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RESUMO

Modesto, Luiz Felipe. Estudo da bioproducéo de xilitol e do crescimento celular
empregando leveduras da espécie Candida guilliermondii. Dissertacdo de Mestrado.
Escola de Quimica - Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2015.

Orientadores: Nei Pereira Jr., PhD
: Peter Seidl, PhD

A bioproducéo de xilitol - um poliol de poder edulcorante similar ao da sacarose, capaz de
auxiliar na prevencdo de céries e cujo metabolismo é parcialmente dependente da insulina -
esta inserida nos contextos de Biorrefinaria e Quimica Verde, além de apresentar vantagens
frente a tradicional via quimica de producdo, a qual faz uso de catalisadores inespecificos e,
consequentemente, necessita de etapas de purificacdo e separacdo, responsaveis por onerar o
processo. O presente trabalho empregou duas distintas linhagens da espécie de levedura
Candida guilliermondii (IM/UFRJ 50088 e INCQS 40037) com o propdsito de avaliar o
crescimento celular e a bioconversdo, tanto em frascos agitados como em biorreator
instrumentado, em bateladas simples ou alimentadas. A estirpe 50088, selecionada com base
em estudos prévios, logrou os melhores resultados em termos de crescimento celular quando
da utilizacdo de biorreator, alcangando valores superiores a 20 g/L ap0s cerca de 35 horas.
Contudo, em ensaios fermentativos, principalmente nagqueles conduzidos sob a abordagem
one-pot fermentation, a producdo e o rendimento em xilitol foram aquém das expectativas,
possivelmente em razdo do tempo de inativacdo ao qual a linhagem ficou submetida - talvez
responsavel pela degenerescéncia das células - hipotese reforcada pelos experimentos de
avaliacdo da influéncia da concentracao inicial de D-xilose (100, 200 e 300 g/L), os quais,
embora tenham novamente indicado ser o xilitol um soluto compativel, com um aumento
superior a 10 vezes no fator Ypx para a maior concentracdo (300 g/L; Ypx=1,48 g/g) de
substrato em relacdo a menor (100 g/L; Ypx=0,14 g/g), apresentaram fatores de rendimento
Ypss reduzidos, situados na faixa de 0,05 a 0,19 g/g. A linhagem 40037, por sua vez, quando
comparada a 50088, propiciou melhores resultados tanto no que diz respeito a etapa de
ativacdo, com uma reducdo da fase lag de 12 para 7 horas e uma maior concentracao celular
ao final desta ctapa (= 6,5 g/L), como nos experimentos de fermentacdo. Nestes, quando da
utilizacdo de frascos agitados inoculados com elevada massa celular, foram obtidos os
maiores rendimento e concentracdo final de xilitol (35,5 g/L), valores mais elevados do que
aqueles obtidos em batelada alimentada (22 ¢g/L de xilitol e Yps=0,28 g/g) e one-pot
fermentation (10 g/L de produto e Yps=0,11 g/g durante o estagio fermentativo). Também
foram contemplados nesta dissertacdo estudos com hidrolisado hemicelulésico- proveniente
de bagaco de cana-de-acucar -, nos quais foram observados consumo concomitante de xilose e
glicose e ndo assimilacdo de arabinose por parte das células de levedura, além de producéao de
xilitol equivalente a 7,2 g/L, com rendimento Ypx equivalente a 0,54 g/g, embora ndo tenha
havido esgotamento do substrato.

Palavras-chave: xilitol, bioprocesso, levedura, Candida guilliermondii
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ABSTRACT

Modesto, Luiz Felipe. Study concerning the bioproduction of xylitol and cell growth
using yeasts of the species Candida guilliermondii. Master’s Dissertation. Escola de
Quimica - Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2015.

Advisors: Nei Pereira Jr., PhD
Peter Seidl, PhD

Bioproduction of xylitol - a polialcohol with a high sweetener power, similar to the one of
sucrose, that helps preventing caries and which metabolism is partially dependent on insuline
- is within the context of Biorefinery and Green Chemistry, besides presenting advantages
when compared to the traditional chemical process, that uses nonspecific catalysts and,
therefore, requires separation and purification steps responsible for elevating its production
costs. The present research investigated two distinct strains of Candida guilliermondii yeasts
in terms of cell growth and xylitol production in shake flasks and instrumented bioreactor
(simple and fed batch). Strain 50088, selected based on previous works, showed the best
results for cell growth when in bioreactors, reaching cell concentrations higher than 20 g/L
after 35 hours of process. However, in the fermentation essays, mainly those conducted under
the one-pot fermentation approach, production and yield on xylitol were below the
expectations, probably due to the inactivation time to which the strain was subjected,
hypothesis reinforced by the experiments that evaluated the influence of the initial D-xylose
concentration (100, 200 and 300 g/L), in which, although xylitol was once again confirmed as
a compatible solute, with a yield factor Ypx for the highest concentration (300 g/L; Yp/x=1,48
g/g) of substrate more than 10 times higher than the lowest one (100 g/L; Ypx=0,14 g/g), the
Ypss values were low, between 0,05 and 0,19 g/g. Strain 40037, when compared to the 50088
one, while still in the activation step, presented better results, such as a reduction of the lag
phase from 12 to 7 hours and a higher final cell concentration (= 6,5 g/L). The fermentation
essays for this strain achieved the best results for xylitol concentration (35,5 g/L) and yield on
shake flasks inoculated with high initial cell density. For fed-batch fermentation (22 g/L of
xylitol; Yps=0,28 g/g) and one-pot fermentation (10 g/L of the product; Yps=0,11 g/g during
the fermentative step) the results were lower. This dissertation also comprised studies with
hemicellulosic hydrolysate, in which were noticed simultaneous uptake of xylose and glucose
and no consumption of arabinose, besides a final concentration of 7.2 g/L of xylitol,
corresponding to a Ypx yield of 0,54 g/g, although there was no depletion of substrate.

Keywords: xylitol, bioprocess, yeast, Candida guilliermondii
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

% v/v: Unidade de concentracdo porcentagem em volume (mL de soluto por 100 mL de
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% p/p: Unidade e concentragdo porcentagem em massa (g de soluto por 100 g de solucéao)

min™: RotacBes por minuto (rpm)

vvm: Volume de ar por volume de meio por minuto
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txmax. Tempo para o qual a concentracdo celular maxima foi obtida

S: Concentracéo de substrato (g/L)

So: Concentracdo de substrato inicial (g/L)

P: Concentracdo de produto (xilitol) (g/g)

FA: Frascos agitados
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1 INTRODUCAO

O Brasil, apesar de sua producédo cientifica crescente, ndo € considerado, em nivel
mundial, uma poténcia em termos de Ciéncia e Tecnologia, destacando-se mais pela

exportacdo de commodities e produtos de baixo valor agregado.

Contudo, diante da conjuntura mais recente de busca por matérias-primas e fontes de
energia alternativas empregando principalmente biomassa, pode-se vislumbrar nossa nacao
ocupando uma posicdo de destaque, uma vez que as condi¢des naturais estdo amplamente
disponiveis em nosso territorio, tais como uma grande biodiversidade, intensa radiacéo solar e

disponibilidade de terras.

