 50 minutos; a
xilose recuperada no tratamento n® 4 foi de 266,73 mg/g do bagago seco. Esse
resultado representa 96 % do maximo teérico e concorda com o reportado por
Purchase (1995), além de ser superior aos relatados por Singh et al. (1984); Toit
et al. (1984); e Morjanoff & Gray (1987).

E importante destacar que as condigoes de pré-tratamento aplicadas neste
estudo foram suficientes para promoverem as primeiras reagées importantes que
ocorrem durante a hidrolise dos materiais lignocelulésicos, que € a ruptura das
ligagGes B- (1-4) entre as unidades de xilose da cadeia principal do polimero xilana

(Fengel & Wegener, 1989). Tais condigdes podem ser consideradas moderadas
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se comparadas aquelas empregadas por outros autores (Singh et al.,1984;
Pessoa Jr., 1991, Silva, 1995; Felipe et al., 1997; Parajo et al.,1998).

Tabela 2.2: Delineamento fatorial 2° com os valores codificados e os resultados
experimentais obtidos por hidrélise do bagago de cana-de-agtcar para
produgao de xilose.

Nug;ero Variaveis | (mglg Z?E:;;Z; b.s.) |
Iommens A B v dims  Dian . San
1 -1 -1 21,45 62,75 151,10 188,09
2 -1 1 95,40 254,63 266,90 264,39
3 1 -1 96,67 180,03 277,84 264,71
4 1 1 240,24 266,73 246,36 258,42
5 -1,414 0 84,18 140,32 211,41 253,44
6 1,414 0 227,56 260,03 269,21 250,46
7 0 -1,414 13,42 17,43 44,75 80,52
8 0 1,414 211,89 247,43 264,54 262,06
9 0 0 174,05 185,34 258,20 255,66
10 0 0 162,14 201,83 242 .91 257,69
11 0 0 162,11 203,32 247,21 256,00
(A)-Temperatura; (B) — Acido sulfurico

Para a produgdo de glucose, verifica-se na Tabela 2.3, que o melhor
resultado (40,09 mg de glicose/g do bagago, b.s.), foi obtido com as variaveis
independentes nos niveis superiores (+1, +1, tratamento n® 4), no tempo de 18
minutos de hidrdlise. Esse resultado concorda com os reportados por Toit et al.
(1984); Morjanoff & Gray (1987); Purchase (1995), os quais relatam valores de
38,9 a 44 mg de glicose/g do bagaco seco. Essa glicose liberada durante a
hidrolise em condigdes moderadas originou-se possivelmente da celulose amorfa,
a qual se hidrolisa numa velocidade bem superior a celulose cristalina, de acordo

com Franzidis & Porteous (citados por Pessoa Jr., 1991).
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Tabela 2.3: Delineamento fatorial 2° com os valores codificados e os resultados
experimentais obtidos por hidrélise do bagago de cana-de-agucar para
a produgao de glicose.

Nu?oero Variaveis - ( m?" g%ist‘::;;?o’ b.s.)

Tatamento A B QUoR QIO 0T Somin
1 -1 -1 16,29 18,75 17,95 19,97
2 -1 1 18,72 23,76 27,40 34,71
K 1 -1 18,98 20,68 31,92 21,35
4 1 1 32.22 40,09 23,05 39,82
5 -1,414 0 17,84 18,83 20,93 26,05
6 1,414 0 29,65 36,60 35,03 39.55
i 0 -1,414 0,00 0,00 0,00 16,24
8 0 1,414 24,34 34,00 28,90 36,01
9 0 0 21,37 23,10 29,49 30,71
10 0 0 21,97 25,10 26,56 34,32
11 0

0 20,56 24,50 27,50 38,59
) — Acido sulfarico :

W

(A)-Temperatura; (

A liberagdo de arabinose, em diferentes tempos de hidrolise, apresentada
na Tabela 2.4, ndo mostrou grandes variagdes a ponto de se justificar tempos
excessivos para producdo dessa pentose. Como ja observado para xilose e
glicose, o melhor rendimento (26,59 mg de arabinose/g do bagago, b.s.) foi obtido
nos niveis superiores (+1, +1, tratamento n- 4), com 18 minutos de reagéo. Esse
resultado supera ao reportado por Toit et al. (1984), sendo,entretanto, inferior aos
reportados por Morjanoff & Gray (1987) e Purchase (1995).
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Tabela 2.4: Delineamento fatorial 22 com os valores codificados e os resultados
experimentais obtidos por hidrolise do bagaco de cana-de-agucar para
producgdo de arabinose.

Nﬂ:’noero Variaveis (mg/ g]zl‘::sg:gs;agtc;, b.s.)
i rabinose Arabinose Arabonose
Tratamento . A B ihh e opnd 50 min
1 -1 -1 19,28 20,70 24,30 22,81
2 -1 1 19,51 21,51 22,05 26,49
3 1 -1 19,22 17,57 22,90 21,38
4 1 1 24 .45 26,59 1I5 25,92
5 -1,414 0 20,86 21,29 20,15 23,59
6 1,414 0 22,97 24,90 23,97 26,38
7 0 -1,414 15,81 18,18 20,17 16,28
8 0 1,414 21,81 25,04 21,10 25,93
9 0 0 21,41 21,60 21,21 23,09
10 0 0 19,95 21,89 19,28 24,94
11 0 0 20,99 21,42 20,22 28,71
(A)-Temperatura; (B) — Acido sulfurico

As andlises de variancia (ANOVA) dos modelos de regressao elaborados a
partir dos resultados para produgéo de xilose nos tempos de reagdo de 11, 18, 30
e 50 minutos sdo indicados nos Anexos 2.1, 2.2, 2.3 e 2.4, e mostraram
coeficientes de determinagdo de 0,9757; 0,9718; 0,8049 e 0,7707,
respectivamente. Embora esses coeficientes de determinagdo (R?) signifiquem
que os modelos apresentados expliquem 97,57%; 97,18%; 80,49% e 77,07%, da
variancia para a concentracdo de xilose, nos respectivos tempos, ha contudo,
necessidade de analisar-se outros parametros estatisticos.

Observa-se que as regressées nos tempos de 11 e 18 minutos (Anexos 2.1
e 2.2) foram altamente significativas (p<0,05) e os residuos ndo apresentaram
evidéncia de falta de ajuste. Este fato autoriza a utilizagdo das equagdes do
modelo (Anexos 2.1 e 2.2) com fins preditivos, ja que de acordo com Box & Wetz
(1973), para que uma regressd@o seja ndo apenas estatisticamente significativa,
mas também util com fins de predicdo de resultados, o valor da razdo QMgr/QM;,

deve ser no minimo de quatro a cinco vezes ao valor de Ft. Esta condig¢do foi
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plenamente satisfeita nos tempos de hidrolise de 11 e 18 minutos, o que significa
que o modelo quadratico, no nivel de 95 % de confianca, € adequado para
descrever a superficie de resposta nas regides estudadas.

As Figuras 2.2 e 2.3 apresentam os diagramas da superficie de resposta que
mostram a variagdo da concentragdo de xilose em funcéo das variaveis
independentes (temperatura e concentragao de acido sulfurico). Na Figura 2.2
nota-se que a concentragao de xilose aumentou com o aumento da temperatura e
concentracao do acido. Verifica-se ainda que nesse tempo, a faixa & bastante

limitada e exige temperatura elevada e alta concentragao de acido.

e By 2ASOWA

185,058
[ 211,495
[ 237,932
I 264,369
I above

Figura 2.2: Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e

concentragdo do acido sulfurico na producéo de xilose do bagaco de
cana-de-acgucar, a 11 minutos de hidrdlise.

Na Figura 2.3 nota-se que maiores concentragoes de acido sulfurico sao

requisitadas para se alcancar melhores rendimentos de xilose, enquanto a
temperatura mostrou pouca influéncia na faixa estudada.
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B 52,750

B 79.125
3 105,501
[ 131,876
1 158,251
[ 184,626
B 211,001
B 237,376
B 283,752
B above

Figura 2.3: Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e
concentragao do acido sulfirico na produgao de xilose do bagaco de
cana-de-agucar, a 18 minutos de hidrolise.

Por outro lado, as regressées correspondentes aos tempos de 30 e 50
minutos (Anexos 2.3 e 2.4) nao foram significativas (p=0,05) e os residuos
apresentaram evidente falta de ajuste, notadamente a analise de regressao no
tempo de 50 minutos (Fc =2 010,81 e Ft = 19,16). Tais condigoes levam a concluir
que as equagdes do modelo descritas nos Anexos 2.3 e 2.4 nao foram uteis com
fins de predigao de resultados e, portanto, o modelo nao pode ser utilizado para
prever a resposta de xilose nas regides estudadas.

As analises de superficie de resposta relacionadas com a produgao de
xilose nos tempos de 30 e 50 s&o apresentadas nas Figuras 2.4 e 2.5. Aqui, como
ja observado no tempo de 18 min, visualiza-se o efeito do acido quando em
maiores concentracdes. Por outro lado, os resultados foram melhores quando a
temperatura foi minima no intervalo estudado, levando-nos a concluir que tempo e
temperatura elevadas foram os principais efeitos responsaveis pelo decréscimo da
concentragéo de xilose. Essa observagao coincide com as de outros autores, que
afirmaram a decomposicéo de xilose para furfural em condi¢6es de pré-tratamento
drasticas (Magee & Kosaric, 1985; Grosh & Singh, 1993; Singh & Mishra, 1995c¢).
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Figura 2.4. Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e

B 75485
[ 97,893
I 120,301
[ 142,709
[ 165,118
[ 187,526
[ 209,934
B 232,342
[ 254,751
Bl 277,159
[ above

concentracao do acido sulfdrico na produgéo de xilose do bagaco de
cana-de-acucar, a 30 minutos de hidrdlise.

Le o Bud) ASTWA

Figura 2.5: Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e

concentragao do acido sulfurico na produgao de xilose do bagaco de
cana-de-acucar, a 50 minutos de hidrélise.
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De acordo com a analise de significancia (Anexo 2.5), verifica-se que a
producdo de xilose foi influenciada significativamente pelo o efeito linear da
temperatura, da concentragdo do acido sulfirico e da interacdo de ambas
variaveis em todos os tempos estudados. O efeito quadratico da concentragéo do
H,SO, também foi significativo (p<0,05) nos quatro tempos analisados, enquanto
esse efeito para temperatura s6 foi significativo no tempo de reagcdo de 50
minutos.

Como ja observado, em todos os tempos analisados o efeito do H2SOq4
ocorreu, de forma crescente. Ao contrario, a variavel temperatura perdeu
gradativamente importancia @ medida que o tempo de hidrdlise foi maior, fato que
foi observado por Pessoa Jr. (1991). Este pesquisador notou que a temperatura
teve pouca influéncia na recuperagdo de ART quando da hidrélise do bagago de
cana-de-agucar. Os melhores resultados foram obtidos a 140°C, enquanto que as
temperaturas de 150°C e 180°C mostraram ser as responsaveis pela queda
acentuada na recuperacéo dos aglicares redutores (Pessoa Jr., 1991).

Nas Figuras 2.6, 2.7, 2.8 e 2.9 visualizam-se melhor a estimativa dos
efeitos lineares, quadraticos e a interagdo das variaveis independentes, ao nivel
de 95 % de confianga, na produgdo de xilose nos tempos de 11, 18, 30 e 50
minutos, respectivamente.

Nos histogramas das Figuras 2.6, 2.7 e 2.8 os efeitos lineares de H,SO4 e
temperatura, efeito quadratico da concentragéo do acido, além da interagao linear
dessas variaveis foram significativos, enquanto o efeito quadratico da temperatura
nao foi significativo. De outra parte, no histograma da Figura 2.9 apenas o efeito

linear da concentragdo do H,SO4 foi significativo.
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Figura 2.6: Estimativa dos efeitos lineares e quadraticos da temperatura e da
concentragao do acido sulfdrico na produgao de xilose do bagaco de
cana-de-agtcar, a 11 min de hidrdlise.
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Figura 2.7: Estimativa dos efeitos lineares e quadraticos da temperatura e da
concentragdo do acido sulfurico na produgéo de xilose do bagaco de
cana-de-agucar, a 18 min de hidrdlise.
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Figura 2.8: Etmat dos eft lin res quadraticos da temperatura e da
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Figura 2.9: Estmat dos efeitos lineares e quadraticos da temperatura e da
tgod o acido sulfarico na producao d 1sdbaggd

de agucar, a 50 min de hidrolise.
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2.4. Conclusoes

A combinacgéo de duas variaveis independentes (temperatura e concentragdo
acido sulfurico) visando a hidrolise do bagaco de cana-de-aglcar para producgédo
de monossacarideos (xilose, arabinose e glicose) mostrou ser efetiva tendo em
vista os resultados alcancados.

O total de agucares, nas melhores condigbes (tempo de reagéo: 18 minutos;
126'C e 3,10 %(v/v) de acido sulfirico), foi de 333,41 mg/g do bagago, b.s.,
composto por 266,73 mg de xilose, 40,09 mg e 26,59 mg de arabinose/g do
bagago, b.s. Para anidroxilana, os resultados representaram 96,0% do maximo
tedérico, enquanto para glicose foi cerca de 100,0 % da composigdo da
hemicelulose do bagacgo.

Em todos os quatro tempos de hidrolise (11, 18, 30 e 50 minutos), observou-
se maior efeito do acido sulfurico, contudo nos maiores tempos (30 e 50 minutos),
esse efeito se mostrou mais evidente.

As regressdes nos tempos de 11 e 18 minutos foram altamente significativas
(p<0,05) e os modelos ndo apresentaram evidéncia de falta de ajuste. O valor de
Fc foi cerca de 8 vezes maior que o Ft para o tempo de 11 minutos e para 18
minutos essa razao foi de 6,83. Isso significa que o modelo quadratico, no nivel de
95,0% de confianca, foi adequado para descrever a superficie de resposta nas
regides estudadas.

As regressdes nos tempos de 30 e 50 minutos ndo foram significativas
(p=0,05) e os residuos apresentaram evidente falta de ajuste, notadamente a
analise de regressdo no tempo de 50 minutos (Fc=2010,81 e Ft=19,16). Tais
condigdes levam a concluir que os tempos de 30 e 50 minutos de hidrélise nao
foram Gteis com fins preditivos e, portanto, o modelo ndo pode ser utilizado para
prever a resposta da concentracdo de xilose na regido estudada.

Os parametros mais adequados para otimizacdo do processo de hidrélise
foram estabelecidos com 18 minutos de reagéo e refere-se ao tratamento n° 4

(niveis +1 e +1) para concentrac&o de acido sulfurico e temperatura.
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2.6. Anexos

Anexo 2.1: Analise de variancia para modelo de regressao de produgéo de xilose
obtida por analise de superficie de resposta, no tempo de 11 minutos de hidrdlise.

Xilose (mg/g) = - 4632,47 + 72,796*A - 0,286*A” - 154,25"*B - 22,097*B* +

2,42*A*B
R?=0,9757

Fonte de

Variagao SQ GL QM Fc Ft
Regressao 60.340,11 5 12.068,02 40,21 5,05
Residuo 1.504,99 5 300,10
Falta de Ajuste 1.410,19 3 470,06 9,92 19,16
Erro Puro 94 .80 2 47 .40
Total 61.845,10 10 -

Anexo 2.2: Analise de variancia para modelo de regressdo de producéo de xilose
obtida por analise de superficie de resposta, no tempo de 18 minutos de hidrdlise.

Xilose (mg/g) = 1542,69 - 38,66°A + 0,216°A° + 569,70°B - 18,043*B~ -

3,65*A*B
R?=0,9718

Fonte de

Variagio SQ GL QM Fc Ft
Regressao 64.818,08 5 12.963,61 34,49 5,05
Residuo 1.879,26 5 375,85
Falta de Ajuste 1.680,12 3 560,04 562 19,16
Erro Puro 199,14 2 99,57
Total 66.697,34 10 -
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Angxo 2.3: Aqélise de variancia para modelo de regressao de producao de xilose
obtida por analise de superficie de resposta, no tempo de 30 minutos de hidrolise.