Neste contexto, o aproveitamento eficiente dos materiais lignoceluldsicos,
provenientes de residuos agricolas, pode representar o passo necessario a ser dado, uma vez
que corresponde a um dos alicerces da Biorrefinaria, a qual propde processos integrados e
ampla variedade de produtos a partir de materiais renovaveis, além de estar de acordo com

principios da Quimica Verde.

O xilitol, uma substancia ja produzida por via quimica tradicional e geralmente
utilizada como adocante, apresenta uma rota bioquimica de producdo partindo de materiais

lignoceluldsicos que se encaixa nos preceitos da Biorrefinaria e pode permitir um processo
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mais eficiente e de menor custo ao fazer uso de agentes de bioconversdo especificos, tornando

mais simples e menos onerosas as etapas de purificacéo.

A bioproducdo deste poliol, empregando leveduras da espécie Candida guilliermondii,
constitui o escopo deste trabalho, desenvolvido no Laboratorio de Desenvolvimento de
Bioprocessos (LADEBIO, sob a coordenagdo do Prof. Dr. Nei Pereira Jr.), o qual pretende
contribuir para uma melhor compreensdo do processo e dos fatores envolvidos e dar

continuidade a trabalhos prévios conduzidos por este nucleo de pesquisa.

Organizacdo da dissertacdo

Para uma melhor orientacdo, a Dissertacdo encontra-se dividida nos seguintes

capitulos:

e INTRODUCAO, o qual fornece informagdes bésicas acerca do tema e apresenta a

estrutura do texto.

e REVISAO BIBLIOGRAFICA, no qual sio comentados estudos prévios que
nortearam a pesquisa atual, bem como sdo apresentados os principais fatores,

parametros e reac6es envolvidos no processo.

e JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS, em que sdo ressaltadas as motivacdes para a

pesquisa e suas metas.

e MATERIAIS E METODOS, o qual descreve a metodologia utilizada nos

experimentos.

e RESULTADOS E DISCUSSAO, com a apresentacdo dos resultados obtidos e

comentarios acerca dos mesmos.

e CONCLUSOES E SUGESTOES, que ressalta as principais contribuicdes e
resultados da pesquisa e, em seguida, diante da experiéncia adquirida com 0s

ensaios e das dificuldades encontradas, propde alternativas.

e REFERENCIAS, com a mencéo devida aos trabalhos consultados que serviram de

base para a dissertagdo desenvolvida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biorrefinaria e Materiais Lignoceluldsicos

A partir das Revolugbes Industriais dos séculos XVIII e XIX, a humanidade
experimentou grandes progressos e transformacgdes econémicas e sociais. O advento de novas
tecnologias, a exemplo do motor a combustdo e da energia elétrica, por exemplo, durante a
denominada Segunda Revolugdo Industrial, levou a inegaveis avancos fundamentais para o

desenvolvimento e estabelecimento das caracteristicas do mundo contemporaneo.

Todo este progresso demandou um grande emprego de fontes fosseis e ndo renovaveis,
tais como carvao e petrdleo. A opgdo por estes tipos de materiais hoje cobra seu preco. Cada
vez mais, percebem-se alteracBes no meio ambiente oriundas dos danos a este causados. Os
padrdes climaticos, por exemplo, se alteraram e as estacdes do ano tém sido cada vez mais
rigorosas, caracterizadas por verdes torridos no hemisfério sul e invernos de temperaturas
extremamente baixas no norte. Outra preocupacao crescente neste contexto diz respeito a

intensificacdo do processo de aquecimento global.

Embora grande variedade de industrias — muitas vezes poluidoras - ja esteja
estabelecida ha tempos e apresente processos mais eficientes, com tempos de producdo e uso
de matérias-primas e utilidades otimizados de forma a prover a maior rentabilidade possivel,

diante do quadro socioambiental que se avizinha urge a busca por novas formas e meios de
15



producdo. Uma possibilidade que vem se tornando mais proeminente é a da Biorrefinaria,
com a tendéncia crescente de pesquisas por produtos de origem bio.

O conceito de uma Biorrefinaria é analogo ao das tradicionais refinarias de petroleo,
contudo, ao invés da utilizacdo do 6leo cru como matéria-prima base, opta-se pela biomassa
para a geracdo de uma variedade de bens por meio da combinacdo de tecnologias. Os
processos de conversdo devem ser integrados de forma a se produzir combustiveis, energia,
materiais e produtos quimicos (FITZPATRICK et al., 2010; FERNANDO et al., 2006;
KAPARAJU et al., 2009; LASER et al., 2009; LYND et al., 2009). A fim de concretizar seus
objetivos, tecnologias hibridas, provenientes de diversos campos, tais como bioengenharia,
agricultura e quimica de polimeros hdo de ser aplicadas (OHARA, 2003), criando, assim, uma
grande cadeia produtiva, na qual um segmento industrial serve como fornecedor de insumos

para outro.

Um importante passo no sentido de concretizacdo deste modelo foi dado pelo
Departamento de Energia dos Estados Unidos (DOE, na sigla em inglés), o qual identificou os
denominados building blocks (blocos de construcdo), ou seja, substancias derivadas da
conversao de biomassa que seriam fundamentais para o estabelecimento de uma economia
pautada em fontes renovaveis (PNNL/NREL, 2004). A Tabela 1 lista cada uma destas

substancias.
Tabela 1 - Building blocks eleitos pelo DOE

Building block

acidos 1,4 succinico, fumarico e malico

acido 2,5-furanodicarboxilico

acido 3-hidroxipropibnico

acido aspartico

acido glutarico

acido glutamico

acido itacbnico

acido levulinico

3-hidroxibutirolactona

glicerol

sorbitol

xilitol / arabinol
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E importante ressaltar que esta lista, desde entfo, ja foi revisada (BOZELL &
PETERSEN, 2010), constando o xilitol ainda entre os building blocks revistos, conforme sera

comentado posteriormente.

De uma forma breve, a Biorrefinaria, € composta pelas seguintes etapas, também
esquematizadas na Figura 1: selecdo da matéria-prima; pré-tratamento da biomassa, o qual é
responsavel por torna-la mais suscetivel aos posteriores processamentos e sera abordado com
maiores detalhes posteriormente; tratamentos quimicos, biolégicos ou combinacBes destes,
obtendo acgucares redutores ou especialidades quimicas, capazes de dar origem aos blocos de
construcdo; e conversdo, nos casos necessarios, a polimeros, fontes de energia, combustiveis
ou compositos (FITZPATRICK et al., 2010).

pEmTmEmEEEsEmsssssssEsEssssssssssssssssssE== -—
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Figura 1 — Esquema simplificado das principais etapas de uma Biorrefinaria
Fonte: Adaptado de FITZPATRICK et al (2010)
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E nitida, portanto, a relevancia do pré-tratamento. Antes de descrevé-los, contudo,
convém tratar dos materiais lignocelulésicos, importantes fontes de biomassa cujo
aproveitamento, seja pela rota bioquimica — baseada na conversdo de aglcares extraidos da
biomassa por processos hidroliticos — ou termoquimica — por intermédio da gaseificacdo para
a producgdo de gas de sintese ou da pirélise para a formagdo de biodleo - constitui um dos
pilares da Biorrefinaria (PEREIRA JR. et al., 2008). Ambas as abordagens sao exemplificadas
na Figura 2, porém o presente trabalho desenvolvera somente as ideias relacionadas ao

processo bioguimico, em conformidade com a pesquisa conduzida em laboratorio.

PLATAFORMA BIOQUIMICA Intermediarios
Hidrolise sacarineos
uimica/enzimatica)
a lighina

PRODUTOS

ATERIA-PRIMA LIGNOCELULOSICA Combustiveis

Substéancias quimicas
Energia

PLATAFORMA TERMOQUIMICA
Pirglise Intermediarios

Gaseificacdo liquidos ou gasosos

Figura 2 - Rotas de aproveitamento do material lignocelulésico
Fonte: PEREIRA JR.et al. (2008)

Os materiais lignoceluldsicos representam a mais abundante fonte de biomassa
residual e sua disponibilidade ndo necessariamente exerce impacto sobre o uso da terra.
Apresentam uma complexa estrutura composta por trés principais substancias, cujas
proporcoes variam de acordo com a espécie vegetal, conforme ilustrado na Tabela 2: celulose,
hemicelulose e lignina (PEREIRA JR. et al, 2008).

A celulose (Figura 3) é o principal componente da parede celular das células vegetais,
sendo constituida por unidades de D-glicose unidas entre si por ligagdes B-1,4 glicosidicas. As
cadeias estdo alinhadas de modo a formar fibrilas organizadas, seja em estruturas cristalinas
ou amorfas. As ligacbes de hidrogénio inter e intramoleculares, as quais em conjunto
apresentam grande forca coesiva, sdo as responsaveis pela estabilizacdo do conjunto
(PEREIRA JR. et al, 2008).
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Tabela 2— Diferentes fontes de materiais lignoceluldsicos e suas respectivas composicoes

Residuo Celulose | Hemicelulose | Lignina | Cinzas
Bagaco de cana-de-agucar 33 30 29 4
Palha de cevada 40 20 15 11
Sabugo de milho 42 39 14 2
Talo de milho 35 15 19 5
Palha de aveia 41 16 11 12
Pinheiro 41 10 27 8
Palha de arroz 32 24 13 12
Casca de arroz 36 15 19 20
Serragem 55 14 21 5
Palha de sorgo 33 18 15 10
Palha de trigo 30 24 18 10
Hardwood 45 30 20 5
Softwood 42 27 18 3

Fonte: Adaptado de KUAD & SINGH (1993); SARROUH (2009)
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Figura 3 - Estrutura da celulose
Fonte: Adaptado de COUGHLAN et al (1985)

As hemiceluloses, por sua vez, sdo macromoléculas ramificadas de baixa massa molar.
Entre suas unidades monomeéricas estdo: xilose, arabinose, glicose, galactose, manose, fucose,
acidos glicurdnico e galacturdnico. As quantidades de cada um destes monossacarideos
dependem da fonte da matéria-prima (EBRINGEROVA & HEINZE, 2000) e a possibilidade
de diversos monémeros, bem como de ramificacdes e ligacdes, contribui para a complexidade
e variedade conformacional da estrutura hemicelulésica. Na Figura 4, estdo ilustradas as
estruturas hemicelulésicas de angiospermas (A) e gimnospermas (B), cujas cadeias lineares

principais sdo formadas por xilanas.

A fracdo hemicelulésica apresenta uma ampla gama de aplicac@es - algumas das quais
estdo expostas na Figura 5 -, sendo facilmente hidrolisada a pentoses (xilose e arabinose) e
hexoses (glicose, galactose e manose) e transformada em etanol combustivel e demais
substancias de valor agregado, tais como 5-hidroximetilfurfural (HMF), furfural, acido
levulinico e xilitol (CANILHA et al., 2003)
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Figura 4 - Estrutura da hemicelulose de angiospermas (A) e gimnospermas (B)
Fonte:SUNNA & ANTRANIKIAN (1997)
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Figura 5 — Produtos potenciais da hemicelulose
Adaptado de PENG et al. (2012)
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A Tabela 3 ressalta as principais diferencas entre a celulose e a hemicelulose.

Tabela 3 - Comparacéo entre celulose e hemicelulose

Celulose Hemicelulose
Heteropolissacarideo composto por pentoses e
Homopolissacarideo de unidades de glicose
hexoses
Alto grau de polimerizagao (2000-18000) Baixo grau de polimerizacdo (50-300)
Arranjos fibrosos Né&o produz arranjos fibrosos
Regides cristalinas e amorfas Regibes amorfas
Hidrolise lenta por acidos diluidos a altas Hidrdlise rapida por &cidos diluidos a altas
temperaturas temperaturas
Insolivel em alcalis Solavel em alcalis

Fonte: MOSIER et al. (2005); PEREIRA JR. et al (2008) e PEDERSEN & MEYER (2010).

As fibras mais flexiveis ricas em celulose e hemicelulose estéo ligadas a lignina - um
material mais duro - por ligacdes de hidrogénio e ligaches covalentes. Trata-se de uma
macromolécula natural, produto da polimerizacdo de trés compostos fendlicos majoritarios
(Figura 6): alcool cumarilico (1), alcool coniferilico (11) e &lcool sinapilico (111). E responsével
por conferir a parede celular dos vegetais rigidez e resisténcia ao impacto, compressdo e dobra
(LEE, 1997).

Figura 6— Precursores primérios da lignina
Fonte: PEREIRA JR. et al. (2008)
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Uma visualizacdo esquematica do arranjo lignocelulésico pode ser conferida na Figura 7.

LIGNINA

CELULOSE == HEMICELULOSE

Figura 7 - Imagem ilustrativa do complexo lignocelulésico
Fonte: Adaptado de PEREIRA JR.et al.(2008)

Além da celulose, hemicelulose e lignina, ha nos materiais lignoceluldsicos outros
compostos em menores propor¢des, como resinas, taninos, acidos graxos, etc. Compostos
nitrogenados sdo encontrados em pequenas quantidades, geralmente na forma de proteinas e,
com relacdo aos sais minerais, os mais frequentes sdo os de calcio, potassio e magneésio
(D’ALMEIDA, 1988 e WAYMAN & PAREKH, 1990).

2.2 Pré-tratamento

O complexo arranjo lignoceluldsico € responsavel por criar obstaculos para a
utilizacdo direta e efetiva destes materiais nos processos de bioconversdo, uma vez que a
estrutura cristalina da celulose a torna bastante resistente a hidrdlise e a associacdo lignina-
celulose forma uma barreira fisica que impede o acesso enzimatico ou microbiolégico ao
substrato. Assim, uma etapa crucial para a geracdo de novos produtos e substancias a partir da
biomassa lignocelulésica € o pré-tratamento, o qual permite a solubilizacdo ou separacdo dos
componentes majoritarios (celulose, hemicelulose e lignina) deste material e,
consequentemente, uma maior digestibilidade. A opcdo pelo tipo de pré-tratamento mais
adequado deve levar em conta a compatibilidade da matéria-prima, das enzimas e dos
organismos a serem utilizados (MENON & RAO, 2012).
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Os tipos de pré-tratamento podem ser divididos em 4 categorias: fisico (cominui¢do do
material mediante fragmentagdo ou moagem); fisico-quimico (explosdo a vapor, catalisada ou
ndo); quimico (hidrolise acida sob condi¢des brandas, ozondlise ou deslignificacdo oxidante)
e biolégico (microbiano ou enzimético), de acordo com o agente responsavel pela alteracéo
estrutural (MC MILLAN, 1994; SUNG & CHENG, 2002).