Xilose (mg/g) = 379,60 - 18,68*A + 0,135*A° + 754,66*B - 26,28"B“ -

5,11*A*B
R? = 0,8049

Fonte de

Variagdo sSQ GL QM Fc Ft
Regressao 39.096,79 5 7.819,36 412 5,05
Residuo 9.477,38 5 1.895,48
Falta de Ajuste 9.353,03 3 3.117,68 50,15 19,16
Erro Puro 124,35 2 62,17
Total 48.574,17 10 -

Anexo 2.4: Analise de variancia para modelo de regressao de produgéo de xilose

obtida por analise de superficie de resposta, no tem

po de 50 minutos de hidrolise.

Xilose (mg/g) = 1575,72-31,33"A + 0.159"AZ + 469,10*B - 23,93B° -

2.87*A*B
R?=0,7707
Fonte de
sQ GL QM Fc Ft

Variagao
Regressao 23.929,13 5 4.785,83 3,36 5.05
Residuo 7.120,63 5 1.424 13
Falta de Ajuste 118,27 3 2.372,76 2010,81 19,16
Erro Puro 2,36 7 1,18
Total 31.049,76 10 -
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Resumo

A conversao de D-xilose em meio sintético e em hidrolisado hemicelulésico do
bagago de cana-de-agucar para xilitol, por 50 linhagens de leveduras, foi conduzida em
trés etapas. Os resultados foram os seguintes: na primeira etapa duas leveduras (T-12
e Pichia stipilis CCT 2617) mostraram boa capacidade de conversao de xilose em
etanol. As leveduras (LGY 33, LGY34, LGY 42 e LGY 45) apresentaram bom
desempenho nas fases iniciais de sele¢do quando se utilizou meio sintético(0,53; 0,53;
0,45; e 0,48 g/g de xilose, respectivamente). Na terceira fase de sele¢do, tendo o
hidrolisado hemicelulésico como substrato, essas leveduras nao apresentaram
resultados satisfatérios. Na terceira etapa, Candida tropicalis 1Z 1824 e Candida
tropicalis IFO 0618 foram mais efetivas para produgéo de etanol (7,17 g/L) e biomassa
(7,02 g/L), respectivamente. Nas duas primeiras etapas a levedura Candida parapsilosis
|IZ 1710 apresentou conversdo de xilose em xilitol com rendimento considerado
mediano (0,39 e 0,59 g/g). Na terceira etapa, entretanto, seu rendimento (0,72 g/g) foi
igualado apenas pela levedura Candida guilliermondii 1Z 1422 (0,71 g/g). Sua produgéo
(22,85 g/L) e produtividade (0,31 g/L.h) foram estatisticamente (p=<0,05) diferentes
daqueles obtidos com outras linhagens. Adicionalmente, Candida barapsi!osfs |Z.1710
foi o microrganismo que produziu a menor quantidade de etanol (4,83 g/L) e uma das
menores produgbes de biomassa (4,71 g/L). O estudo mostrou que entre 50 linhagens
de leveduras testadas quanto a capacidade de produgéo de xilitol a partir de hidrolisado
hemicelulésico do bagago de cana-de-agucar, Candida parapsilosis 1Z 1710 foi a que

apresentou melhor produgéo, rendimento e produtividade.

Palavras-chave: selecédo de leveduras; hidrolisado hemicelulésico do bagago de cana-

de-acucar; D-xilose; xilitol; Candida parapsilosis 1Z 1710.
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Capitulo 3 #o

3.1. Introducao

Xilitol € um alcool pentahidroxilado presente na natureza. Esse poliol & um
produto intermediario comum de carboidratos em microrganismos, seres humanos e
nos animais, sendo também encontrado em muitas frutas e hortalicas. A extragao
dessas fontes é dificil e ndo econdmica devido a sua baixa concentracdo (Emodi,
1978; Singh & Mishra, 1995; Parajo et al., 1996).

Atualmente tem aumentado o uso de xilitol em alimentos e farmacos devido a
suas propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas, incluindo o seu alto poder
adocante e suas propriedades anticariogénicas (Waller ef al., 1992; Aguirre-Zero et
al., 1993; Roberto et al.,,1995b; Felipe et al., 1996).

A produgao de Xxilitol por processo quimico tem sido considerada onerosa
devido as etapas de separacdo e purificacdo. Por isso, tem-se proposto a
exploragdo de métodos usando microrganismos (Preez, 1994). Esse processo
oferece algumas vantagens em relagéo ao processo quimico, principalmente por nio
necessitar de uma solugao de xilose de alta pureza, ja que a bioconversao ocorre no
préprio hidrolisado hemicelulésico e de forma seletiva.

Abundantes quantidades de xilitol podem ser produzidas a partir de D-xilose,
por espécies de leveduras, selecionadas através da hidrogenagao biolégica, a qual
resulta na secrecao extracelular desse poliol como metabdlico principal (Lu ef al.,
1995).

As espécies de leveduras mais conhecidas como produtoras de xilitol, incluem
aquelas pertencentes ao género Candida. Entre essas, Candida guilliermondii tem
mostrado habilidade para a producgao de xilitol com bom rendimento e produtividade
(Barbosa ef al., 1988; Meyrial et al,, 1991; Roberto ef al., 1991; Felipe ef al., 1993;
Nolleau ef al., 1993; Roberto ef al., 1995ab; Gurgel ef al., 1995; Nolleau ef al., 1995;
Felipe ef al, 1996; Pfeifer et al, 1996; Rodrigues, 1997; Felipe et al, 1997;
Mayerhoff et al., 1997; Dominguez et al., 1999).

Outras leveduras também tém demonstrado capacidade de metabolizar xilose

para xilitol, tais como Candida sp (Chen & Gong, 1985); Candida tropicalis (Horitsu
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et al, 1992: Yahashi et al, 1996; Paiva et al, 1998); Candida mogii
(Sirisansaneeyakul et al., 1995; Mayerhoff et al., 1997); Candida parapsilosis (Furlan
et al., 1991; Nolleau et al., 1993; Furlan et al., 1994; Nolleau et al., 1995; Preziosi-
Belloy, 1997; Mayerhoff et al., 1997); Pachysolen tannophilus (Furlan et al, 1994;
Roebuck et al, 1995); Debaryomyces hansenii (Parajo et al., 1996; Dominguez et
al., 1999; Girio et al.,2000); Candida sp. 11-2 (Dominguez et al., 1996), Candida sp
L-102 (Lu et al., 1995); Candida shehatae (Preez et al., 1986; Furlan et al., 1994,
Hinfray et al., 1995); Pichia stipitis (Preez et al., 1986; Furlan et al., 1994; Mahler &
Guebel, 1994); Candida boidinii (Winkenlhausen et al., 1996).

Gong et al. (1983), testaram 20 linhagens pertencentes ao género Candida de
11 diferentes espécies quanto a capacidade de converterem xilose em xilitol. Todas
as linhagens de Candida converteram D-xilose em xilitol, mas o rendimento foi
considerado apenas moderado (10-15%).

A capacidade de conversdo de D-xilose em xilitol de 44 linhagens de 5
diferentes géneros de levedura foi também avaliado por Barbosa et al. (1988). Os
resultados indicaram que as melhores espécies produtoras de xilitol foram: Candida
guilliermondii e Candida tropicalis. As linhagens dessas espécies tiveram a
vantagem de apresentar conversao rapida e eficiente, porém Candida guilliermondii
apresentou uma outra vantagem que foi a de produzir etanol em baixa quantidade.
Essa levedura produziu 77,2 g/L de xilitol a partir de 104,0 g/L de D-xilose, o que
representou 81,0% de rendimento, considerando-se o valor tedrico.

A selecao de microrganismos (leveduras e fungos filamentosos) produtores
de xilitol utilizando o bagaco de cana-de-aglicar como substrato também foi
pesquisado por Pessoa Jr. (1991). O critério de sele¢do baseou-se no consumo de
ART e aumento da massa celular. Aquele autor concluiu que das 22 linhagens
testadas, a que apresentou melhor capacidade de crescimento no hidrolisado
hemicelulésico do bagaco de cana-de-agucar foi Candida tropicalis 1Z 1824.

Assim, a proposta deste estudo foi avaliar a capacidade de linhagens de
leveduras para produzirem xilitol a partir de D-xilose e de hidrolisado hemiceluldsico

do bagaco de cana-de-agucar.

96



3.2. Material e Métodos

3.2.1. Preparacéo do hidrolisado do bagago de cana-de-agticar

As melhores condigbes de hidrélise do bagagco de cana-de-aglcar foram
previamente definidas no Capitulo 2 e de acordo com Paiva et al. (1999). Amostras
do bagaco (25 g de matéria seca) foram colocadas em frascos Erlenmeyer
rosqueados de 500 mL e embebidos com 150 mL de solugao de acido sulftrico (3,1
% viv) na proporgdgo de 1:6 (solido:liquido). As amostras permaneceram a
temperatura ambiente durante 15 horas. A seguir, as amostras foram autoclavadas
(114°C, 30 min). O bagago hidrolisado foi submetido a prensagem (Prensa hidraulica
piloto, marca CARVER) para separagéo da fragdo hemiceluldsica. Essa fracéo teve
seu pH ajustado em 5,2 por adicao de Ca(OH).. O precipitado (CaSQ4) foi separado
por centrifugacéo (2, 23x10* g: 5° C; 15 min).

3.2.2. Microrganismos

Os microrganismos empregados neste trabalho foram provenientes da
Colecdo de Culturas do Laboratorio Geral do Departamento de Ciéncia-FEA-
UNICAMP (linhagens isoladas e ainda nao identificadas), do Instituto Zimotécnico da
ESALQ - USP (Piracicaba-SP), da Fundagédo Tropical de Pesquisas e Tecnologia
‘André Tosello’-Campinas-SP e do “Institute for Fermentation”, Osaka-Japao. A
maioria desses microrganismos (Tabela 3.2) foi objeto de pesquisas visando testar
sua capacidade de utilizarem pentoses e hexoses como fonte de carbono para
crescimento celular, produgao de etanol e de xilitol (Barbosa ef al., 1988; Pessoa Jr.,
1991, Horitsu ef al., 1992; Mayerhoff ef al., 1997; Baiocco ef al., 1999).

3.2.3. Preservagao das culturas

As culturas foram preservadas em tubos inclinados contendo o meio YM agar
(0,5 % de peptona, 0,3 % de extrato de levedura, 0,3 % de extrato de malte, 1,0 %
de glicose e 2,0 % de agar), a 4°C.
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3.2.4. Preparo do inéculo

As culturas estocadas em tubos inclinados foram inoculadas em meio
contendo: 0,3 % de peptona, 0,3 % de extrato de levedura, 1,5 % de glicose e 0,5 %
de xilose. As condigdes de cultivo foram: agitagcdo de 200 rpm, a 30°C por 24 horas.
Em seguida, a solugdo de indculo foi utilizada na propor¢do 10 % (v/v.) para

fermentacao.

3.2.5. Condig¢oes de fermentacao

Na primeira etapa da fermentagao foram utilizados frascos Erlenmeyer de 125
mL, contendo 50 mL do meio constante da Tabela 3.1. As condicoes de
fermentacao foram: agitagédo de 200 rpm, a 30°C por 48 horas.

Um segundo ensaio foi realizado com 40 g/L de D-xilose como fonte de
carbono e mantendo-se as demais condigoes da primeira etapa (Tabela 3.1).

A terceira etapa foi realizada com hidrolisado hemicelulésico do bagaco de
cana-de-aclcar suplementado com sais, conforme Tabela 3.1. As condigbes de
fermentacio foram as mesmas empregadas nas etapas anteriores, exceto para o

tempo de fermentacéo que foi de 72 h.
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Tabela 3.1: Meios de culturas empregados nas etapas (primeira,segunda e terceira) de
selecdo dos microrganismos.

F— 1% etapa 2° etapa 3% etapa
Concentragao (g/L)

Extrato de levedura 3,00 3,00 3,00
Peptona 3,00 3,00 3,00
KH,PO4 - - 2,00
(NH,PO4) - - 2,00
MgSO,.7H,0 - - 1,00
Xilose 20,00 40,00 34,04(1)
Glicose - 5,92(1)
Arabinose - 3,88(1)
pH 55+0,2 55X02 55+02

(1) hidrolisado hemicelulosico.

3.2.6. Determinacao dos acgucares, xilitol e etanol
As concentragdes dos agucares (xilose, glicose, arabinose, xilitol e etanol) foram

determinadas de acordo com o item 2.2.3.2, do Capitulo 2.

3.2.7. Determinagdo da massa celular (MCS)

O crescimento celular foi determinado gravimetricamente: 10 mL de amostras
foram coletadas, centrifugadas (2,23x104 g; 5°C; 20 min); lavadas duas vezes com
solucédo salina e centrifugadas novamente. A massa celular foi transferida para placas
de Petri (50 mm de @), taradas e secas em estufa a 105°C. A massa celular foi seca em

estufa a 55°C, resfriada em dessecador e pesada até peso constante.

3.2.8. Determinagao dos parametros fermentativos

O fator de conversdo de xilose em xilitol, e a produtividade de xilitol, foram

calculados de acordo com as formulas abaixo:
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3.2.8.1. Fator de conversao de xilose em xilitol
Y pis = Mp/Ms

3.2.8.2. Produtividade volumétrica de xilitol
Q pv=Mp/Atf

3.2.8.3. Eficiéncia de conversao
n= (Yps/0,917).100
De acordo com Barbosa et al., (1988) para cada 1,0 g de xilose consumida,

0,917 g de xilitol & formada (rendimento tedrico).

3.2.9. Analise estatistica

Os dados experimentais obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste

de Tukey através do programa Statistica para Windows versao 5.0 (1995).

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Primeira etapa de selecao

O processo de selegao foi conduzido em trés etapas. Na primeira, 0
critério adotado foi baseado na producao e rendimento de xilitol. Essa etapa foi
realizada com 50 linhagens (Tabela 3.2), das quais 8 eram identificadas e serviram
de referéncia as demais. Das 50 leveduras analisadas, com 48 horas de
fermentacao, 84 % delas apresentaram produgao de xilitol entre 0 e 5 g/L, enquanto
nas demais (16 %) a produgao situou-se entre 5 e 10 g/L, conforme se observa na
Figura 3.1.

Das 50 linhagens avaliadas, apenas 19 (38 %) foram capazes de
converter xilose em etanol, embora em pequena quantidade. Entretanto, observa-se
que duas leveduras (T-12 e Pichia stipitis CCT 2617) destacaram-se pela
capacidade de converter xilose para etanol. Essa caracteristica da levedura Pichia
stipitis também foi verificada por outros pesquisadores (Barbosa ef al., 1988; Van Zyl
et al., 1988; Roberto ef al.,1991).
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Por outro lado, verifica-se ainda (Tabela 3.2) que 4 linhagens isoladas
em nosso laboratério (LGY33, LGY34, LGY42 e LGY 45) destacaram-se pela
capacidade de acumularem xilitol em niveis superiores aquelas leveduras citadas na
literatura como produtoras de xilitol, a exemplo de Candida tropilacalis, Candida
guiliermondii e Candida parapsilosis (Gong et al.,1983; Barbosa et al, 1988;
Sirisansaneeyakul et al.,1995; Mayerhoff ef al, 1997). Os rendimentos de Candida
tropicalis IFO 0618, Candida guilliermondii |Z 1422, Candida parapsilosis 1Z 1710 e
Candida tropicalis 1Z 1824 foram inferiores aos das linhagens LGY 34, LGY 33, LGY
45 LGY42 e também aos citados na literatura (Pessoa Jr., 1991; Horitsu et al., 1992;
Mayerhoff et al., 1997).

16% Produgzo de xilitol (g/L)

64%

Figura 3.1: Distribuicido da porcentagem de linhagens durante 48 horas de
fermentacao por intervalo de producéo de xilitol (g/L).
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Tabela 3.2: Consumo de D-xilose e formagao de xilitol e etanol por vérias linhagens de
leveduras, com 48 h de fermentag&o em meio sintético (continua).