Devido ao fato de nédo ser do escopo desta pesquisa um aprofundamento nas diferentes
técnicas de pré-tratamento, somente a exploséo a vapor - 0 método mais empregado, também
denominado auto-hidrélise - e a hidrélise acida — utilizada no atual trabalho - sdo descritas em
maiores detalhes. E realizado ainda, ao final, um breve comentario sobre a utilizacdo dos
liquidos ibnicos, uma técnica bastante promissora. Os demais sdo citados na Tabela 4,

acompanhados de suas vantagens e desvantagens.

A técnica de explosdo a vapor € empregada no setor sucroalcooleiro brasileiro com o
objetivo de aumentar a digestibilidade da cana para consumo animal. Basicamente, consiste
em uma compressdo seguida de uma rapida descompressdo. Inicialmente, a biomassa
lignoceluldsica é impregnada de agua a elevadas pressdo (7 a 50 atm) e temperatura (160 a
190°C) (SUN & CHENG, 2002). A seguir, o alivio instantdneo da pressdo ocasiona uma
mudanca na agua da fase liquida para vapor, o que provoca uma forte explosao, responsavel
pela ruptura das ligacOes estruturais do material (NEGRO et al., 2003). Obtém-se, assim, uma
fracdo solida Umida, denominada celulignina, a qual apresenta o complexo lignocelulésico
desorganizado, e uma fase liquida rica constituida por xilanas, xilooligossacarideos e acidos

urdnico e acético.

N&o obstante, nem todas hemiceluloses reagem da mesma maneira a acdo hidrolitica,
uma vez que suas estruturas sao dependentes de sua origem (HAMELINCK et al., 2005; SUN
& CHENG, 2002). As de hardwood - compostas majoritariamente por pentosanas -
apresentam menor resisténcia a hidrolise do que as de softwood — ricas em hexosanas
(RAMOS, 2003).
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Tabela 4 - Alguns métodos de pré-tratamento e suas vantagens e desvantagens

Método

Vantagens

Desvantagens/Limitagdes

Mecanico

Reducéo da cristalinidade da

celulose

Elevado consumo energético

Acidos minerais

Hidrolise da celulose e
hemicelulose; alteragédo da
estrutura da lignina

Perigoso, tdxico e corrosivo

Hidrolise

Alcalina

Remocéo da lignina e
hemicelulose; aumento da area

superficial

Longo tempo de residéncia; formacgéo

de sais irrecuperaveis

LHW (Liquid hot

water)

Remocdo da hemicelulose,
permitindo acesso enzimatico a

celulose

Longo tempo de residéncia; menor

remocéo de lignina

Organosolv

Hidrolise da lignina e

hemicelulose

Necessidade de absor¢éo, evaporacéo,

condensacéo e reuso do solvente

Oxidacéo Umida

Remocéo da lignina;
solubilizagédo da hemicelulose e

descristalizacéo da celulose

Ozondlise

Reducéo do conteddo de lignina;

ndo gera residuos toxicos

Necessidade de grande quantidade de

0zOnio

Exploséao por
CO;

Remocéo da hemicelulose;
descristalizacéo da celulose e

custo-beneficio

Exploséo a vapor

Remocéo da hemicelulose e

alteracdo na estrutura da lignina

Destruicdo incompleta da matriz

lignina-carboidrato

AFEX (Ammonia
Fiber Explosion)

Remocéo da lignina e

hemicelulose

Baixa eficiéncia para biomassa com

alto teor de lignina

Liquidos ibnicos

Dissolucéo da celulose; aumento

da acessibilidade a celulose

Desenvolvimento em estagios iniciais

Fonte: Adaptado de MENON & RAO (2012)
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A explosdo a vapor é capaz de gerar recuperacao do aglicar a0 mesmo tempo em que
utiliza baixos investimentos em capital e ocasiona baixos impactos ambientais, além de

apresentar alto potencial para otimizagdo (FOCHER et al., 1991).

Embora apresente estas vantagens, ha certos problemas inerentes ao processo de auto-
hidrélise. Dentre estes, podemos destacar a destruicdo de uma porcdo da fracdo
hemicelulésica, o rompimento incompleto da matriz lignina-carboidrato (MACKIE et al.,
1985) e a formacdo de inibidores de crescimento celular (LAVARACK et al., 2000).

Nas Ultimas décadas, com o objetivo de se aumentar a eficiéncia do processo de
exploséo a vapor, diversos estudos tém sido conduzidos envolvendo o emprego de agentes
quimicos. A este tipo de processo aplica-se a denominacao "exploséo a vapor catalisada". Os
principais agentes quimicos usados sdo acido sulfdrico, cuja concentragdo varia entre 0,1 e
5% vlv, e anidrido sulfuroso, o qual em solucdo forma &cido sulfdrico. Quando do uso de
acido sulfarico, previamente a explosédo a vapor, o material € embebido em solucdo acida.
ApoOs esta etapa, € realizado o processo de explosdo a vapor propriamente dito. No caso do
emprego de anidrido sulfuroso, é introduzida na fase vapor uma corrente rica neste gas acido.
Em ambas as abordagens a faixa de temperatura e o tempo de exposi¢do nao diferem daqueles
da exploséo a vapor simples (LYND, 1996; OGIER et al., 1999; HAMELINCK et al., 2005).

Por sua vez, o pré-tratamento acido é bastante recomendado quando se busca trabalhar
exclusivamente com a fracdo hemiceluldsica — como € o caso desta pesquisa para producdo de
xilitol, por exemplo - uma vez que praticamente somente esta porcdo do material &
hidrolisada, levando a uma alta concentracdo de xilose em relacdo aos demais acUcares
(AGUILAR et al., 2002; SUN & CHENG, 2002; PARAJO et al., 1998c).

Esta técnica envolve o emprego de &cido concentrado ou diluido — a técnica mais
comum emprega &cido sulfdrico diluido - para romper a rigida estrutura do material
lignocelulésico (MENON & RAO, 2012). Simplificadamente, consiste na adi¢do do acido em
concentracdes na faixa de 0,1 a 5 % p/p, a temperatura entre 110 e 220°C e tempo de
exposicdo de 10 a 180 minutos. O pré-tratamento em mais de um estagio ou combinado a
outra tecnologia pode levar a elevadas eficiéncias (MOSIER, 2005; OGIER et al., 1999;
LYND, 1996). A associacdo desta técnica - responsavel pela remocdo da hemicelulose - a
hidrolise alcalina — capaz de remover a lignina — permite a obtencdo de uma celulose
relativamente pura (MENON & RAO, 2012).
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Durante o processo de hidrélise acida, contudo, ocorre a formacdo de inibidores do
metabolismo microbiano. Estes podem ser desde outros glicidios, tais como manose,
galactose e glucose, 0s quais provocam uma diminuicdo na utilizagdo da xilose
(WINKELHAUSEN & KUZMANOVA, 1998) até acidos, cations de metais e compostos

furanicos.

Dentre os &cidos de efeito inibidor, merece destaque o acético, o qual pode estar
presente em grandes quantidades - da ordem de gramas por litro — no hidrolisado (DU
PREEZ, 1994). De acordo com Felipe et al. (1997), concentracdes desta substancia em
valores superiores a 3 g/L inibem a bioconversdo de xilose a xilitol por Candida
guilliermondii, tendo sido reportadas por Parajé et al. (1998c) concentracGes entre 1,3 e 16,7
g/L de acordo com o tratamento de hidrolise &cida empregada.

Outro inibidor relevante formado no processo de hidrélise acida € o furfural, um
furano formado quando o material lignocelulosico contém pentoses (GUTIERREZ et al.,
2002). Seu efeito toxico se deve a inibicdo da respiracdo e da fosforilagdo oxidativa na célula
(PARAJO et al., 1998c).

Ja o0 emprego de liquidos i6nicos (IL, na sigla em inglés) como solventes para o preé-
tratamento de biomassa lignoceluldsica tem sido bastante investigado desde a ultima década
(FUKAYA et al., 2008; KOSAN et al., 2008; OILIVIER-BERBIGOU et al., 2010). IL fazem
parte de uma classe de solventes com baixos pontos de fusdo (menor do que 100 °C), os quais
permanecem em fase liquida dentro de uma ampla faixa de temperatura, apresentam alta
polaridade, elevadas estabilidades quimica e térmica, pressao de vapor negligenciavel, boas
propriedades solvatadoras e ndo sao inflamaveis (HAYES, 2009; ZAVREL et al., 2009). O
mecanismo de dissolucdo da celulose nestes liquidos ibnicos envolve os &tomos de oxigénio e
hidrogénio dos grupos hidroxila da celulose com a formacdo de complexos elétron-doador e
elétron-aceptor, os quais interagem com os IL. As ligacdes de hidrogénio entre as cadeias
moleculares da celulose sdo rompidas na interacdo dos grupamentos OH destas com 0s
liquidos i6nicos, resultando na dissolu¢do do polimero (FENG et al., 2008; ZHAO et al.,
2012). Como exemplos, os cloretos de 1-alil-3-metilimidazénio (AMIMCL) e de 1-butil-3-
metilimidazénio (BMIMCL) mostraram-se bastante efetivos como solventes para a dissolugdo
da celulose a temperaturas inferiores a 100 °C (ZHU et al., 2006). Os dados disponiveis até
entdo tém reportado a efetividade dos IL no pré-tratamento de biomassa lignocelulésica, como

bagaco (DADI et al., 2006), palha de trigo (LI et al., 2009), madeira (LEE et al., 2009), etc,
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além de terem sido apontados, em sua maioria, como ndo nocivos ao meio ambiente (PU et
al., 2007). Contudo, detalhes do processamento de biomassa lignocelulésica com liquidos
i0nicos ainda estéo sob estudo.

2.3 Hidrolisado hemiceluldsico

Devido ao fato de a producéo de xilitol — o tema desta pesquisa - ter como substrato a
D-xilose, o principal agucar presente na fragdo hemiceluldsica, serd conferida maior énfase ao

estudo desta em detrimento as demais fragcdes do complexo lignocelulésico.

Conforme ja mencionado, a hemicelulose apresenta ramificacbes em sua cadeia e,
consequentemente, regides amorfas. Sua composicao polissacaridica apresenta principalmente
xilanas, arabinanas, arabinoxilanas, mananas e galactomananas, as quais sdo basicamente
formados por pentoses e hexoses, que representam de 10 a 40% do material lignoceluldsico
seco (GERHARTZ, 1990). As xilanas, a partir das quais se obtém a D-xilose, possuem
ligacdes B-1,4 xilanopirosil menos estaveis e mais suscetiveis ao ataque hidrolitico do que as
ligacGes de glicose na celulose, o que torna mais facil a recuperacdo deste monossacarideo
através da hidrolise em écido diluido (JEFFRIES et al., 1985).

Além de todos estes acgucares, no entanto, o hidrolisado hemicelulosico apresenta
inibidores do metabolismo microbiano, a exemplo de HMF, furfural, acido acetico,
compostos fenolicos oriundos da lignina, resinas acidas, taninos e terpenos (JEFFRIES, 1983;
KUHAD & SINGH, 1993). De modo a facilitar a conversdo microbiana, muitas vezes opta-se
pela reducdo ou retirada de tais substancias do hidrolisado, sendo comum o emprego de
carvao ativo (GONG et al.,, 1993). Uma outra maneira de se contornar este obstaculo,
prescindindo da destoxificacdo, consiste na utilizacdo de uma elevada concentracdo de
indculo (FOGEL, 2004).

Reiterando o potencial do material hemicelulésico, o esquema da Figura 8 aponta

diversas rotas possiveis para utilizacdo do mesmo inseridas no contexto da Biorrefinaria.
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Figura 8 — Possiveis rotas para aproveitamento da fracdo hemicelulésica
Fonte: Adaptado de PEREIRA JR. et al. (2008)

2.4 Quimica Verde

Além da Biorrefinaria, outra concepcao bastante em voga — e até mais abrangente -
nestes dias de buscas por mecanismos de producdo mais limpos e maior sustentabilidade € a
da Quimica Verde, também denominada Quimica Ambiental ou Quimica para o

Desenvolvimento Sustentavel.

De acordo com o Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos (CGEE) do Ministério da
Ciéncia e Tecnologia nacional — o qual elaborou um livro contendo o estado atual e as
perspectivas para este setor em territorio brasileiro no periodo de 2010 a 2030 — a Quimica
Verde tem como “objetivo final conduzir agdes cientificas e/ou processos industriais
ecologicamente corretos”, sendo necessario “acoplar os interesses da inovagdo quimica
simultaneamente com 0s objetivos da sustentabilidade ambiental e com os objetivos de carater

industrial e econdmico”.
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O desenvolvimento da Quimica Verde teve inicio na década de 90, notadamente nos
EUA, Inglaterra e Italia, com a introdugdo de novos conceitos e paradigmas para atividades
relacionadas a quimica, abrangendo também os setores industriais e econémicos relacionados.
Com a ampliagdo do movimento, a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) e a Organizagédo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE) uniram
forcas no estabelecimento de diretrizes para o desenvolvimento da Quimica Verde em escala
global.

De forma a elucidar o conceito, a seguir sdo apresentadas algumas definigcdes e
principios da Quimica Verde, a partir de informacdes colhidas na pagina eletrdnica da United
States Environmental Protection Agency ou Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA, na sigla em inglés), no artigo de Lenard&o et al. (2003) e em apresentacdes do
Grupo de Pesquisa em Quimica Ambiental (GPQA) - pertencente ao Instituto de Quimica da
USP (Universidade de S&o Paulo) - disponiveis em www.gpga.ig.usp.br.

2.4.1 Quimica Verde X Remediacédo

Embora a principio, a Quimica Verde possa ser equivocadamente confundida com a
remediagdo, ou seja, a simples opgdo pela “limpeza”, é fundamental estabelecer a diferenca

entre estas abordagens.

A Quimica Verde busca reduzir o potencial poluidor na fonte através da minimizacao
ou eliminacdo dos perigos associados ao uso de matérias-primas, reagentes, solventes e

produtos.

Por sua vez, a estratégia de remediacdo envolve o tratamento de correntes de residuos
ou a limpeza em caso de vazamentos que afetem o meio ambiente. Esta abordagem também
inclui a separacdo das substancias quimicas perigosas dos outros materiais para posterior

tratamento, de forma a anular os riscos associados ou permitir um descarte seguro.