Xilose
Ms Xilitol Etanol
Leveduras (g/L) Mp1 Yptis Mp, Ypas
(g/L) (9/g) (g/L) (9/9)
LGY34 19,73 10,44 0,53 0,88 0,04
LGY33 19,54 10,12 0,53 1,65 0,08
LGY45 16,91 8,20 0,48 n.d. -
LGY42 17,88 8,11 0,45 2,42 0,13
C. tropicalis IFO 0618 20,00 7.31 0,37 1,90 0,09
C. guilliermondii |1Z 1422 16.51 6,77 0,41 n.d. -
LEYT 10,78 5,86 0,54 n.d. -
C. parapsilosis 1Z 1710 14,08 5,62 0,39 n.d. -
C. tropicalis 1Z 1824 18,51 4,72 0,25 1912 0,06
LGY37 15,85 4,37 0,28 1,37 0,09
LGY38 15,96 4,30 0,27 0,89 0,05
T-12 14,93 3,23 0,22 6,99 0,47
LGY39 16,19 2,56 0,16 2,25 0,14
LGY19 15,53 2,09 0,13 1,12 0,07
LGY43 12,03 1,47 0,12 2,79 0,23
LGY32 F.,53 1,21 0,16 n.d. -
E 05 2,89 AT 0,40 0,88 0,30
LGY31 iy 1,02 0,14 n.d. -
E 25 6,16 0,97 0,16 0,76 0,12
E 20 7,29 0,93 0,13 0,73 0,10
061 4,98 0,88 0,18 n.d. -
Pichia stipilis CCT 2617 19,78 0,84 0,04 5,88 0,30
P. tannophilus CCT 1891 16,34 0,81 0,05 2,06 0,13
LGY18 2,80 0,59 0,21 n.d. -
52115 1,97 0,54 0,27 n.d. -

n.d.: ndo detectado.
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Tabela 3.2: Consumo de D-xilose e formagéo de xilitol e etanol por varias linhagens de
leveduras, com 48 h de fermentagéo em meio sintético (continua).

Xilose .
Ms Xilitol Etanol
Leveduras (g/L) Mep4 Youss Me: Yp2is
(g/L) (g/9) (g/L) (9/g)
LGY34 19.73 10,44 0,53 0,88 0,04
LGY33 19,54 10,12 0,53 1.65 0,08
LGY45 16,91 8,20 0,48 ridd. -
LGY42 17,88 8,11 0,45 2,42 0,13
C. tropicalis IFO 0618 20,00 .31 0,37 1,90 0,09
C. guilliermondii 1Z 1422 16,51 6,77 0,41 n.d. E
LGY7 10,78 5,86 0,54 n.d. -
C. parapsilosis 1Z 1710 14,08 5,52 0,39 n.d. -
C. tropicalis |1Z 1824 18,51 4,72 0,25 1,12 0,06
LGY37 15,80 4,37 0,28 1,37 0,09
LGY38 15,96 4,30 0,27 0,89 0,05
T-12 14,93 3,23 0,22 6,99 0,47
LGY39 16,19 2,56 0,16 2,25 0,14
LGY19 15,53 2,09 0,13 1,12 0,07
LGY43 12,03 1,47 0,12 2,79 (.23
LGY32 7.93 1,21 0,16 n.d. -
E05 2,89 1,17 0,40 0,88 0,30
LGY31 LT 1,02 0,14 n.d. -
E25 6,16 0,97 0,16 0,76 012
E 20 7,29 0,93 0,13 73 0,10
061 4,98 0,88 0,18 n.d. -
Pichia stipilis CCT 2617 19,78 0,84 0,04 5,88 0,30
P. tannophilus CCT 1891 16,34 0,81 0,05 2,06 0,13
LGY 18 2,80 0,59 0,21 n.d. -
52115 1,97 0,54 0,27 n.d. -

n.d.: ndo detectado.
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3.3.2. Segunda etapa de selegdo

De acordo com a analise preliminar, optou-se pela realizacdo da segunda etapa
de selecdo envolvendo 10 linhagens (LGY 33, LGY 34, LGY 42 LGY45, Candida
tropilacalis IFO 0618, Candida guilliermondii 1Z 1422, Candida parapsilosis 1Z 1710,
Candida tropicalis 1Z 1824, Pachysolen tannophilus CCT 1891 e Pichia stipitis CCT
2617). Nessa etapa, objetivou-se principalmente verificar a capacidade fermentativa
dessas leveduras em concentragao maior do substrato (40 g/L) e medindo-se também a

produtividade das mesmas.

Verifica-se na Tabela 3.3 que pelo menos 8 linhagens apresentaram produc¢ao
de xilitol superior a 10 g/L, destacando-se Candida tropicalis IFO 0618 e LGY33, as
quais ndo diferiram estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey. Observa-se ainda
que duas leveduras (Pachysolen tannophilus CCT 1891 e Pichia stipitis CCT 2617)
apresentaram produc¢éo de xilitol bem inferior as demais, concluindo-se que as mesmas
possuem baixa capacidade de acumularem xilitol. As conversdes das 8 principais
leveduras (0,50-0,74 g/g) foram similares as citadas na literatura (Barbosa et al.,1988;
Pessoa Jr., 1991; Mayerhoff ef al.1997; Sirisansaneeyakul et al.,1995; Mayerhoff et
al.,1997). Observa-se ainda que as produtividades das leveduras Candida tropicalis IFO
0618, LGY 33 e LGY 34 (0,37 g/L.h) foram superior as demais (p=0,05) pelo teste de
Tukey. Esses resultados foram inferiores aos reportados por Horitsu et al (1992) e
Felipe et al. (1993), mas foram superiores aos relatados por Meyrial et al. (1991) e Lu et
al. (1995).
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Tabela 3.3: Produgéo, rendimento e produtividade de xilitol, em valores médios, obtidos

por 10 leveduras, durante 48 horas de fermentagé&o, em meio sintético.

Xilitol
Levedura Mp+ Ypus Qpy

(g/L) (9/9) (g/L.h)
Candida tropicalis IFO 0618 17,92 a 0562 ¢ 0,37 a
LGY 33 17,81 a 0,74 a 0,37 a
LGY 34 16,85 ab 0,73 ab 0,35 ab
LGY 42 14,82 b 0,64 b 0,31 b
LGY 45 14,32 b 0,63 b 0,30b
Candida tropicalis 1Z 1824 12,40 bc 0,50 c 0,26 bc
Candida parapsilosis 1Z 1710 11,79 ¢ 0,59 bc 0,24 c
Candida guilliermondii 1Z 1422 10,44 c 0,52 ¢ 0,22 ¢
Pachysolen tannophilus CCT 1891 3,81d 0,11d 0,08d
Pichia stipilis CCT 2617 1,18 e 0,03d 0,02 e

Médias na mesma coluna, seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, com 95% de confianca.

3.3.3. Terceira etapa de selecao

De acordo com os resultados obtidos na etapa anterior, 8 linhagens (LGY 34,
LGY 33, LGY 45 LGY42, Candida tropilacalis IFO 0618, Candida guilliermondii |Z 1422,
Candida parapsilosis |Z 1710 e Candida tropicalis 1Z 1824) foram selecionadas para
serem testadas quanto a capacidade fermentatativa em hidrolisado hemicelulésico do
bagaco de cana-de-agucar, que apresenta agentes inibidores de microrganismos, a
exemplo de acido acético, furfural e hidroximetil furfural (Magee & Kosaric, 1985; Ghosh
& Singh, 1993).

As leveduras Pachysolen tannophilus CCT 1891 e Pichia stipilis CCT 2617 foram
desconsideradas para a terceira fase de sele¢do, devido a baixa capacidade desses
microrganismos converterem xilose em xilitol.

Das 8 leveduras testadas na terceira etapa de selecdo (Tabela 3.4), duas

(Candida tropicalis 1Z 1824 e Candida tropicalis IFO 0618) consumiram 100 % da xilose
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em 72 h de fermentagéo. A levedura Candida parapsilosis 1Z 1710 consumiu 92 % da
Xilose no mesmo periodo analisado. Nota-se que Candida parapsilosis 1Z 1710
alcangou produgéo de xilitol de 22,85 g/L, que difere estatisticamente em nivel de 95 %

de confianga, das demais leveduras.

Verifica-se ainda (Tabela 3.4) que os melhores rendimentos: 0,72 e 0,71 g de
xilitol por g de xilose consumida foram alcangados por Candida parapsilosis 1Z 1710 e
Candida guilliermondii 1Z 1422, respectivamente. Mayerhoff et al. (1997) avaliaram a
produgao de xilitol em hidrolisado hemiceluldsico de palha de arroz de trinta leveduras e
observaram que as leveduras Candida parapsilosis 1Z 1710 e Candida guilliermondii 1Z
1422 alcangaram rendimentos, respectivamente de 0,72 e 0,54 de xilitol por grama de
xilose consumida. Os resultados relatados concordam com os encontrados no presente
estudo, no qual Candida parapsilosis 1Z 1710 diferiu estatisticamente (p<0,5) na
produgdo e produtividade, das demais leveduras avaliadas, incluindo Candida
guilliermondii 1Z 1422.

Tabela 3.4: Consumo de xilose, produgdo, rendimento e produtividade de xilitol, em
valores médios, obtidos por 8 leveduras, durante 72 horas de fermentagéo,
em meio contendo hidrolisado do bagaco de cana-de-agucar.

Xilose Xilitol
Levedura Ms Mp; Yoiis Qpv

(g/L) (g/L) (g/g) (g/L.h)
Candida parapsilosis 1Z 1710 31,35 ab 22,85a 0,72 a 0,31 a
Candida tropicalis 1Z 1824 34,04ab 19,13 b 0,56 bc 0,26 b
Candida guilliermondii 1Z 1422 26.37¢ 18,80 b 0,71 a 0,26 b
Candida tropicalis IFO 0618 34,04ab 14,74 ¢ 0,43 cd 0,20 c
LGY 42 28,56bc 14,66 ¢ 0,51 bed 0,20 c
LGY 45 21,88d 9,44d 0,43 cd 0,13d
LGY 34 13,38e 6,34 e 0,47 cd 0,08 d
LGY 33 14,28e 6,32 e 0,44 cd 0,08d

Médias na mesma coluna, seguidas de pelo menos uma mesma letra, nao diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, com 95% de confianca.

pH inicial do meio = 5,2
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Observa-se na Tabela 3.5 que etanol foi produzido por 100 % das leveduras
avaliadas. A maior produgdo (7,17 g/L) foi obtida pela levedura Candida tropicalis 12
1824, enquanto Candida parapsilosis 1Z 1710 alcangou a mais baixa produgéo (4,83
g/L), indicando que essa levedura utiliza xilose principalmente para produgéo de xilitol.
Barbosa et al. (1988) avaliando leveduras produtoras de xilitol, consideraram como
ponto negativo aquelas leveduras, a produgdo em quantidade elevada de etanol, em
prejuizo da produgéo de xilitol.

Embora o crescimento celular das leveduras testadas n&o diferiu
estatisticamente entre si (Tabela 3.5), a levedura Candida tropicalis IFO 0618
apresentou a maior produgdo de biomassa (7,02 g/L). Por outro lado, Candida
parapsilosis 1Z 1710 obteve apenas 4,71 g de biomassa por litro. Isso reforga ao ja
anteriormente afirmado, ou seja, essa levedura utilizou o substrato, principalmente para
a produgéo de xilitol, enquanto que as demais produziram mais outro metabolito (etanol)
e/ou massa celular.

Nota-se ainda na Tabela 3.5 que o pH das leveduras testadas situaram-se no
final da fermentacdo na faixa da neutralidade (6,52-7,72). Esse fato indica que os
microrganismos foram capazes de consumir acido acético presente no hidrolisado.

Rodrigues (1997) observou esse mesmo comportamento com Candida guilliermondii.

108



Tabela 3.5: Produgéo de etanol, biomassa e pH, em valores médios, obtidos por 8
leveduras, durante 72 horas de fermentacdo, em hidrolisado do bagaco de
cana-de-agucar.

- Etanol Biomassa pH

(g/L) (g/L) final
Candida tropicalis |1Z 1824 7,17 ab 4,68 a 6,82 abc
Candida tropicalis IFO 0618 6,87 ab 7,02 a 7.31 abc
LGY 42 6,19 abc 5,76 a 6,52 bc
LGY 45 5.51 bed 6,58 a 7,10 abc
Candida guilliermondii 1Z 1422 5,44 bcd 4,93 a 7.05 abc
LGY 34 4,98 cd 6,77 a 7,72 ab
LGY 33 4,93 cd 6,48 a 7,63 abc
Candida parapsilosis 1Z 1710 4,83 cd 4,71 a 6,90 abc

Médias na mesma coluna, seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, com 95% de confianga-

(1) pH inicial do meio = 5,2

Com a analise dos resultados das trés etapas de selegdo, notadamente da
terceira etapa, na qual utilizou-se hidrolisado hemicelulésico como substrato, verifica-se
que o microrganismo que apresentou maior capacidade de producgéo de xilitol, menor
produgéo de etanol e um dos menores crescimentos celular foi a Candida parapsilosis

IZ 1710. Esse microrganismo foi selecionado para os demais trabalhos experimentais.
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3.4. Conclusoes

Na primeira etapa de selecao, observou-se que duas leveduras (T-12 e Pichia
stipilis CCT 2617) mostraram boa capacidade de conversdo de xilose em etanol, o
que representa uma alternativa a mais do uso de hidrolisado hemicelulésico do
bagago de cana-de-agucar,

As leveduras (LGY 33, LGY34, LGY 42 e LGY 45) apresentaram bom
desempenho nas fases iniciais de selegcdo quando se utilizou meio sintético. Na
terceira fase de selecao, tendo hidrolisado hemiceluldsico como substrato, notou-se
que essas leveduras nao obtiveram resultados satisfatérios. Isso esta possivelmente
relacionado com a presenca de agentes inibidores no hidrolisado;

Na terceira etapa, notou-se que Candida fropicalis 1Z 1824 e Candida
tropicalis IFO 0618 foram mais efetivas para produgdo de etanol e biomassa,
respectivamente;

Nas duas primeiras etapas, a levedura Candida parapsilosis 1Z 1710
apresentou produgdo de xilitol considerada apenas mediana. Na terceira etapa,
entretanto, esse microrganismo obteve produgao (22,85 g/L) e produtividade (0,31
g/L.h) estatisticamente (p<0,05) diferentes das demais linhagens testadas. Seu
rendimento (0,72 g/g) foi igualado apenas pela levedura Candida guilliermondii 1Z
1422 (0,71 g/9);

Adicionalmente, Candida parapsilosis 1Z 1710 foi o microrganismo que
produziu a menor quantidade de etanol (4,83 g/L) e uma das menores producdes de
biomassa (4,71 g/L).
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3.6. Nomenclatura

Y o= fator de converséo de xilose em xilitol (g/g)
Y o2 fator de converséo de xilose em etanol (g/g)
Mp, = massa de xilitol produzida (g/L)

Mp, = massa de etanol produzida (g/L)

Ms = massa de xilose consumida (g/L)

Qpy = produtividade volumétrica de Xxilitol (g/L.h)
Atf = tempo total de fermentagéo

n =eficiéncia de conversao de xilose em xilitol = (Yp5/0,917).100
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RESUMO

Hidrolisado hemicelulésico obtido do bagaco de cana-de-acucar foi utilizado
para producéo de xilitol por Candida parapsilosis I1Z 1710. Inicialmente, analisou-
se suplemento nutricional do hidrolisado hemicelulésico, o pH do meio e as
melhores condigbes de aeragdo. Em seguida, um delineamento fatorial 22 foi
usado com trés repeticoes no ponto central e duas variaveis independentes:
temperatura (23 a 37°C) e concentracao inicial de xilose (21 a 63 g/L). O tempo
completo de fermentacdo foi de 88 horas, com amostras sendo retiradas em
intervalo regulares de fermentacao. Os resultados obtidos previamente indicaram
uma faixa 6tima de pH de 4,82 a 6,32 (p<0,05). As condicoes de aeragdo que
proporcionaram melhores resultados para xilitol foram a 200 rpm (Erlenmeyer nao
aletado) e 100 rpm (Erlenmeyer aletado). Mg?* influenciou positivamente na
conversdo de xilose para xilitol. Verificou-se que as variaveis independentes
tiveram efeito significativo na producao de xilitol em todos os tempos analisados
(52, 64, 76 e 88 h). A estimativa do efeito linear da xilose foi significativa (p<0,05)
em todos os tempos, enquanto que a temperatura apresentou éfeito quadratico
significativo (p<0,05) nas mesmas condigoes. De maneira geral, o efeito da
concentracao de xilose mostrou maior importédncia do que o da temperatura em
todos os tempos de fermentacao. Os parametros mais adequados para otimizacao
do processo de fermentagado e que proporcionaram maior rendimento (0,73 g/g);
produtividade (0,46 g/L.h) e producao de xilitol (36, 05 g/L) por Candida
parapsilosis 1Z 1710, correspondeu ao tratamento 8: 30°C e 63 g/L de xilose, com
52 e 88 h de fermentacgao, respectivamente. No tempo 88 h a analise de variancia
para o modelo de regressao ajustado apresentou R?=0,9727: regressao altamente
significativa (Fc=146,28; Ft=4,46) e erro de 0,3447. Tais parametros indicam que o

modelo é preditivo na regido estudada.

Palavras chave: hidrolisado hemicelulésico; fermentagao, Candida parapsilosis |Z
1710; xilose; temperatura; xilitol; metodologia de superficie de

resposta
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4.1. Introducao

No Brasil, a utilizagdo do bagago de cana-de-agicar como substrato para
bioconversdo apresenta grandes vantagens por tratar-se de um residuo agro-
industrial abundante, barato e, embora seja sazonal, encontra-se disponivel o ano
inteiro na indastria sucro-alcooleira. A composi¢cdo dos trés principais
componentes dessa biomassa € a seguinte: celulose, 40%; hemicelulose, 33% e
lignina, 22% (Purchase, 1995).

A fracdo hemicelul6sica do bagago pode ser seletivamente hidrolisada para
seus agucares, tendo xilose como principal componente. Essa pentose, por sua
vez, pode ser convertida para outros produtos, dentre eles o xilitol.

Xilitol € um adogante que apresenta inimeras propriedades fisico-quimicas
que o torna potencialmente aplicavel no processamento de alimentos, na industria
farmacéutica e na area de saude. Esse poliol é anticariogénico. De outra parte, o
mesmo pode ser usado por pessoas diabéticas, uma vez que seu metabolismo
independe de insulina (Emodi, 1978; Horitsu et al., 1992). Seu poder adogante &
equivalente ao da sacarose, apresenta ainda baixa viscosidade e dissolugao
endotérmica. Essa Ultima propriedade confere um verdadeiro efeito refrescante
nos alimentos, o que torna o xilitol especialmente aplicavel na industria de
confeitaria (Hyvonen, 1982; Lu, 1995).

Xilitol pode ser produzido por métodos quimicos ou biologicos. O processo
de hidrogenacédo biologica da xilose pode ser realizado por diversas leveduras
(Capitulo 3), dentre elas Candida parapsilosis. A capacidade dessa levedura em
converter xilose em xilitol foi reportada por outros pesquisadores (Furlan et al.,
1991: Nolleau et al., 1993; Furlan et al., 1994; Nolleau et al., 1995; Preziosi-Belloy,
1997; Mayerhoff et al., 1997). No Capitulo 3, desenvolveu-se um processo de
selecdo de leveduras produtoras de xilitol, resultando na escolha de Candida
parapsilosis 1Z 1710, entre 50 linhagens testadas.

O presente trabalho teve o objetivo de otimizar a produgéo de xilitol a partir
do hidrolisado hemicelulésico do bagago de cana-de-agucar, por Candida

parapsilosis 1Z 1710. Inicialmente, os parametros meio de crescimento, pH e
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aeragao foram avaliados. Na etapa final, o efeito de duas variaveis independentes
(temperatura e concentragéo inicial de xilose) foi testado através de planejamento

experimental por analise de superficie de resposta.

4.2. Material e Métodos

4.2. 1. Obtencéo do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de

cana-de-agucar

Utilizou-se os parametros previamente definidos no Capitulo 2 e de acordo
com Paiva et al. (1999): tempo de reagéo de 18 minutos, 126°C e 3,10 % (v/v) de

acido sulfurico.
4.2.2. Microrganismo

Utilizou-se neste trabalho a levedura Candida parapsilosis 1Z 1710,
pertencente ao Instituto Zimotécnico da ESALQ-USP (Piracicaba-SP) e

previamente selecionada, conforme Capitulo 3.
4.2.3. Manuteng¢ao do microrganismo em meio sélido

A cultura foi mantida a 4°C em tubo inclinado contendo o meio previamente
esterilizado a 121°C por 15 min YM agar (0,5 % de peptona bacteriolégica, 0,3 %
de extrato de levedura, 0,3 % de extrato de malte, 1,0 % de glicose e 2,0 % de
agar), fechados com tampdes de algodéao hidrofobo e gaze.

4.2.4. Esterilizacao dos materiais

Todas as solugbes e vidrarias usadas na manipulagdo do microrganismo,
foram previamente esterilizadas em autoclave a 121°C por 15 minutos. Para evitar

perdas por degradagdo, como reagoes tipo Maillard, as solugbes de aclcares e do
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hidrolisado hemicelulésico foram autoclavadas a 111°C (pressédo manomeétrica de

0,5 atm) durante 15 minutos.

4.2.5. Preparo do inéculo

A levedura foi transferida com auxilio de alga de platina para frascos
Erlenmeyer 125 mL contendo 50 mL de meio (0,3 % de peptona bacteriologica,
0,3 % de extrato de levedura, 1,5 % de glicose e 0,5 % de xilose). As condigbes de
cultivo foram: agitagédo de 200 rpm, a 30°C, por 24 horas, em agitadores rotatorios
com ambiente controlado, modelo G 25 (New Brunswick Scientific Co.). Essa
solugéo foi utilizada para inocular os meios de fermentagdo na proporgéo 1:10
(V/v).

4.2.6. Métodos de fermentacao

4.2.6.1. Estudo da influéncia dos nutrientes

O estudo da influéncia do meio teve o seguinte procedimento: 10 mL do
indculo foram adicionados em 100 mL do meio constante da Tabela 4.1, contidos
em erlenmeyers de 500 mL. A fermentagao foi conduzida a 29°C, 150 rpm por 50
horas em agitadores rotatérios com ambiente controlado, modelo G 25 (New

Brunswick Scientific Co.).
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Tabela 4.1. Meios de cultura utilizados para producdo de xilitol por Candida
parapsilosis IZ 1710.

= Meios de cultura (%)
Composicao

A B C
Extrato de levedura 0,3 0,3 0,9
Peptona bacterioldgica 0,3 0,3 0,9
(NH4)2HPO4 0,2 0,2 0,6
MgS04.7H,0 0,1 - 0,1
Xilose 4,0 4,0 4,0
Glicose 0,4 0,4 0,4
pH 5,80 5,80 5,80

4.2.6.2. Estudo da influéncia do pH

O estudo da influéncia do pH teve o seguinte procedimento: 10 mL do
in6culo foram adicionados em 100 mL do meio constante da Tabela 4.2, contidos
em erlenmeyers de 500 mL. A fermentacéao foi conduzida a 29°C, 150 rpm por 64
horas em agitadores rotatérios com ambiente controlado, modelo G 25 (New

Brunswick Scientific Co.)

Tabela 4.2. Meio de cultura utilizado para testar a influéncia do pH e aeragdo na
producéo de xilitol por Candida parapsilosis 1Z 1710.

Componente Concentragao (g/L)
Extrato de levedura 3,0
Peptona bacterioldgica 3.0
(NH4)2HPO4 2,0
MgS0O4.7H0 1,0
Xilose 40,0

Glicose 4.0
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4.2.6.3. Estudo da influéncia da aeragio e
SECAQ CIRCULANT®

O estudo da influéncia da aeragéo teve o seguinte procedimento: 10 mL do

indculo foram adicionados em 100 mL do meio constante da Tabela 4.2, contidos

em erlenmeyers de 500 mL. A fermentagdo foi conduzida a 29°C, por 48 horas,

em agitadores rotatorios com ambiente controlado, modelo G 25 (New Brunswick

Scientific Co.). Estabeleceu-se quatro condi¢cdes de aeragdo (A, B, C e D),

conforme consta na Tabela 4.9.

4.2.6.4. Estudo da influéncia da temperatura e da concentracao inicial da

xilose.

O estudo da influéncia da temperatura e da concentragéo inicial de xilose
teve o seguinte procedimento: 15 mL do indculo foram adicionados em 150 mL do
meio constante da Tabela 4.3, contidos em Erlenmeyers de 500 mL. A
fermentacdo foi conduzida em agitadores rotatérios com ambiente controlado,
modelos G 25, G 27 e Innova 4335 (New Brunswick Scientific Co.), a 200 rpm. As

condi¢cdes de temperatura e concentragéo inicial de xilose constam na Tabela 5.4.

Tabela 4.3. Meio de cultura empregado na fermentagéo da levedura Candida
parapsilosis 1Z 1710 no delineamento experimental 2°.

Componente Concentragao (g/L)
Extrato de levedura 3,0
Peptona bacteriologica 3,0
(NH4)2HPO4 2,0
MgS0,4.7H,0 1,0
Hidrolisado hemicelulésico:
Xilose *
Glicose 5,92
Arabinose 3,88
pH 5,60+0,2

* De acordo com o planejamento experimental o hidrolisado foi diluido ou concentrado
com xilose anidra (Tabela 4.4).
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4.2.7.1. Determinacao de umidade do bagago

Foi determinada em estufa marca FANEM, modelo 515, a 105°C, até peso
constante, seguindo método 44 -15 A da AACC (1995).

4.2.7.2. Determinagao dos aglcares, xilitol e etanol

As concentragdes dos agucares (xilose, glicose, arabinose), xilitol e etanal,

foram determinadas de acordo com item 2.2.3.2, do Capitulo 2.

4.2.7.3. Determinagédo do acido acético

Antes das analises, as amostras foram filtradas em membranas de acetato
de celulose (0,45 um x 25 mm, marca Sigma) e a fase movel foi filtrada a vacuo
em membrana éster de celulose (0,45 pm x 47 mm, marca Millipore). A
concentragéo de acido acético foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia-CLAE (cromatografo Shimadzu Co., modelo LC-10 AD), equipado com
detector de arranjo diodos SPD-10A (comprimento de onda de 200 nm). O &cido
foi separado em coluna SCR-101H Shimadzu (300,0X7,9 mm) com a temperatura
do forno a 50°C e usando acido perclérico, com pH ajustado para 1,9, como fase
movel (fluxo de 0,8 mL/min). O padrdo do &cido acético (99,7 %) foi da marca
Synth.

4.2.7.4. Determinacgao de furfural e hidroximetilfurfural

Antes das analises, as amostras foram filtradas em membranas de acetato
de celulose (0,45 um x 25 mm, marca Sigma) e a fase movel foi filtrada a vacuo

em membrana éster de celulose (0,45umx47mm, marca Millipore). As
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concentragbes de furfural (2-furaldeido) e 5-(hidroximetil) furfural foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia-CLAE (cromatografo
Shimadzu Co., modelo LC-10 AD), equipado com detector de arranjo diodos SPD-
10A (comprimento de onda de 276 nm para 5-(hidroximetil) furfural e 260 nm para
furfural (2-furaldeido). Os componentes foram separados em coluna CLC-ODS (M)
Shimadzu (250,0X4,6 mm), com a temperatura do forno a 30°C e usando
acetonitrila/agua (1:8) com 1,0 % de acido acético, como fase moével (fluxo de 0,6
mL/min). Os padrées de furfural (2-furaldeido) e 5-(hidroximetil) furfural (99,0 %)

foram da marca Aldrich.
4.2.7.5. Determinagao da matéria mineral

Foi calculada apds calcinagdo da amostra em mufla a 550°C até peso
constante, segundo as recomendagées do método 08-01, da AACC (1995).

4.2.7.6. Determinacgao da celulose, hemicelulose e lignina.

Foram determinadas de acordo com as metodologias de Van Soest et al.
(1991):
Celulose: calculada por diferenca entre os valores obtidos para fibra em
detergente acido (FDA) e lignina.
Lignina: foi separada da celulose por meio de &cido sulfdrico 72 %. O acido
digeriu a FDA, tendo como residuos a lignina e cinzas insolaveis. Por diferenga de
peso, antes e apos calcinagdo em mufla, calculou-se o teor de lignina.
Hemicelulose: foi calculada por diferenga entre os valores obtidos por fibra em
detergente neutro (FDN) e FDA.

4.2.7.7. Determinagao da massa celular (MCS)

O crescimento celular foi determinado gravimetricamente: 10 mL de

amostras foram coletadas, centrifugadas (2,23x10° g; 5°C; 20 min); lavadas duas
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vezes com solugdo salina e centrifugadas novamente. A massa celular foi
transferida para placas de Petri (50 mm de @), taradas e secas em estufa a 105°C.
A massa celular foi seca em estufa a 55°C, resfriadas em dessecador e pesadas
até peso constante.

4.2.7.8. Determinacgao dos parametros fermentativos

O fator de conversao de xilose em xilitol, produtividade e eficiéncia de

conversao foram calculados de acordo com o item 3.2.8, do Capitulo 3.
4.2.8. Delineamento experimental

Para estudar os efeitos da temperatura e concentragdo de xilose na
produgdo, rendimento e produtividade de xilitol, utilizou-se um delineamento
fatorial 2% com trés repeticdes no ponto central (Box, 1978; Barros Neto et al.,
1996). As variaveis foram estabelecidas com trés niveis codificados como -1, 0,
+1. Os valores reais correspondentes a esses niveis aparecerﬁ na Tabela 4.4 e
foram calculados de acordo com a seguinte equacéao:

_X-2)

i AX

1

Onde:
Xx;= valor codificado da variavel Xi;

X;= valor real da variavel;
Y= valor real da variavel no ponto central;
A Xi= médulo de diferenga entre dois valores consecutivos.
Esse delineamento apresentou ainda dois niveis de variaveis axiais codificados
como -o e +a. O valor de a é fungdo do numero de variaveis independentes (k= 2,
no caso deste trabalho), sendo definido pela seguinte equacgao:

o= (2“)1”4 - (22)114 =1, 414
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As faixas de variagédo entre o limite inferior e o superior de cada variavel
foram estabelecidas a partir de testes preliminares.

O delineamento estatistico requer um namero minimo de tratamento. Neste
experimento, foram usados 11 tratamentos, sendo quatro fatoriais (combinagdes
dos niveis —1 e +1), quatro axiais (uma variavel no nivel + o e outra no nivel 0),
trés centrais (as duas variaveis no nivel 0). Os pontos centrais servem para
estimar o erro experimental e determinar a precisdo da equacdo polinominal
(Cochran & Cox, 1964).

Na Tabela 4.4, apresentam-se os valores codificados e reais do
delineamento experimental central rotacional composto para duas variaveis
independentes e cinco niveis de variagdo. As respostas (Y) ou variaveis
dependentes estudadas foram: produgao, rendimento e produtividade de xilitol em

diferentes tempos de fermentacéo.

Tabela 4.4: Variaveis independentes com diferentes niveis a serem estudadas
durante a fermentagdo do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de
cana-de-agucar por Candida parapsilosis 1Z 1710.

g : Niveis
Variaveis  Simbolo o=-1414 -1 0 +1 a=+1,414
-
em;?oeratura A 23 25 30 35 37
(°C)
Xilose
B 21 27 42 57 63
(g/L)

4.2.9. Analise estatistica

Os dados experimentais obtidos em fungéo das variaveis em estudo foram

analisados pelo programa Statistica para Windows versédo 5.0 (1995).
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4.3. Resultados e Discussio

4.3.1. Composicédo quimica do bagago de cana-de-agticar

A Tabela 4.5 mostra a composigdo do bagago de cana-de-aglcar bruto e
hidrolisado com acido sulfarico diluido. Do total do bagaco hidrolisado, 39,11% foi
solubilizado. Esse resultado é concordante com o observado por Silva (1995).
Este autor utilizou a técnica de explosdo a vapor na hidrolise do bagago,
combinando tempo e temperatura. A maior quantidade do bagaco solubilizado
(40%) foi obtida com 210°C por 30 min. Tais condi¢des foram bem mais drasticas
das empregadas neste trabalho.