Caso uma tecnologia seja capaz de reduzir ou eliminar produtos perigosos empregados
na remediagdo do ambiente, pode ser qualificada como “verde”. Um exemplo ilustrativo seria
a substituicdo do perigoso adsorvente empregado para remocdo do mercurio do ar para
adequado descarte por um outro também efetivo, porém com a vantagem de ser isento de
riscos ao ambiente ou a saude humana. Assim, o solvente original ndo seria mais produzido e

a estratégia de remediacdo aplicada estaria de acordo com as diretrizes da Quimica Verde.
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2.4.2 Os principios da Quimica Verde

De uma forma geral, os processos e produtos relacionados a Quimica Verde podem ser
divididos em 3 grupos:

e Emprego de fontes renovaveis ou recicladas de matéria-prima.

e Busca por melhor eficiéncia energética, ou seja, 0 consumo de menos energia

para a producdo da mesma - ou maior - quantidade de produto.

e Restricdo ao uso de substancias persistentes, bioacumulativas e toxicas.

Estas categorias, por sua vez, estdo vinculadas a aplicacdo dos Principios da Quimica
Verde. Estes correspondem a um conjunto de 12 diretrizes propostas por John Warner e Paul
Anastas na década de 90 — listados a seguir - com o objetivo de nortear a implantacdo da

Quimica Verde em industrias, centros de ensino ou pesquisas.

1. Prevencdo da formacdo de residuos:

Em um processo, evitar a formacao de rejeitos é mais barato e eficiente do que, uma

vez tendo sido gerado, trata-lo.

Uma das maneiras de avaliar a quantidade de residuos gerados num processo é através
do fator de fator de eficiéncia (E). Este fator corresponde a razdo entre a massa de residuo

total e a massa de produto obtido neste processo:
E = (massa de residuos) / (massa de produto)

No célculo dos residuos devem constar, por exemplo, as quantidades de reagentes em
excesso, solventes utilizados, efluentes liquidos, emissGes gasosas, catalisadores néo

reaproveitados, etc.

De uma forma geral, as industrias com processos de grande escala sdo mais eficientes
em termos da andlise do fator E. Naquelas cujos processos envolvem diversas etapas, a
exemplo da farmacéutica, a necessidade de muitos estagios de purificacdo ocasiona uma
elevada geracdo de residuos e, consequentemente, altos valores deste fator, conforme

explicitado na Tabela 5:

31



Tabela 5 - Valores do fator E para diferentes tipo de industria

Setor Fator E
Commodities <1l-5
Quimica Fina 5->50

IndUstria Farmacéutica 25->100

Fonte: Adaptado de SHELDON (1997)

E fundamental enfatizar que, embora seja uma importante ferramenta, o fator E néo
analisa a natureza ou o impacto causado pelos residuos no ambiente. As substancias quimicas
apresentam tanto um “potencial de polui¢dao”, relacionado a sua capacidade de causar danos a
salde ou ao ambiente diretamente, como um “dano historico”, que envolve a geragdo de

residuos e o consumo de energia e insumos na cadeia produtiva.

2. Economia de 4tomos

Este principio preconiza que as reagfes quimicas envolvidas devem ser capazes de
maximizar a incorporacdo das matérias-primas no produto final, ao invés de gerar

subprodutos ou produtos secundarios.

Isto pode ser medido por inetermédio do conceito de eficiéncia atbmica (EA),
determinada por meio da fracdo da massa dos reagentes que foi incorporada ao produto de

interesse, conforme a equacéo a seguir:

arMM
EA (%) = =P

=——"—100%
Z(aRiMMRi) °

Assim, para o calculo da EA deve ser feita a divisdo da massa molar do produto
(MM,) pela soma da massa molar dos reagentes (MMpg;), sendo que cada massa molar deve

vir multiplicada de seu respectivo coeficiente estequiométrico (ag;).

Generalizando, pode-se compreender o conceito de eficiéncia atdbmica como uma
medida da eficiéncia estequiométrica de uma reacdo. ldealmente, o objetivo é utilizar reacdes

quimicas cuja massa total de reagentes seja incorporada no produto desejado.
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3. Reducdo da toxicidade de reagentes e produtos

Esta diretriz é autoexplicativa e preconiza que 0s processos sejam planejados de forma
que as substancias envolvidas tenham baixa ou, se possivel, nenhuma toxicidade, tanto para

seres humanos como para o ambiente.

Este principio, em conjunto com o 4° e 12° principios — vistos mais adiante -, busca
reduzir o impacto causado tanto mediante a redugdo da quantidade de material gerado como

da diminuicéo de suas periculosidades, persisténcia e toxicidade no meio.

4. Desenvolvimento de produtos sequros e eficientes

Os produtos desenvolvidos devem apresentar a maior eficiéncia possivel para a
aplicacdo a qual séo destinados, de modo que possam ser empregados na menor quantidade
possivel. Além disso, também devem apresentar uma alta degradabilidade.

Como exemplo de aplicacdo deste principio, podemos citar o desenvolvimento do
pesticida Spinetoram pela Dow Agrosciences, o qual foi premiado com o Presidential Green
Chemistry Award para Design Verde de Produto em 2008. O Spinetoram, proveniente de
produtos de fermentacdo naturalmente ocorrentes, € sintetizado em um processo no qual
catalisadores, bem como a maior parte dos reagentes e solventes empregados sao reciclados.
Além disso, age especificamente sobre insetos sensiveis, sendo, portanto, pouco toxico ao

homem.

5. Eliminacdo/melhora de solventes e auxiliares da reacdo

Deve-se evitar o uso de solventes, agentes de separacdo ou outras substancias
quimicas auxiliares. Caso 0s mesmos sejam imprescindiveis, deve-se buscar alternativas

seguras.

6. Otimizacdo do uso de energia

A utilizacdo de energia pelos processos quimicos provoca impactos ambientais e
econémicos e, assim, deve ser feita da forma mais eficiente possivel, seja através do
desenvolvimento de melhores equipamentos ou da otimizacdo de processos. Se possivel, 0s
mesmos devem ser conduzidos a temperatura e pressdo ambientes ou brandas, conforme

geralmente ocorre nos processos biotecnoldgicos.
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7. Emprego de fontes renovaveis de matéria-prima

Com o objetivo de conferir maior sustentabilidade aos processos, o uso de recursos
renovaveis como fontes de matérias-primas e reagentes, sempre que técnica e
economicamente viavel deve ser priorizado no desenvolvimento de novas tecnologias em
detrimento de fontes ndo renovaveis. A opc¢do por matérias lignoceluldsicos, por exemplo,
esta de acordo com este principio.

8. Evitar a formacdo de derivados desnecessarios

Processos que envolvam intermedidrios com grupos protetores ou que apresentem um
maior nimero de etapas por meio da producédo de derivados devem ser evitados. Para que este
objetivo seja atingido, é de grande relevancia o desenvolvimento de catalisadores capazes de
promover uma maior seletividade das reacdes ou, quando possivel, de biocatalisadores, 0s

quais, em muitos casos, apresentam maior especificidade.

9. Utilizacdo de catalisadores

Catalisadores - tdo seletivos quanto possivel - devem ser escolhidos em substituicéo
aos reagentes estequiométricos. ReacGes sem catalise geralmente sdo mais lentas e consomem
maior quantidade de energia. Além disso, deve-se dar preferéncia a catalisadores
heterogéneos, em virtude de sua maior facilidade de separacdo. Assim como no caso do

principio n° 9, o uso de biocatalisadores apresenta-se como uma boa opcao.

10. Desenvolvimento de produtos degradaveis

Os produtos quimicos precisam ser projetados para serem eficientes durante seu tempo
de vida util. Porém, apos este periodo, devem ser rapidamente degradados, fragmentando-se

em produtos inGcuos e que nao persistam no ambiente.

11. Monitoramento em tempo real para prevencdo da poluicdo

Para a otimizacdo dos processos, € fundamental um controle em tempo real,
acompanhado de metodologias analiticas adequadas. Assim, a geracdo de produtos
indesejados ou o desperdicio de materiais e energia poderia ser minimizada. Substancias

nocivas, por exemplo, seriam detectadas antes de sua formacao.
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12. Desenvolvimento de processos intrinsecamente sequros

Durante o planejamento de um processo quimico, deve-se ter como objetivo a reducéao
de seu risco inerente. As substancias (reagentes, solventes, etc), bem como o0s equipamentos e
0S mecanismos de controle e monitoramento, devem ser escolhidas buscando a minimizacéo
do risco de acidentes tais como vazamentos, incéndios e explosdes. Assim, em caso de
acidente ou falhas no processo, os danos sdo limitados em virtude da baixa periculosidade dos
mesmaos.

Diversos dos principios norteadores da Quimica Verde — as diretrizes 7, 8 e 9 listadas
acima, por exemplo; com destaque, no caso desta Ultima, para os biocatalisadores e ndo
simplesmente os catalisadores convencionais — estdo relacionados a bioproducdo de xilitol,

conforme evidenciado a seguir.

2.5 Xilitol

O xilitol, de maneira semelhante ao sorbitol e ao manitol, é classificado como um
acucar alcool ou poliol, cujas nomenclatura oficial e formula quimica séo, respectivamente,
penta-hidroxipentano e CsH;1,0s. Sua molécula apresenta cadeia aberta, com uma hidroxila
ligada a cada um dos atomos de carbono (Figura 9). O nome xilitol, por sua vez, esta
relacionado a xilose, o acucar a partir do qual foi obtido pela primeira vez (MAKINEN,
2000).

Figura 9 — Estrutura molecular do xilitol
Fonte: chemspider.com

E encontrado naturalmente em algumas frutas (morangos, framboesa, ameixa e peras),
folhas (alface, couve-flor, espinafre e chicéria), dentre os quais a ameixa amarela apresenta o
maior teor, com quase 1% de seu peso em massa seca. Também pode ser obtido por
intermédio de um tratamento com acido oxalico de alguns materiais vegetais, a exemplo da

bétula (KIM et al., 1999). Além disso, trata-se de um metabdlito intermediario normal do

35



metabolismo humano, cuja produgdo enddgena situa-se na faixa de 5 a 15 mg/dia com 0,03 a
0,06 mg/ 100 ml presentes na corrente sanguinea (PEPPER & OLINGER, 1988).

Este poliol foi inicialmente descoberto por volta de 1890 e sintetizado pela primeira
vez, em sua forma pura, na década de 1930. Muitas de suas propriedades, no entanto, nao
foram exploradas até o periodo posterior a Segunda Guerra Mundial, com destaque para
estudos pioneiros no Japdo, Alemanha e Unido Soviética (DILLS, 1989).

O racionamento e a escassez de acucar durante o periodo da Guerra também levaram
pesquisadores a desenvolver um processo capaz de obter xilitol a partir de arvores,
particularmente bétula. A finlandesa Finnish Sugar Co. Ltd foi bem sucedida neste aspecto,
porém, apés o fim da Guerra, com a maior disponibilidade de agUcares, o projeto foi deixado
de lado, somente sendo retomado, em larga escala, em 1975, a partir de uma cooperacéo desta
empresa com a F. Hoffman La-Roche (DILLS, 1989).

O interesse primario no xilitol diz respeito ao seu potencial para adogante alternativo.
Em oposicdo aos demais edulcorantes ndo caldricos — sacarina, por exemplo — suas
propriedades sdo similares as da sacarose. Além de ser facilmente diluido em &gua, seu poder
edulcorante € praticamente equivalente ao deste dissacarideo, sendo ainda duas vezes superior
ao do sorbitol e cerca de trés vezes maior do que o do manitol, com a vantagem de um valor
calorico reduzido em 40% quando comparado a estes (MITCHELL, 2003). Sua ingestao ainda
propicia uma sensacao de frescor em virtude de seu calor negativo de dissolucdo (PEPPER &
OLINGER, 1988; AMINOFF et al., 1978).

Outra vantagem extremamente significativa que condiciona o xilitol a ser utilizado
como ingrediente dos alimentos — principalmente para diabéticos - reside no fato de seu
metabolismo ser parcialmente independente de insulina e ndo provocar grandes variacdes no
nivel de glicose no sangue (BASSLER, 1978; BAR, 1991). O mesmo é absorvido pelas
paredes do intestino mais lentamente do que D-glicose e D-frutose através de um processo
passivo, o que o leva a ser reconhecido como uma “glicose com atraso”. Em pessoas
saudaveis, um processo adaptativo nos niveis de atividade das enzimas permite substanciais

aumentos na taxa de absorcao de xilitol (DILLS, 1989).

No que tange a saude bucal, o xilitol também se mostra uma excelente alternativa.
Caéries dentarias representam um mal que aflige individuos de todo o mundo, em diferentes

classes sociais. Uma de suas principais causas € a ingestdo da sacarose - presente em doces e
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produtos de confeitaria — nos periodos entre refeicdes. Desta forma, um ingénuo prazer
cotidiano se torna um problema ao sujeitar nossos dentes ao constante ataque dos &cidos
formados a partir do aclcar pela acdo das bactérias presentes na boca. Uma vez que ndo é
simples convencer as pessoas a abdicar de produtos ricos em agucar — ndo ha como negar que
sdo apetitosos e inclusive contribuem para 0 bom humor —, uma solucéo é o emprego de uma
substancia capaz de oferecer sabor e propriedades semelhantes ao do agUcar tradicional, sem,
no entanto, provocar as indesejaveis céries. O xilitol surge, entdo, como um forte candidato a
preencher esta lacuna. Conforme ja mencionado, suas caracteristicas sdo similares as dos
acucares convencionais, com a exce¢do — bastante vantajosa — de seu efeito anti-cariogénico,
uma vez que as bactérias orais utilizam hexoses para obtencdo de energia, sendo incapazes de
metabolizar pentoses. Este poliol ainda forma complexos estaveis com célcio e demais cations
polivalentes — magnesio, por exemplo — que ajudam na remineralizagdo de dentes e 0ssos.
Nos mercados ja se encontram diversos produtos — chicletes, balas, pastas de dente, etc —
formulados com xilitol, cujo uso em produtos afins teve inicio em 1975 na Finlandia e, alguns
meses depois, nos EUA (DILLS, 1989; MITCHELL, 2003).

Ainda no que diz respeito as vantagens da incorporacdo do xilitol na producédo de
alguns alimentos, convém ressaltar que o mesmo ndo sofre reagdes do tipo Maillard,
responsavel tanto pelo escurecimento como pela reducdo do valor nutricional de proteinas
(PARAJO et al., 1998a).