Nota-se ainda na Tabela 4.5 que as condigbes de hidrélise seletiva foram
adequadas para recuperagéo da fragcdo hemiceluldsica, que representou 93,12%
em relagdo ao conteudo da hemicelulose no bagaco bruto. Esse resultado foi
superior ao reportado por Parajo et al. (1998), que obtiveram apenas 87,15% da
fragdo hemicelulésica com hidrélise de madeira dura. Porém, Lacorte et al. (1986)
utilizando o processo de auto-hidrélise em bagago de cana, obtiveram 100 % de
hidrolise dessa poliose. Tal resultado deve-se, provavelmente, as condicées
drasticas de temperatura e presséo utilizadas no método de auto-hidrélise. Além
disso, o bagaco hidrolisado destinava-se a ragdo animal, que exige uma hidrolise
completa.

O valor da hemicelulose no bagago bruto (27,75%) foi superior aos
relatados por Lacorte ef al. (1986), McDougall et al. (1993), Silva (1995) e Parajo
et al. (1998). Entretanto, foi bem abaixo daqueles assinalados por Purchase
(1995) e Rolz et. al. (1987), que relataram valores de 33,0 % e 38,0 %,
respectivamente.

Conforme a Tabela 4.5, as fragbes de celulose e lignina apresentaram
valores superiores no bagago hidrolisado, o que ja era esperado, considerando
que no processo de hidrélise utilizado objetivava-se atingir o menos possivel
esses componentes do bagago. Isso foi comparavel aos resultados relatados por

Parajo et al. (1998). Os autores verificaram que a celulose aumentou de 43,2 %
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para 59,7 %, enquanto a lignina passou de 25,8 % para 30,6 %, apo6s hidrolise

acida de madeira dura (Eucalyptus globulus).

Tabela 4.5. Composicdo quimica do bagaco de cana-de-agtcar bruto e hidrolisado

Bagago'"
Componentes
Bruto Hidrolisado
Umidade 5,25 2,75
Celulose 53,83 68,45
Hemicelulose 2078 1,91
Lignina 14,16 26,44
Matéria mineral 0,74 0,56
Bagaco solubilizado - 39,11
Bagaco nao solubilizado - 60,89

" resultados expressos em % da matéria seca.

A concentracgéo de lignina no bagago bruto foi comparavel ao reportado por
Lacorte et al. (1986), que obtiveram 14,89 %. Por outro lado, McDougall et al.
(1993), Saska & Ozer (1995), Purchase (1995) relataram valores superiores aos
obtidos nesta pesquisa (20,00; 22,6 e 22,0 %), respectivamente.

O teor de celulose no bagaco bruto (53,83 %) supera aos relatados por
outros pesquisadores. Os resultados de 44,69 %, 43,3 %, 48,00 % e 40,0 % foram
obtidos, respectivamente, por Lacérte et al. (1986), Rolz et. al (1987), McDougall
et al. (1993) e Purchase (1995).

O contetdo da matéria mineral (Tabela 4.5) situou-se abaixo daqueles
reportados por Lacorte et al. (1986), Rolz et al. (1987) e Silva (1995), os quais
quantificaram 2,73 %; 2,40 % e 1,50 %, respectivamente.

De modo geral, os resultados obtidos foram as vezes discordantes
daqueles reportados por outros pesquisadores quanto a composi¢do quimica do
bagaco. As possiveis fontes de variagdes sdo: o método de analise escolhido e

principalmente a origem e as condigées culturais da cana-de-agucar.
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4.3.2. Composigéo quimica do hidrolisado hemicelulésico do

bagaco de cana-de-aglicar

As composigbes dos hidrolisados hemiceluldsicos do bagago de cana bruto
(PH 1,13) e apds ajuste do pH para 5,60, encontram-se na Tabela 4.6. e os
valores foram bem préximos entre si. Vé-se que sob as condigées de hidrolise
empregada foram obtidos trés monossacarideos, sendo a xilose o maior
componente quando relacionada com glicose e arabinose. Esses dados conferem
com outros pesquisadores (Saska & Ozer, 1995; Felipe et al., 1996; Rodrigues et
al., 1998), os quais constataram essa mesma predominancia da xilose em
hidrolisado hemicelulésico do bagago de cana-de-agucar.

A concentracédo de glicose foi superior aos resultados relatados em outras
pesquisas (Parajo et al., 1998; Rodrigues et al., 1998). Todavia, resultados bem
acima foram registrados por Felipe et al., (1993); Van Zyl et al. (1988) e Saska &
Ozer, (1995). Os valores daqueles autores foram 7,0; 7,2 e 9,2 g/,
respectivamente. Pessoa Jr. (1991) obteve resultado (5,1 g/L) concordante com o
aqui registrado.

A concentragdo de arabinose no hidrolisado bruto (3,499 g/L) ficou bem
acima daqueles obtidos por Rodrigues et al., 1998 (1,7 g/L) e Saska & Ozer, 1995
(1,9 g/L). Van Zyl et al. (1988) encontraram concentragdes diferentes para
arabinose quando o bagago de cana foi hidrolisado com acido sulftrico (5,0 g/L) e
acido fosférico (4,7 g/L). Esses valores situaram-se um pouco acima do obtido
neste trabalho.

A concentragdo de xilose no hidrolisado bruto (35,024 g/L), conforme
Tabela 4.6, ultrapassou aos obtidos por Pessoa Jr.(1991) e Rodrigues et al.
(1998) (18,5 g/L); Felipe et al.(1993) (17,0 g/L) e Parajo et al.,1998 (18,1 g/L). Van
Zyl et al. (1988) encontraram resultados conflitantes quando o bagaco de cana foi
hidrolisado com acidos diferentes. Com acido sulfurico, o resultado foi 46,0 g de
xilose por litro e com acido fosférico, 36,8 g/L. Esses resultados foram superiores

aos obtidos no presente trabalho.
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Saska & Ozer (1995) também estudando diferentes processos de hidrolise
perceberam resultados discordantes. Num processo de hidrolise aquoso, aqueles
pesquisadores obtiveram 43,4 g/L de xilose, enquanto que no processo de
hidrélise acida a concentragédo dessa pentose foi de 35,9 g/L. O primeiro resultado
situou-se acima do obtido neste trabalho, mas o segundo foi concordante.

Os resultados para acido acético no hidrolisado bruto (8,56 g/L), conforme
consta na Tabela 4.6, situaram-se acima dos obtidos por Pessoa Jr., 1991 (3,7
g/L); Rodrigues et al., 1998 (6,5 g/L); Felipe et al., 1993 (1,3 g/L) e Parajo et
al.,1998 (2,2 g/L). No entanto, Van Zyl et al.,, (1988) registraram resultados
diferentes quando o bagacgo de cana foi hidrolisado com acido sulfarico (10,0 g/L)
e com acido fosforico (8,8 g/L). Tais resultados situaram-se bem proximos aos
obtidos na presente pesquisa.

Verifica-se que o hidrolisado bruto apresentou 0,643 g/L de furfural (Tabela
4.6). Tal resultado foi abaixo do obtido por Felipe ef al., 1993 (1,8 g/L) e Pessoa
Jr., 1991 (2,0 g/L). O valor obtido por Rodrigues et al., (1998) foi, no entanto, bem
menor (0,034 g/L). Todavia, outros pesquisadores reportaram valores
concordantes com os aqui registrados, tais como Van Zyl et al., 1988 (0,6 g/L) e
Paraj6 et al.,1998 (0,71g/L).

Como ja era esperado, o produto da degradagédo das hexoses, ou seja,
hidroximetilfurfural, apresentou valores (0,016 g/L) bem abaixo daquele verificado
para furfural (Tabela 4.6). Quando comparado com os da literatura, verifica-se que
esse resultado foi superior ao relatado por Rodrigues et al., 1998 (0,009 g/L),
contudo, foi inferior aos registrados por Van Zyl et al. 1988 (0,04 g/L); Felipe et al.,
1993 (0,06g/L) e Pessoa Jr., 1991 (0,08 g/L).

As variagbes observadas na composi¢do quimica do hidrolisado
hemicelulésico do bagaco de cana-de-agucar do presente trabalho e os reportados
por outros pesquisadores colocam em evidéncia que diversas fontes podem
contribuir para resultados diferentes, tais como: a origem do bagago, a natureza

do tratamento empregado e o método de analise usado.
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Tabela 4.6. Composicdo do hidrolisado hemiceluldsico do bagaco de cana bruto e
neutralizado.

Hidrolisado'”

Componentes
Bruto Neutralizado

Glicose 5,695 5,694
Xilose 35,024 35,732
Arabinose 3,499 3,567
Acido acético 8,560 9,020
Furfural 0,643 0,654
Hidroximetilfurfural 0,016 0,017
pH 1,13 5,60

"-resultados expressos em g/L

4.3.3. Processos fermentativos

4.3.3.1. Estudo da influéncia do meio

Pelo teste de medias de Tukey, verifica-se que os meios A, B e C (Tabela
4.7) testados para a produgéo de xilitol pela levedura Candida parapsilosis |1Z 1710
nao revelaram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) em funcdo das
respostas de produgéo, rendimento e produtividade de xilitol. No entanto, observa-
se que o meio B obteve a menor produgéo de xilitol (16,58 g/L), indicando que a
auséncia do Mg?* influenciou negativamente a conversdo de xilose para xilitol. Tal
observagdo € concordante com Mahler & Gueber (1994), quando registraram
concentragdo de 1,0 mM de Mg®* causando o desvio do metabolismo de etanol
para xilitol por Pichia stipitis, devido a acumulacao de NADH intracelular.

Analisando-se os meios A e C, nota-se que ambos possuem
qualitativamente nutrientes iguais, embora em concentragdes diferentes (Tabela
4.1). Por outro lado, os mesmos apresentaram producdo e produtividade bem
proximas, mas o meio A permitiu obter melhor rendimento (0,76 g/g), apesar da
concentracgéo da fonte de nitrogénio ser apenas 33,33 % daquela empregada n o
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meio C. Isto levou-nos a optar pelo meio A para dar continuidade ao estudo dos
demais parametros.

Tabela 4.7. Consumo de xilose, produgdo, rendimento e produtividade de xilitol
por Candida parapsilosis 1Z 1710 durante 50 horas de fermentagao
nos meios de cultura A, B e C.

Xilose Xilitol
Meios de cultura Ms Mo Yor O
(g/L) (g/L) (9/9) (g/L.h)
A 27,06 b 20,73 a 0,76 a 0,41 a
B 27,19 b 16,58 a 0,61 a 0,33 a
C 30,64 a 21,45 a 0,70 a 0,42 a

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na mesma coluna, nao diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, com 95% de confianca.

(1)-Meios de cultura preparados conforme Tabela 4.1

4.3.3.2. Estudo da influéncia do pH inicial do meio de cultura

Pelo teste de médias de Tukey, verifica-se que os valores de pH (6,32;
4,82; 3,92) testados para a producéo de xilitol pela levedura Candida parapsilosis
IZ 1710 ndo revelaram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em
funcdo das respostas de produgéo e rendimento de xilitol. Quanto a produtividade,
observa-se que o pH 3,92 foi estatisticamente igual ao pH 4,82, mas diferiu do pH
6,32. Pelos dados obtidos (Tabela 4.8) permite-se concluir que nas condigées
estudadas, Candida parapsilosis 1Z 1710 prefere um pH situado entre os valores
de 4,82 e 6,32, o que corresponde ao pH de 5,60. Tal conclusdo € um pouco
discordante do relatado na literatura para esse mesmo microrganismo. Nolleau et
al. (1993, 1995) avaliaram a redugéo de xilose para xilitol por Candida parapsilosis
em diferentes condigdes de concentragdo inicial de xilose, pH e taxa de
transferéncia de oxigénio (OTR). O melhor pH para produgdo de xilitol foi 4,75.
Contudo, as condigbes ambientais foram bastante diferentes das empregadas

nesta pesquisa. Outros microrganismos também apresentaram exigéncias
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bastante diferentes em relagdo ao pH para produgéo de xilitol. A quantidade
maxima de Xxilitol foi obtida a pH inicial de 6,0-7,0 por Petromyces albertensis
(Dahiya, 1991), a pH 6,0 por Candida guillermondii (Meyrial, et al., 1991) e a pH
4,0 por Candida tropicalis (Horitsu et al.,1992).

Tabela 4.8. Consumo de xilose, produgéo, rendimento e produtividade de xilitol
obtidas por Candida parapsilosis |1Z 1710 durante 64 horas de
fermentagdo, em valores diferentes de pH inicial.

Xilose Xilitol
pH inicial ”:s W Yos apv
) (/L) (g/g) (g/L.h)
6,32 32,27 a 2445 a 0,75 a 0,38 a
4,82 31,84 ab 23,67 a 0,74 a 0,37 ab
3,92 30,05b 21,71 a 0,72 a 0,34 Db

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, com 95% de confianga.

4.3.3.3. Estudo da influéncia da aeragao

Para testar a influéncia da aeracdo na produgdo de xilitol, foram
estabelecidas quatro condi¢cées: A (velocidade do “shaker” a 100 rpm, com
Erlenmeyer de 500 mL ndo aletado), B (velocidade do “shaker” a 100 rpm, com
Erlenmeyer de 500 mL aletado), C (velocidade do “shaker” a 200 rpm, com
Erlenmeyer de 500 mL nédo aletado) e D (velocidade do “shaker” a 200 rpm, com
Erlenmeyer de 500 mL aletado), conforme Tabela 4.9.

Pelo teste de médias de Tukey, nota-se (Tabela 4.9) que as condigbes A,
B, C e D testadas para a producéo de xilitol pela levedura Candida parapsilosis |Z
1710 revelaram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em fungdo das
respostas de produgdo, rendimento e produtividade de xilitol. Em condiges
restritas de aeragdo (A), o microrganismo mostrou o mais baixo consumo de
xilose, mas apresentou rendimento superior, sendo estatisticamente diferente das

demais condi¢ées testadas (p<0,05). Na condicéo D, onde a taxa de aeracgéo era
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mais alta, a levedura mostrou boa capacidade de consumo de xilose. Em
contraste, obteve a mais baixa produgéo, rendimento e produtividade de xilitol. Isto
confirma que em condicbes otimas de aeragdo, o microrganismo desvia seu
metabolismo principalmente para o crescimento celular.

As condicdes B e C revelaram uma situagao intermediaria quanto a taxa de
aeracdo. Nessas condigdes, o consumo de xilose, produgdo, rendimento e
produtividade de xilitol ndo diferiram estatisticamente entre si (p<0,05) e foram
superiores as demais condigdes, exceto para rendimento de xilitol.

Ha um concenso entre os pesquisadores que a disponibilidade de oxigénio
para as leveduras é fundamental na fermentacdo de xilose e que em condigdes
limitadas desse elemento, a acumulagdo de xilitol & favorecida. A questéao,
entretanto, € estabelecer essa limitagdo para cada microrganismo. Nesse ponto os
dados s&o bastante discordantes. Furlan et al. (1994) pesquisaram a influéncia do
oxigénio na produgédo de xilitol e etanol por Candida parapsilosis. Quando a
producdo de xilitol ocorreu em condigdes moderadas de oxigénio (250 rpm; 0,3
vvm); o crescimento celular foi prejudicado e acumulagdo de xilitol foi favorecida.
Entretanto, Parajo et al. (1996) obtiveram maxima concentracdo de xilitol em
condigbes restritas de oxigénio (100 rpm) com a levedura Debaryomyces hanseni.
Neste trabalho optou-se pela condigdo C para dar continuidade aos demais

experimentos.
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Tabela 4.9. Consumo de xilose, produgéo, rendimento e produtividade de xilitol
obtidas por Candida parapsilosis 1Z 1710 durante 48 horas de
fermentacéao, em diferentes condicées de aeracao.

Xilose Xilitol
Aeracao Ms Mp Yoo Qov
(/L) (g/L) (g/g) (g/L.h)
(A)100 rpm (n&o aletado) 26,16 a 19.37 a 0,74 a 0,40 a
(B)100 rpm (aletado) 34,91 bc 22,93 b 0,65b 0,48 b
(C)200 rpm (ndo aletado) 35,39 b 23,84 b 0,67 b 0,49 b
(D)200 rpm (aletado) 32,89 ¢ 10:562¢ 0,32 ¢ 0,22 ¢

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, com 95% de confianga.

4.3.3.4. Estudo da influéncia da temperatura e da concentragéo inicial de

xilose.

4.3.3.4.1. Analise em diferentes tempos de fermentacao

A fim de observar-se a influéncia das variaveis temperatura e concentragao
inicial de xilose sobre a produgdo, rendimento e produtividade de xilitol por
Candida parapsilosis |1Z 1710, estabeleceu-se um planejamento fatorial 22, tendo-
se fixado outras variaveis previamente testadas. Assim, o meio de fermentaco foi
o hidrolisado hemicelul6sico do bagago suplementado com sais e fonte de N, pH
inicial de 5,60 e 200 rpm de agitacio.

Os resultados das fermentagdes (consumo de xilose, glicose e arabinose:
producao de xilitol, etanol e crescimento da massa celular e variagéo de pH) estdo
plotados nas Figuras 4.1 a 4.9.

Nos tratamentos 1 e 2 (Figuras 4.1 e 4. 2), quando a temperatura foi fixada
em 25°C, a concentragéo de xilose influenciou significativamente a producédo de
xilitol. Considerando-se o tempo de 28 h de fermentagdo, onde a concentracao de
xilose ainda era alta, em ambos os tratamentos, a producdo de xilitol foi

praticamente a mesma. Porém, no tempo de 52 h de fermentacdo, onde a
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concentragédo de xilose no tratamento 1 era de apenas 3,07 g/L e 22,40 g/L no
tratamento 2, a producdo de xilitol nesses tratamentos foram bem divergentes,
13,97 e 19,70 g/L, respectivamente. De outra parte, notou-se que a MCS néo foi
prejudicada pela menor concentracédo de xilose no tratamento 1, o qual apresentou
producdo de MCS acima do tratamento 2.

Quando se variou a concentragdo de xilose com uma temperatura mais
elevada (35°C), nos tratamentos 3 e 4 (Figuras 4.3 e 4.4) observou-se que a
producdo de xilitol foi superior aos valores obtidos na temperatura de 25°C
(tratamentos 1 e 2). Isso indica que em temperaturas mais elevadas, a levedura
Candida parapsilosis 1Z 1710 direciona seu metabolismo principalmente para
producéo de xilitol. Esse fato &€ confirmado por Preez ef al (1986). Esses autores
observaram que a producao de xilitol foi incrementada somente quando a levedura
Pichia stipitis foi cultivada a temperatura de 36°C.

Nas Figuras 4.5 e 4.6, visualiza-se que os tratamentos 5 e 6 (concentragao
inicial de xilose fixa e temperaturas de 23°C e 37°C, respectivamente),
apresentaram valores de concentracdo de xilitol diferentes. As condigbes no
tratamento 5 (23°C) foram altamente favoraveis aos metabolismo da xilose e
crescimento celular e, conseqiientemente, maior producdo de xilitol. As condi¢des
do tratamento 6 (37°C) mostraram-se altamente prejudiciais ao microrganismo,
que apresentou baixa fermentacgéo da xilose e baixo crescimento celular, o qual foi
0 menor entre os aqui testados. A produgdo de xilitol também foi afetada. Esse
fato demonstra que a partir da temperatura de 37°C, a levedura Candida
parapsilosis 1Z 1710 tem seu metabolismo afetado.

As Figuras 4.7 e 4.8 representam os tratamentos 7 e 8 (temperatura de
30°C e concentragdo de xilose nos pontos —o (21 g/L) e +a (63 g/L),
respectivamente. No tratamento 7, a acumulagao de xilitol ocorreu até 64 h de
fermentagdo e a partir dai, ocorreu pequeno decréscimo, o qual pode esta
associado a sua parcial reassimilagdo ou mesmo devido & sensibildade do metodo
de determinacao. No tratamento 8, a alta concentragéo de xilose parece ter inibido
o crescimento celular nas primeiras horas de fermentagdo, enquanto que a

producéo de xilitol foi crescente e maxima em todos os tempos analisados.
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No ponto central (Figura 4.9), onde a temperatura de 30°C é considerada
otima para a maioria das leveduras, a concentragéo de xilose n&o foi adequada e
no final da fermentagéo observou-se discreto declinio da concentragéo de xilitol,
conforme ja comentado no tratamento 7.

Nolleau et al. (1993, 1995) avaliaram a redugéo de xilose para xilitol por
Candida guilliermondii e Candida parapsilosis em meios diferentes de
concentragGes de xilose inicial, pH e taxa de trasnsferéncia de oxigénio (OTR).
Estes pesquisadores observaram que essas leveduras apresentam exigéncias das
condigbes ambientais bem diferentes. As condigbes 6timas para produgdo de
xilitol por Candida parapsilosis e Candida guilliermondii foram: concentragéo inicial
de xilose de 100 e 300 g/L, OTR de 0,4 e 2,2 mmoles/L.h e pH de 4,75 e 6,0,
respectivamente.

De acordo ainda com Nolleau et al. (1993; 1995) a diferenca de
comportamento das leveduras Candida guilliermondii e Candida parapsilosis deve
ser explicado pelo metabolismo inicial da xilose: a atividade da enzima xilose
redutase usando o cofator NADPH é maior que quando essa enzima utiliza o
cofator NADH. As leveduras Candida parapsilosis e Candida guilliermondii
apresentaram baixos niveis de atividade de xilose redutase dependente de NADH,
de acordo com Nolleau et al. (1993). Essas atividades mostraram ser dependentes
do grau de aerobiose e da concentragéo inicial de xilose e foram correlacionadas
com acumulagéo de xilitol.

Nota-se através das Figuras 4.1 a 4.9 que em todos os tratamentos
analisados, o pH do meio aumentou ligeiramente para proximo de 7,0. Tal fato
deveu-se possivelmente ao consumo do &cido acético presente no hidrolisado
hemiceluldsico pela levedura. Esse mesmo comportamento também foi observado
em fermentagbes conduzidas com Pichia stiptis (Van Zyl et al.,1988) e por
Candida guilliermondii (Felipe et al., 1996; Rodrigues, 1997). Acido acético, em
geral, € inibidor para leveduras, embora muitas leveduras e bactérias sejam
habeis para utilizarem esse acido para crescimento e manutencgéo (Van Zyl, 1991).
Felipe et al. (1995) avaliaram o efeito do acido acético em fermentagdo de

hidrolisado semissintético e concluiram que em baixas concentragées houve
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favorecimento da produtividade e rendimento de xilitol por Candida guilliermondii .
Nos ensaios com concentragGes acima de 3,0 g/L de &cido acético, esses autores
notaram que a concentragéo do acido baixou e foi acompanhada por um aumento
de pH.

De maneira geral, a levedura Candida parapsilosis 1Z 1710 utilizou os
acucares presentes no hidrolisado, para crescimento celular, producéo de xilitol e
etanol. A assimilacédo de glicose foi rapida com exaustéo dentro de 16 h em todos
os tratamentos. Em contraste, a assimilagdo de arabinose foi lenta e
aparentemente foi reprimida pela glicose e xilose, vez que essa pentose sO
passou a ser assimilada apdés a exaustdo da hexose e decréscimo da
concentragdo de xilose. Apenas nos tratamentos 1 e 7, onde as concentragdes
iniciais de xilose foram baixas, € que houve o completo consumo de arabinose
(Figura 4.1 e 4.7). Isso também foi constatado por outras pesquisas utilizando
diferentes microorganismos.

Meyer et al. (1992) trabalhando com hidrolisado simulado do bagaco de
cana e usando a levedura Candida blankii, verificaram o consumo de toda glicose
(15,0 g/L) com apenas 5 h de fermentagdo. Por outro lado, Felipe et al. (1997)
utilizando hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana como substrato,
observaram que toda glicose (18 g/L) foi esgotada em 16 h de fermentacao por
Candida guilliermondii. Outros autores (Roberto et al., 1995a; Felipe et al, 1996;
Rodrigues, 1997) também comprovaram essa utilizagéo preferencial da glicose.
Silva et al. (1996) testaram a habilidade de Candida guilliermondii produzir xilitol
na auséncia de glicose. Os autores observaram uma eficiéncia de converséo de
45 % em meio contendo os monossacarideos glicose e xilose e um incremento de
66 % quando glicose foi omitida. Ainda, de acordo com esses autores, a presenca
de glicose no meio de fermentacdo reduz a eficiéncia de conversdo de xilose em
xilitol devido possivelmente, a parcial repressé@o da enzima Xilose redutase.

Tavares et al. (2000), obtiveram incremento de produtividade e rendimento
de xilitol da ordem de 30 %, quando o meio de cultivo foi adicionado de glicose na
proporgdo de 10 % em relagdo a concentragdo de xilose inicial. A acumulacéo de
outro metabdlito (etanol) foi correlacionada com o metabolismo da glicose, devido
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a direta relagdo entre o aumento da concentragdo de etanol e o aumento de
glicose no meio de cultivo.

Estudos realizados por Preziosi-Belloy et al. (1997), em hidrolisado de
madeira com Candida parapsilosis, mostraram que o crescimento celular (70-80
%) foi assegurado principalmente pela glicose no inicio da fermentagéo.

De acordo com Meyer et al. (1992) a diauxia e a utilizagdo preferencial de
substratos sédo freqlientemente observadas quando microrganismos s&o expostos
a diferentes fontes de carbono, tal como ocorre em hidrolisados hemiceluldsicos.

Essa assimilagdo sequencial de agucares também foi observada neste
trabalho, entretanto, em relagéo ao crescimento celular, notou-se que o mesmo foi
continuo e que a levedura utilizou outras fontes de carbono presentes no meio,
principalmente xilose.

Durante o mesmo periodo de 16 h de fermentagdo, notou-se em todos os
tratamentos, excecdo dos tratamentos 3 e 7, que houve intensa producgdo de
etanol, indicando que o mesmo foi formado principalmente a partir da glicose. Tal
observagdo € concordante com Preziosi-Belloy et al. (1997), que notaram
produgao de etanol até o final de consumo de glicose. '

Em relagao ao crescimento celular, verifica-se que o mesmo nao foi inibido
pela concentracdo de etanol presente no meio. Ao contrario, a medida que os
niveis de acucares, principalmente xilose, foram se exaurindo, etanol foi sendo
consumido. Isso foi notado a partir das 40 h de fermentacao, chegando a exaustao
nos tratamentos 6 e 7 no final do periodo analisado.

Essa assimilagao de etanol também foi registrada por Preziosi-Belloy et al.
(1997). Por outro lado, verificou-se que a produgédo de etanol s6 veio acontecer
com 52 h de fermentacdo no tratamento 7, possivelmente a partir da xilose
(Figura 4.7).
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Figura 4.1: (a) Consumo de xilose (#), glicose (/) e arabinose (O) e producédo de
xilitol (M); (b) producdo de etanol (A), MCS-massa celular seca ((J) e pH (®), por
Candida parapsilosis 1Z 1710 durante o cultivo em hidrolisado hemicelulésico de
do bagaco de cana-de-agucar. Tratamento 1: 25°C e 27 g/L de xilose.
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Figura 4.2: (a) Consumo de xilose (#), glicose (..) e arabinose (O) e produgéo de
xilitol (M); (b) producdo de etanol (A), MCS-massa celular seca (C]) e pH (®), por
Candida parapsilosis |Z 1710 durante o cultivo em hidrolisado hemicelulésico de
do bagaco de cana-de-agucar. Tratamento 2: 25°C e 57 g/L de xilose.
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Figura 4.3: (a) Consumo de xilose (#), glicose (..) e arabinose (O) e producéo de
xilitol (M); (b) produgdo de etanol (A), MCS-massa celular seca (LJ) e pH (@), por
Candida parapsilosis 1Z 1710 durante o cultivo em hidrolisado hemicelulésico de
do bagaco de cana-de-agucar. Tratamento 3: 35°C e 27 g/L de xilose.
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Figura 4.4: (a) Consumo de xilose (#), glicose (/) e arabinose (O) e produgao de
xilitol (M); (b) produgéo de etanol (A), MCS-massa celular seca ([J) e pH (®), por
Candida parapsilosis 1Z 1710 durante o cultivo em hidrolisado hemicelulésico de
do bagaco de cana-de-agucar. Tratamento 4: 35°C e 57 g/L de xilose
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Figura 4.5: (a) Consumo de xilose (#), glicose (/) e arabinose (O) e producao de
xilitol (M); (b) producdo de etanol (A), MCS-massa celular seca (LJ) e pH (®), por
Candida parapsilosis 1Z 1710 durante o cultivo em hidrolisado hemicelulésico de
do bagaco de cana-de-agucar. Tratamento 5: 23°C e 42 g/L de xilose

159



5
=
2

i
AV N .



60 7
50 e
=
i 152
=] ]
2 T4 E
— o
" g
§ 13
(@) k- -]
b T2 g
G
1
0
100
Tempo (h)
16 8
14
12 TY
'y
@10
£ 8 fed
(b) %
o 6
3
s 4 5
f
2 —
O 1 T T T - 4
0 20 40 60 80 100
Tempo (h)

Figura 4.6: (a) Consumo de xilose (#), glicose () e arabinose (O) e producao de
xilitol (M); (b) producdo de etanol (A), MCS-massa celular seca (L]) e pH (®), por
Candida parapsilosis 1Z 1710 durante o cultivo em hidrolisado hemicelulésico de
do bagaco de cana-de-agucar. Tratamento 6: 37°C e 42 g/L de xilose
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Figura 4.7: (a) Consumo de xilose (#), glicose () e arabinose (O) e producgéao de
xilitol (m); (b) produgdo de etanol (A), MCS-massa celular seca (L) e pH (®), por
Candida parapsilosis 1Z 1710 durante o cultivo em hidrolisado hemicelulésico de
do bagago de cana-de-agucar. Tratamento 7: 30°C e 21 g/L de xilose
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Figura 4.8: (a) Consumo de xilose (#), glicose () e arabinose (O) e producéo de
xilitol (M); (b) produgdo de etanol (A), MCS-massa celular seca ([J) e pH (@), por
Candida parapsilosis |Z 1710 durante o cultivo em hidrolisado hemicelulésico de
do bagaco de cana-de-agucar. Tratamento 8: 30°C e 63 g/L de xilose
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Figura 4.9: (a) Consumo de xilose (#), glicose () e arabinose (O) e produgéao de
xilitol (M); (b) produgdo de etanol (A), MCS-massa celular seca (L) e pH (®), por
Candida parapsilosis 1Z 1710 durante o cultivo em hidrolisado hemicelulésico de
do bagaco de cana-de-agucar. Tratamentos 9, 10 e 11 (pontos centrais): 30°C e

42 g/L de xilose.
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4.3.3.4.2. Analise do rendimento e produtividade de xilitol

Dos tempos analisados, optou-se pela discussdo do rendimento e
produtividade de xilitol nos 4 ultimos (52, 64, 76 e 88 h de fermentacéo),
considerando que o tratamento 7 (menor concentragdo de xilose inicial) apresentou
apenas 13,70% de xilose residual a partir de 52 h de fermentacdo (Tabelas 4.4 e
4.10).

Observa-se na Tabela 4.10 que o melhor rendimento (0,73 g/g), foi obtido
no tratamento 8, com tempo de 52 h de fermentagéo. Esse rendimento representa
79,61% de eficiéncia de conversao (n), segundo Barbosa et al. (1988). Resultados
similares com Candida parapsilosis e Candida guilliermondii foram obtidos por
Nolleau et al. (1993, 1995), Mayerhoff et al. (1997) e Rodrigues et al. (1998), que
obtiveram rendimento de 0,74, 0,75, 0,72 e 0,78 g/g, respectivamente.

Resultados inferiores foram relatados por Furlan et al. (1994) (0,61 g/g),
Pfeifer et al. (1996) (0,61 g/g), Paiva et al. (1988) (0,33 g/g). De outra parte, Lu et al.
(1995) relataram resultados superiores de rendimento (0,87 g/g) e eficiéncia (96 %)
com Candida sp. L-102. -

De acordo com a Tabela 4.10, a melhor produtividade (0,46 g./L.h), foi
obtida nos tratamentos 4 e 8, com tempo de 52 h de fermentag&o. Estes resultados
diferem dos reportados por Furlan et al. (1994); Pfeifer et al. (1996) e Paiva et al.
(1988), os quais assinalaram 0,26, 0,38 e 0,27 g/L.h, respectivamente. De outra
parte, Dominguez et al. (1996) reportaram produtividade de 0,60 g/L.h com Candida
sp. 11-2 em hidrolisado hemicelulésico do bagago de cana-de-agucar, o qual foi

superior ao obtido neste trabalho.

169



Tabela 4.10: Delineamento fatorial 2° com os resultados experimentais de
rendimento e produtividade de xilitol obtidos por fermentacdo do
hidrolisado do bagacgo de cana-de-agucar por Candida parapsilosis 1Z
1710 (continua).

Namero VAHEVEIE Respostas

do 52 h 64 h
e A B Yers Qpy Yesis Qpy
1 25 27 0,58 0,27 0,65 0,22
2 25 57 0,57 0,38 0,60 0,40
3 35 27 0,63 0,29 0,62 0,24
4 35 57 0,69 0,46 0,69 0,44
5 23 42 0,57 0,33 0,58 0,33
6 37 42 0,60 0,22 0,60 0,21
7 30 21 0,59 0,21 0,51 0,17
8 30 63 0,73 0,46 0,72 0,46
gV 30 42 0,73 0,41 0,65 0,37
101" 30 42 0,66 0,38 0,62 0,35
11 30 42 0,68 0,39 0,65 0,36

(1)-ponto central; (A)-temperatura (°C); (B)-concentracao de xilose (g/L).

Tabela 4.10: (continuacdo) Delineamento fatorial 2° com os resultados
experimentais de rendimento e produtividade de xilitol obtidos por
fermentagdo do hidrolisado do bagago de cana-de-aglcar por
Candida parapsilosis 1Z 1710.

Nuamero Variaveis Respostas

do 76 h 88 h
Tratamento B Yus Qry Yo Qey
1 25 27 0,47 0,17 0,37 0,11
2 25 57 0,60 0,40 0,54 0,34
3 35 27 0,54 0,19 0,50 0,15
4 35 57 0,66 0,41 0,61 0,37
5 23 42 0,54 0,28 0,47 0,23
6 37 42 0,59 0,20 0,56 0,19
7 30 21 0,46 0,13 0,43 0,10
8 30 63 0,42 0,33 0,63 0,41
g 30 42 0,62 0,33 0,58 0,27
10 30 42 0,63 0,33 0,57 0,26
110 30 42 0,61 0,31 0,59 Bi27

(1)-ponto central; (A)-temperatura (°C); (B)-concentracao de xilose (g/L).
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4.3.3.4.3. Analise estatistica da producgéao de xilitol

Dos tempos de fermentagdo analisados, no item anterior, optou-se pela
analise estatistica dos 4 Ultimos (52, 64, 76 e 88 h), os quais apresentaram
maiores consumos de xilose e consequientemente maiores produgoes de xilitol.

Os resultados da produgéo de xilitol com 52 h de fermentagé&o pela levedura
Candida parapsilosis 1Z 1710 se encontram na Tabela 4.11. Os modelos de
regressdes elaborados a partir dos dados experimentais foram definidos atraves
da andlise de varidncia (ANOVA) e da equacgéo de regressdo que expressa a
variagdo de xilitol em fungdo das duas variaveis do processo de fermentagao
(temperatura e concentragdo inicial de xilose), encontram-se nos Anexos 4.1 e
4.2.

O modelo de regressdo completo (Anexo 4.1) apresentou coeficiente de
correlagdo (R2=0,8135), que explica 81,35 % da variagéo da produgéo de xilitol.
Entretanto, a regresséo correspondente nao foi significativa (Fc = 4,36; Ft = 5,05).
Isso indica a necessidade de um ajuste do modelo, que consiste na eliminagao
dos efeitos ndo significativos da equagdo da regressdo, ao nivel de 95 % de
confianga (Box & Wetez, 1973).

O modelo ajustado (Anexo 4.2), mostrou pequeno declinio no coeficiente de
correlagdo (R2=0,7742), mas o valor de Fc foi significativo (Fc = 13,71; Ft = 4,46)
e a falta de ajuste néo significativo (Fc = 12,99; Ft = 19,33). Embora este modelo
apresente regresséo significativa e ndo exista evidéncia de falta de ajuste, o
mesmo pode ser utilizado apenas para estabelecer a tendéncia da resposta na
regido estudada, vez que o Fc da regresséo néo foi altamente significativo (Box &
Wetez, 1973).

A estimativa dos efeitos (Anexo 4.9, Figuras 4.11 e 4.13), indica que a
producgéo de xilitol no tempo analisado, revelou-se dependente das duas variaveis,
sendo que a concentracdo de xilose proporcionou efeito de maior significancia (de
primeira ordem), enquanto a temperatura proporcionou efeito de segunda ordem

de acordo com a probabilidade P.
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As Figuras 4.10 e 4.12 mostram o efeito da temperatura e da concentragéao
de xilose na produgéo de xilitol com 52 h de fermentagdo Como ja anteriormente
observado, as maiores produgdes de xilitol corresponderam a concentragcbes mais
altas de xilose, enquanto o efeito da temperatura situou-se na regido de 30 a
35°C.

Os resultados da producgéao de xilitol com 64 h de fermentagéo pela levedura
Candida parapsilosis 1Z 1710 encontram-se na Tabela 4.11. Os modelos de
regresséo elaborados a partir dos dados experimentais foram definidos através da
analise de variancia (ANOVA) e da equagdo de regressao que expressa a
variagéo de xilitol em fungé@o das duas variaveis do processo de fermentagao
(temperatura e concentragdo inicial de xilose), se encontram nos Anexos 4.3 e
4.4,

O modelo de regressdo completo (Anexo 4.3) apresentou coeficiente de
correlagédo (R2=0,8973), que explica 89,73 % da variagdo da produgao de xilitol.
Apesar da regressédo correspondente ter sido significativa (Fc = 8,74; Ft = 5,05), o
modelo apresenta evidente falta de ajuste (Fc = 27,70; Ft = 19,16). Optando-se,
neste caso, pelo ajuste desse modelo. '

O modelo ajustado (Anexo 4.4), mostrou ligeiro declinio no coeficiente de
correlacao (R2=0,8685), mas devido o valor de Fc ter sido altamente significativo
(Fc = 26,42; Ft = 4,46), o modelo ndo apresentou evidéncia de falta de ajuste (Fc
= 17,83; Ft = 19,33), Nessas condi¢des, pode-se utilizar a equagdo do modelo
ajustado com fins preditivos na regido estudada. De acordo com Box & Weiz
(1973) para que uma regressdo seja ndo apenas estatisticamente significativa,
mas tambem util com fins preditivos, o valor da razao QMR/QMr deve serde 4 a 5
vezes ao valor de Ft. Tal condigéo foi atendida nas condi¢des aqui analisadas.

A estimativa dos efeitos (Anexo 4.9, Figuras 4.15 e 4.17), indica que a
producdo de xilitol no tempo 64 h de fermentacdo, revelou-se dependente das
duas variaveis, sendo que a concentragdo de xilose proporcionou efeito de maior
significancia (de primeira ordem), enquanto a temperatura proporcionou efeito de

segunda ordem (p<0,05).
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As Figuras 4.14 e 4.16 apresentam os diagramas da superficie de resposta
correspondentes aos modelos completo e ajustado, respectivamente. Nota-se que
os efeitos da temperatura e da concentragdo de xilose influenciaram na producéo
de xilitol. Como ja anteriormente observado, as maiores produgbes de Xxilitol
corresponderam a concentragbes mais altas de xilose (acima do ponto +1),
enquanto o efeito da temperatura situou-se na faixa de 28 a 34°C.

Os valores obtidos para xilitol com 76 h de fermentacédo pela levedura
Candida parapsilosis 1Z 1710 sdo apresentados na Tabela 4.11. Os modelos de
regressdo elaborados a partir dos dados experimentais foram definidos através da
andlise de variancia (ANOVA) e da equagédo de regressdao que expressa a
variagdo da concentragéo de xilitol em fungéo das duas variaveis do processo de
fermentagéo (Anexos 4.5 € 4.6).

De acordo com o modelo de regressdo completo (Anexo 4.5) o coeficiente
de correlagao (R?) foi de 0,8583, explicando 85,83 % da variagéo da produgéo de
xilitol. Apesar da regresséo correspondente ter sido significativa (Fc = 6,05; Ft =
5,05), o modelo apresenta evidente falta de ajuste (Fc = 197,86; Ft = 19,16). Tais
valores levam a necessidade de se elaborar um modelo ajustado, desprezando-se

os efeitos ndo significativos.

O modelo ajustado (Anexo 4.6), apesar de praticamente néo ter alterado o
coeficiente de correlagdo (R?=0,8576), mostrou pouca melhoria na regresséo e na
falta de ajuste. O valor de Fc da regresséo foi significativo (Fc = 9,03; Ft = 4,53),
todavia o modelo apresentou evidéncia de falta de ajuste (Fc = 149,04; Ft =
19,25). Nessas condigdes, ndo se pode utilizar a equagdo do modelo ajustado

com fins preditivos na regiéo estudada (Box & Wetz, 1973).

A estimativa dos efeitos para os modelos completo e ajustado (Anexo 4.9,
Figuras 4.19 e 4.21), indicam que a produgéo de xilitol no tempo 76 h de
fermentacéo, revelou-se dependente das duas variaveis, sendo que a xilose, como
ja anteriormente observado, proporcionou efeito de maior significancia (de primeira

e segunda ordem), enquanto a temperatura, apesar de também ter apresentado
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As Figuras 5.18 e 5.20 apresentam os diagramas da superficie de resposta
correspondentes aos modelos completo e ajustado, respectivamente. Nota-se que
os efeitos da temperatura e da concentragéo de xilose influenciaram na produgao
de xilitol. Como ja anteriormente observado, as maiores produgdes de xilitol
corresponderam a concentragdes mais altas de xilose (acima do ponto central),
enquanto o efeito da temperatura situou-se na regido de 25 a 35°C.

A partir dos resultados experimentais (Tabela 4.11) estabeleceu-se o
modelo de regressédo completo (Anexo 4.7) para xilitol produzido no tempo de 88
h de fermentacéo. Verifica-se pela analise de regressédo (ANOVA) que a equagao
de regressédo foi altamente significativa (Fc = 37,57; Ft = 5,05), mas o residuo
apresentou falta de ajuste (Fc = 40,59; Ft = 19,16). O coeficiente de determinagéo
(R? =0,9741) indicou um excelente ajuste aos dados experimentais.

A eliminacdo dos coeficientes ndo significativos atraves do Programa
Statistica, permitiu a obtengdo do modelo ajustado (Anexo 4.8). A analise de
variancia correspondente a este modelo ndo apresentou alteragdo do coeficiente
de determinacdo (R? =0,9727), além de ter apresentado acentuada melhoria na
significancia da regressédo (Fc =146,28; Ft = 4,46). De outra parte, o residuo
apresenta falta de ajuste significativo (Fc =21,42; Ft = 19,33), mas este fato pode
ser considerado irrelevante, uma vez que a significancia é devida ao baixo erro
experimental mostrado pela ANOVA ajustada (Anexo 4.8), conforme
Waszczynskyj et al., citado por Céspedes (1999). Como a regresséo foi altamente
significativa, pode-se considerar o modelo ajustado com fins preditivos na regiao
estudada.

A estimativa dos efeitos para os modelos completo e ajustado (Anexo 4.9,
Figuras 4.23 e 4.25), indicam que a producdo de xilitol no tempo 88 h de
fermentacéo, revelou-se dependente das duas variaveis, sendo que a xilose, como
ja anteriormente observado, proporcionou efeito de maior significancia (de primeira
ordem), enquanto a temperatura apresentou efeito quadratico significatico de

acordo com a probabilidade P.
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As Figuras 5.22 e 5.24 apresentam os diagramas da superficie de resposta

correspondentes aos modelos completo e ajustado, respectivamente. Nota-se que

os efeitos da temperatura e da concentragéo de xilose influenciaram na producgéo

de xilitol. Como ja anteriormente observado, as maiores produgbes de xilitol

corresponderam a concentragées mais altas de xilose (acima do ponto central),

enquanto o efeito da temperatura situou-se na regido de 25 a 35°C.

Tabela 4.11: Delineamento fatorial 2 com os resultados experimentais de
produgéo de xilitol obtidos por fermentagéo do hidrolisado do bagago
de cana-de-agucar por Candida parapsilosis 1Z 1710,. nos tempos de

52,64, 76 e 88 h.

Niimets Variaveis Respostas

g mdependentes Xilitol Xilitol Xilitol Xilitol
IHIito lHito 1HIto Hito

Tratdmohito; A B 52 h 64 h 76 h 88 h
1 25 27 13,97 13,97 12,58 10,03

2 25 57 19,70 25,71 30,52 30,00

3 35 97 15,29 15,44 14,48 13,62

4 35 57 23,83 28,22 31,23 32,89

5 23 42 17,26 21,37 21,64 19,91

6 37 42 11,35 13,27 15,24 16,38

7 30 21 10,69 10,80 9,71 8,41
8 30 63 23,91 29,36 25,22 36,05
gt 30 42 21,36 23,42 24,80 23,74
10t 30 42 19,82 22,18 24,77 23,31
11 30 42 20,41 23,34 24,17 24,14

(1)-ponto central; (A)-temperatura (°C); (B)-concentragao de xilose (g/L).

175



e —————

THLN B oo SRR o o o aa




= N %

) OLTRA
=

I 2,976
N 5171

[l 9,562 4’@\“ W
3 11,757 i
113,952 Fighe e

[ 16,147
[ 18,342
I 20,537
B 22,733
[ above

Figura 4.10: Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e
concentracao inicial de xilose na produgdo de xilitol, com 52 horas de
fermentacao. Modelo completo.
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Figura 4.11: Estimativa dos efeitos lineares e quadraticos da temperatura e
concentragdo inicial de xilose na produgao de xilitol, com 52 horas de
fermentacao. Modelo completo.
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Figura 4.12: Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e

concentragao inicial de xilose na produgdo de xilitol, com 52 horas de
fermentacao. Modelo ajustado.
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Figura 4.13: Estimativa dos efeitos lineares e quadraticos da temperatura e

concentragao inicial de xilose na producdo de xilitol, com 52 horas de
fermentacao. Modelo ajustado.
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Figura 4.14: Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e

concentracao inicial de xilose na producao de xilitol, com 64 horas de
fermentagao. Modelo completo.
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Figura 4.15: Estimativa dos efeitos lineares e quadraticos da temperatura e

concentragao inicial de xilose na produgdo de xilitol, com 64 horas de
fermentacao. Modelo completo.
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Figura 4.16: Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e

concentragao inicial de xilose na producao de xilitol, com 64 horas de
fermentagao. Modelo ajustado.
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Figura 4.17: Estimativa dos efeitos lineares e quadraticos da temperatura e

concentragao inicial de xilose na produgdo de xilitol, com 64 horas de
fermentacao. Modelo ajustado.
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Figura 4.18: Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e

concentragao inicial de xilose na produgdo de xilitol, com 76 horas de
fermentagao. Modelo completo.
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Figura 4.19: Estimativa dos efeitos lineares e quadraticos da temperatura e

concentragdo inicial de xilose na produgdo de xilitol, com 76 horas de
fermentacdo. Modelo completo.
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Figura 4.20: Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e
concentragcao inicial de xilose na produgao de xilitol, com 76 horas de
fermentacao. Modelo ajustado.
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Figura 4.21: Estimativa dos efeitos lineares e quadraticos da temperatura e

concentracdo inicial de xilose na producao de xilitol, com 76 horas de
fermentacao. Modelo ajustado.
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Figura 4.22: Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e

concentragdo inicial de xilose na produgdo de xilitol, com 88 horas de
fermentacao. Modelo completo.

(2)XILOSE(L)

TEMPERATURA(Q)

XILOSE(Q)

(1) TEMPERATURA(L)

1L por 2L

-10

p=0,05

66,70921

_

-éa,oszzs
v E
7 1.31265

)

aroms

13,8477

0 10 20

30 40 50 60 70 80

Estimativa do Efeito (Valor Absoluto)

Figura 4.23: Estimativa dos efeitos lineares e quadraticos da temperatura e
concentragdo inicial de xilose na produgdo de xilitol, com 88 horas de
fermentacao. Modelo completo.
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Figura 4.24: Superficie de resposta referente aos efeitos de temperatura e
concentracao inicial de xilose na produgdo de xilitol, com 88 horas de

fermentacao. Modelo
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Figura 4.25: Estimativa dos efeitos lineares e quadraticos da temperatura e

concentracao inicial de xilose na producdo de xilitol, com 88 horas de
fermentagao. Modelo ajustado.
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A analise dos dados experimentais obtidos referentes as melhores condicoes

de crescimento de Candida parapsilosis 1Z 1710 e produgdo de xilitol permite

concluir que:

As condigbes empregadas na hidrélise seletivas do bagaco de cana-de-
acucar foram adequadas para recuperagdo de 93,12% da fragéo
hemicelulosica;

A hidrdlise possibilitou a obtengéo de trés monossacarideos (xilose, glicose
e arabinose), na proporcédo de 79, 13 e 8%, respectivamente;

O valor de pH inicial do meio de cultura que proporcionou maior produgéo
de xilitol sitou-se na faixa de 4,82 a 6,32 (p< 0,05);

As condigbes de aeragao que proporcionaram melhor producéo, rendimento
e produtividade de xilitol foram a 200 rpm (Erlenmeyer néo aletado) e 100
rem (Erlenmeyer aletado);

O meio de cultura que apresentou as melhores condi¢des de producédo de
xilitol foi o hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana-de-aglcar,
suplementado com extrato de levedura (0,3%); peptona bacteriolégica
(0,3%); (NH4)2 HPO4 (0,2%) e MgS04.7H20 (0,1%);

A presenga de Mg* influenciou positivamente a conversio de xilose em
xilitol;

Em fung&o da variacdo do pH durante o periodo de fermentacéo, pode-se
afirmar que Candida parapsilosis 1Z 1710 foi capaz de assimilar o acido
acetico presente no hidrolisado hemiceluldsico;

A formacao de xilitol por Candida parapsilosis 1Z 1710 indica que néo esta
diretamente relacionada ao crescimento celular;

Toda glicose presente no meio foi consumida pela levedura Candida
parapsilosis 1Z 1710 nas primeiras 16 horas de fermentacdo em todos os

tratamentos analisados;

193



Pelo emprego da analise estatistica, verifica-se que as variaveis estudadas
(temperatura e concentragéo inicial de xilose) tém efeito significativo na
producgéo de xilitol em todos os tempos de fermentacéo (52, 64, 76 e 88
horas);

A estimativa do efeito linear da concentragdo de xilose foi significativa (p<
0,05) em todos os tempos analisados;

A estimativa do efeito quadratico da temperatura foi significativa (p< 0,05)
em todos os tempos estudados;

Os parametros mais adequados para a otimizacdo do processo de
fermentagdo e que proporcionaram maior producédo de xilitol (36,05 g/L)
corresponderam aos empregados no tratamento 8 (30°C e 63 g/L de
xilose), com 88 horas de fermentagdo. Nessas mesmas condigdes, 0
melhor rendimento (0,73 g/g), maior eficiéncia de converséo (79,6 %) e
produtividade (0,46 g/Lh) foi obtido com 52 horas de fermentagéo.
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Anexo 4.1: Andlise de variancia para modelo de regressdo completo,
correspondente a produgdo de xilitol, no tempo de 52 horas de
fermentacéo.

Xilitol (g/L) = - 75,7598 + 5,5894*A - 0,1009*A% +0,3665*B - 0,044*B? +

0,0093*A*B
R?=0,8135
Fonte de
SQ GL Qm Fc Ft
Variagao
Regressao 173,99 2 34,80 4,36 5,05
Residuo 39,88 S 7,98
Falta de Ajuste 38,68 3 12,89 21,48 19,16
Erro Puro 1,20 2 0,60
Total 213,87 10 -

Anexo 4.2: Andlise de varidancia para modelo de regressdo ajustado,
correspondente a producdo de xilitol, no tempo de 52 horas de

fermentagao.

Xilitol (g/L) = 7,8985 -0,0016* A% +0,2758*B

R?=0,7742
Fonte de
) sSQ GL QM Fc Ft
Variagao
Regressao 165,5765 2 82,7882 13,71 4,46
Residuos 48,2963 8 6,0370
Falta de Ajuste 47,0884 6 7,8481 12,99 19,33
Erro Puro 1,2079 2 0,6039
Total 213,8728 10 -
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Anexo 4.3: Analise de variancia para modelo de regressdo completo,
correspondente a produgdo de xilitol, no tempo de 64 horas de
fermentacao.

Xilitol (g/L) = - 75,1217 + 5,2100*A - 0,0923*A? +0,6540*B - 0,0040*B? +

0,003542*A*B
R?=0,8973
Fonte de
sQ GL Qm Fc Ft
Variagao
Regressao 358,6645 5 71,7329 8,74 545
Residuo 41,0454 5 8,2091
Falta de Ajuste 40,0808 3 13,3603 27.70 19,16
Erro Puro 0,9646 2 0,4823
Total 399,7099 10 -

Anexo 4.4: Andlise de varidancia para modelo de regressdo ajustado,
correspondente a produgdo de xilitol, no tempo de 64 horas de
fermentacao.

Xilitol (g/L) = 6,0122 - 0,0035*A? + 0,4250*B

R?=0,8685
Fonte de
N SQ GL Qm Fc Ft
Variagao
Regresséo 347,1525 2 173,5762 26,42 4,46
Residuo 52,5574 8 6,5697
Falta de Ajuste 51,5928 6 8,5988 17,83 19,33
Erro Puro 0,9646 4 0,4823
Total 399,7099 10 -
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Anexo 4.5: Analise de variancia para modelo de regressdo completo,

correspondente a produgado de xilitol, no tempo de 76 horas de
fermentacéao.

Xilitol (g/L) = - 86,6018 + 4,7748*A - 0,0795*A2 + 1,5210*B - 0,0110*B? -

0,0040*A*B
R?=0,8583
Fonte de
ariasks sSQ GL Qm Fc Ft
Regresséao 450,8348 5 90,1670 6,05 5.05
Residuo 74,4474 5 14,8895
Falta de Ajuste 74,1973 3 24,7324 197,86 19,16
Erro Puro 0,2501 2 0,1250
Total 525.2822 10 -

Anexo 4.6: Analise de varidancia para modelo de regressdo ajustado,
correspondente a producao de xilitol, no tempo de 76 horas de
fermentacéo.

Xilitol (g/L) = - 81,6206 + 4,6087*A - 0,0795*A” + 1,4024*B - 0,0110*B?

R?=0,8576
Fonte de
_ sSQ GL QM Fc Ft
Variagao
Regressao 450,4832 < 112,6208 9,03 4,53
Residuo 74,7990 6 12,4665
Falta de Ajuste 74,5489 4 18,6372 149,04 19,25
Erro Puro 0,2501 2 0,1250
Total 525,2822 10 -
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Anexo 4.7: Anadlise de variancia para modelo de regressdo completo,
correspondente a producdo de xilitol, no tempo de 88 horas de
fermentacéo.

Xilitol (g/L) = - 99,0833 + 6,0209*A - 0,0981*A? + 0,8630*B - 0,0016*B? -

0,0023*A*B

R? = 0,9741
Fonte de

sSQ GL Qm Fc Ft
Variagao
Regressao 801,0715 5 160,2143 37.57 5.05
Residuo 21,3236 5 4,2647
Falta de Ajuste 20,9789 3 6,9930 40,59 19,16
Erro Puro 0,3447 2 0,60
Total 822,3951 10 -

Anexo 4.8: Analise de varidncia para modelo de regressdo ajustado,
correspondente a produgédo de xilitol, no tempo de 88 horas de
fermentagéo.

Xilitol (g/L) = -6,013 + 0,00015*A? + 0,6560*B

R?=0,9727
Fonte de
- sSQ GL Qm Fc Ft
Variagao
Regressao 822,3951 2 411,1975 146,28 4,46
Residuo 22,4879 8 2,8110
Falta de Ajuste 22,1432 6 3,6905 21,42 19,33
Erro Puro 0,3447 2 0,1723
Total 822,3951 10 -
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Anexo 4.9: Andlise de significancia das variaveis independentes (modelo
completo), na produgéo de xilitol nos tempos de 52, 64, 76 e 88
horas de fermentacéao.

Niveis de Significancia

Efeito das variaveis (p< 0,05)

independentes Xilitol Xilitol Xilitol Xilitol

52 h 64 h 76 h 88 h
Intercepto 0,0005 0,0003 0,0001 0,0001

(1) Temperatura (L) N.S. N.S. 0,0237 N.S.
Temperatura (Q) 0,0168 0,0161 0,0057 0,0052
(2) Xilose (L) 0,0044 0,0015 0,0003 0,0002

Xilose (Q) N.S. N.S. 0,0037 N.S.

1L versus 2L N.S. N.S. N.S. N.S.

Anexo 4.10: Analise de significancia das variaveis independentes (modelo
ajustado), na produgado de xilitol nos tempos de 52, 64, 76 e 88
horas de fermentacéo.

Niveis de Significancia

Efeito das variaveis (p< 0,05)
independentes Xilitol Xilitol Xilitol Xilitol
52 h 64 h 76 h 88 h
Intercepto 0,0003 0,0002 0,0001 0,0001
(1) Temperatura (L) - - 0,0237 -
Temperatura (Q) 0,0195 N.S. 0,0057 0,0052
(2) Xilose(L) 0,0015 0,0015 0,0003 0,0002
Xilose (Q) . - 0,0037 -

1L versus 2L - - - -
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4.7. Nomenclatura

Negrito = significancia a 5% de probabilidade;
A = temperatura (°C)

B = concentragéo inicial de xilose (g/L)
R? = coeficiente de determinagéo

GL = grau de liberdade

SQ = soma dos quadrados

QM = quadrado médio

Fc = F calculado

Ft = F tabelado

L = Linear

Q = Quadratico

N. S. = N&o significativo

Y pis= fator de conversao de xilose em xilitol (g/g)
Me = massa de xilitol produzida (g/L)

Ms = massa de xilose consumida (g/L)
Qpy = produtividade volumétrica de xilitol (g/L.h)

Atf = tempo total de fermentagéo

n =eficiéncia de conversédo de xilose em xilitol = (Yg;s/0,917).100
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5.0. Conclusoes Gerais

Conforme a analise dos dados experimentais referentes a hidrolise de
bagaco da cana-de-aglcar, selegdo de leveduras produtoras de xilitol e as
melhores condi¢cdes de crescimento de Candida parapsilosis |Z 1710 visando a

produgao de xilitol, permite-se concluir que:

e O total de aglicares nas melhores condi¢gbes de hidrolise (18 minutos de
reacdo; 126°C e 3,10 % (v/v) de acido sulfarico), foi de 333,41 mg/g de
bagago, b.s., composto por 266,73 mg de xilose, 40,09 mg e 26,59 mg de
arabinose/g de bagaco, b.s. Para a anidroxilana, os resultados representaram
96,0% do maximo teorico, enquanto para glicose foi cerca de 100,0 % da

composigéo da hemicelulose do bagago;

® as regressdes nos tempos de 11 e 18 minutos foram altamente significativas
(p<0,05) e os modelos ndo apresentaram evidéncia de falta de ajuste. O valor
de Fc foi cerca de 8 vezes maior que o Ft para o tempo de 11 minutos e para
18 minutos essa razao foi de 6,83. Isso significa que o modelo quadratico, no
nivel de 95,0% de confianga, foi adequado para descrever a superficie de

resposta nas regides estudadas;

® as regressdes nos tempos de 30 e 50 minutos ndo foram significativas
(p=0,05) e os residuos apresentaram evidente falta de ajuste, notadamente a
analise de regressdo no tempo de 50 minutos (Fc=2010,81 e Ft=19,16). Tais
condigdes levam a concluir que os tempos de 30 e 50 minutos de hidrolise nao
foram Uteis com fins preditivos e, portanto, o modelo ndo pode ser utilizado

para prever a resposta da concentragéo de xilose na regiao estudada;

e na primeira etapa de selecdo de leveduras produtoras de xilitol a partir de
hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar, observou-se que
duas (T-12 e Pichia stipilis CCT 2617) mostraram boa capacidade de
conversdo de xilose em etanol, o que representa uma alternativa a mais do

uso de hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar,



nas duas primeiras etapas, a levedura Candida parapsilosis 1Z 1710
apresentou produgéo de xilitol considerada apenas mediana. Na terceira
etapa, entretanto, esse microrganismo obteve produgédo (22,85 g/L) e
produtividade (0,31 g/L.h) estatisticamente (p<0,05) diferentes das demais
linhagens testadas. Seu rendimento foi igualado apenas pela levedura
Candida guilliermondii 1Z 1422,

Candida parapsilosis 1Z 1710 foi o microrganismo que produziu a menor
quantidade de etanol (4,83 g/L) e uma das menores produgbes de biomassa
(4,71 d/L);

a faixa pH de 4,82 a 6,32, foi a que proporcionou maior producéo de xilitol,
(p<0,05);

as condicdes de aeragdo que proporcionaram melhor produgéo, rendimento e
produtividade de xilitol foram a 200 rpm (Erlenmeyer ndo aletado) e 100 rpm

(Erlenmeyer aletado);

0 meio de cultura que apresentou as melhores condi¢des de produgéo de
xilitol foi o hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar,
suplementado com extrato de levedura (0,3%); peptona bacteriolégica (0,3%);
(NHs4)2 HPOy4 (0,2%) e MgS04.7H.0 (0,1%);

toda glicose presente no meio foi consumida pela levedura Candida
parapsilosis 1Z 1710 nas primeiras 16 horas de fermentagédo, em todos os

tratamentos analisados;

pelo emprego da anadlise estatistica, verifica-se que as variaveis estudadas
(temperatura e concentragéo inicial de xilose) tiveram efeito significativo na
producgdo de xilitol, em todos os tempos de fermentagbes analisados (52,64,
76 e 88 horas);

a estimativa do efeito linear da concentragdo de xilose foi significativa (p<

0,05) em todos os tempos analisados;

a estimativa do efeito quadratico da temperatura foi significativa (p<0,05) em

todos os tempos estudados;
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® as condigbes mais adequadas para otimizagdo do processo de fermentagéo e
que proporcionaram maior produgdo de xilitol (36, 05 g/L), rendimento (0,73
a/g) e produtividade (0,46 g/L.h) por Candida parapsilosis 1Z 1710, foram

estabelecidas em: 30°C e 63 g/L de xilose;

e com 88 h de fermentagédo, o modelo de regressdo ajustado apresentou R?
=0,9727; regressdo altamente significativa (Fc=146,28, Ft=4,46) e erro de
0,3447. Tais parametros indicam que o modelo é preditivo na regido estudada.
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EVEUUIAD, WU =TU 11 Ws el I Iiasgiass e v

- Xilose Mg Xilitol Etanol
(g/L) Mp1 (g/L) Yeus (9/9) Me2 (g/L) Yezrs (9/g)
3,68 0,53 0,14 1,48 0,40
4,57 0,53 0,12 n.d. .
2,67 0,51 0,20 1,49 0,57
3,13 0,49 0,16 n.d. 2
1,48 0,49 0,33 n.d. .
2,20 0,49 0,22 1,51 0,69
2,21 0,46 0,21 n.d. :
5,68 0,47 0,08 0,74 0,13
2,61 0,45 0,18 n.d. .
3,19 0,43 0,13 n.d. =
2,28 0,42 0,18 n.d. -
1,98 0,41 0,21 0,77 0,39
3,33 0,41 0,12 n.d. .
6,44 0,38 0,06 n.d. >
5,89 0,37 0,06 n.d. .
1,04 0,36 0,15 n.d. -
2,38 0,36 0,15 n.d. =
1,86 0,33 0,18 0,75 0,40
1,50 0,35 0,23 n.d. .
2,04 0,30 0,15 0,75 0,37
137 0,30 0,17 n.d. =
3T0770 1,67 0,30 0,18 n.d. .
4,15 0,29 0,07 n.d. .
1,31 0,26 0,20 0,74 0,56
69 3,44 n.d. z 1,23 0,36
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