A classificacdo, pelo Departamento de Energia dos Estados Unidos, do xilitol como
um importante building block (ja& mostrado na Tabela 1) confere ainda maior importancia a
substancia, que dentro da ampla conjuntura da Biorrefinaria, pode dar origem a uma série de
derivados de maior valor agregado, cujos grupos sao destacados na Figura 10 e comentados
brevemente em seguida, a partir de informacBes contidas no relatério do proprio DOE
(PNNL/NREL 2004)
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Figura 10 — Derivados possiveis do xilitol dentro do contexto da Biorrefinaria
Fonte: PNNL/NREL (2004)

Acido xilonico: A conversdo do xilitol em &cido xildnico envolve oxidagio
seletiva. A quimica da reacdo ja foi demonstrada para a conversao de sorbitol em
acido gluconico, porém com baixos rendimentos, sendo a separacdo deste dos
demais produtos da mistura bastante problematica. Altos rendimentos para a
obtencdo de &cido xilénico requerem o desenvolvimento de catalisadores e de
processos que tenham somente o oxigénio como agente oxidante, em detrimento
dos é&cidos nitrico e peracético. Estima-se que para que a tecnologia seja

comercialmente vidvel os rendimentos devem ser elevados, da ordem de 90%.

Glicdis: A conversdo de xilitol a propilenoglicol e etilenoglicol ocorre por meio da
hidrogenolise. Rendimentos da ordem de 80% ja foram demonstrados e valores de
cerca de 90% contribuiriam positivamente para a questdo da viabilidade
econbmica do processo. O desafio consiste em obter correntes de D-xilose puras a
baixo custo. Uma possivel alternativa seria um processo com uma mistura de
acucares que incluisse, além deste sacarideo, glicose e arabinose, com a conversao

a propilenoglicol como produto primario e etilenoglicol como secundario.
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Polimerizacdo direta: Copolimerizacdo com outros glicois para o mercado de
resinas de poliéster insaturadas seria uma grande oportunidade. Outras reacfes de
polimerizacdo diretas formariam poliésteres que necessitariam ter suas
propriedades avaliadas e comparadas as dos demais. Polimeros com subunidades
de cinco carbonos apresentam propriedades diferentes.

Em 2010, Bozell & Petersen propuseram uma revisdo da lista de building blocks de

2004 com base em recentes avangos observados nos produtos de base bio. Alguns novos

compostos, tais como biohidrocarbonetos e acido latico, foram adicionados, enquanto outros

foram omitidos, a exemplo dos &cidos aspartico e glutamico. O artigo, contudo, destaca que a

ndo inclusdo de uma dada substéncia ndo significa que a mesma néo seja digna de atengéo ou

isenta de mérito, mas somente que, de acordo com o recente estado da tecnologia, ha outros

substitutos com maior potencial no momento. De acordo com os autores, o xilitol esta

novamente destacado como um importante bloco de construcdo por obedecer aos seguintes

critérios estipulados para avaliacéo:

O composto ou tecnologia recebeu a significativa atencdo por parte da literatura
recentemente: sdo reportadas muitas pesquisas que identificam tecnologias e

estruturas de relevancia para a Biorrefinaria.

A tecnologia aplicada para a substéncia é ampla o suficiente para abarcar uma
gama variada de produtos: de maneira similar a inddstria petroquimica, as
tecnologias mais valorizadas s@o aquelas dotadas de flexibilidade, ou seja, capazes

de se adaptar a producéo de variadas substancias.

O composto exibe forte potencial como plataforma: uma substancia que sirva de

matéria inicial confere a Biorrefinaria adaptabilidade e flexibilidade.

A substancia pode ser utilizada como um building block primario no contexto da
Biorrefinaria: exibe funcdo analoga as olefinas, BTX, ao metano e CO na refinaria

petroguimica.
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e A producgdo comercial do composto a partir de fontes renovaveis de carbono esta
bem estabelecida: a utilidade potencial da substancia é incrementada uma vez que
seu processo de producdo seja reconhecido pela industria.

2.5.1 Produgéo de xilitol

Conforme previamente mencionado, o xilitol é encontrado naturalmente em uma
grande variedade de frutas e vegetais. Contudo, devido a baixa concentracdo — inferior a 900
mg/100 g - sua extracdo se torna invidvel do ponto de vista econémico (HYVONEN et al.
1982; PEPPER & OLINGER, 1988).

Assim, para producfes em larga escala, opta-se por um processo quimico de reducgdo
da D-xilose obtida a partir de hidrolisados de madeira. Este procedimento inclui quatro
etapas: hidrolise acida da materia vegetal; purificacdo do hidrolisado para uma solugdo pura
de D-xilose ou de D-xilose cristalina; hidrogenacdo da D-xilose a xilitol e cristalizacdo do
xilitol (AMINOFF et al., 1978). O aspecto critico desta técnica consiste na purificacdo da D-
xilose do hidrolisado. Embora cromatografia idnica seja empregada para remocéao de sais e
produtos de degradacdo (NIKOLAEV et al., 1983), os diferentes aglcares presentes no
hidrolisado ndo sdo passiveis de separacdo desta maneira, 0 que se torna um problema, visto
que, durante a hidrolise acida, além de D-xilose também sédo liberados arabinose, manose e
galactose (PARAJO et al., 1998a). A propria etapa de hidrogenacdo também enfrenta
obstaculos em virtude da formacédo de subprodutos, a exemplo de xilulose por isomerizagéo, a
qual pode ser hidrogenada a arabitol (MIKKOLA et al., 2000).

Entre outras desvantagens da rota quimica tradicional para producdo de xilitol,
podemos citar: altas temperaturas - proximas a 140 °C - pressdes elevadas - da ordem de 50
atm - a inespecificidade do catalisador — tipo Niquel-Raney —, levando a reacGes paralelas e
subprodutos e rendimentos de conversdao em torno de 40 % (GUERRANTE, 1996). Um
fluxograma simplificado da via quimica de producédo, a partir da fibra de milho, esta ilustrado

na Figura 11:
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Figura 11 — Fluxograma da producéo de xilitol por rota quimica empregando fibra de milho como
matéria-prima
Fonte: Adaptado de LAROSA (2002) e SARROUH (2009)

Esta conjuntura com diversos aspectos desfavoraveis aponta para a busca por
alternativas ao processo convencional, com destaque para a producdo biotecnoldgica do
xilitol. Algumas de suas vantagens envolvem o emprego de condicdes mais brandas de
temperatura e pressao (CUNHA, 2006; SANTOS, 2005); a ndo necessidade de utilizacdo de
D-xilose pura, desde que se utilize o agente bioldgico indicado (SARROUH & SILVA, 2008)
e a ndo formacao de residuos toxicos cujas remocdes sejam necessarias durante a purificacdo
(TADA et al., 2004).

Diferentes espécies de micro-organismos ja foram avaliadas para a producéo de xilitol
por bioconversdo. Embora algumas bactérias e fungos sejam capazes de conduzir o0 processo,
muitos estudos, bem como o presente trabalho, empregam principalmente leveduras, dentre as
quais as do género Candida merecem destaque (ALBUQUERQUE et al., 2014).
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As leveduras deste género sdo classificadas, de acordo com a taxonomia, no Reino
Fungi, divisdo Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes, familia
Cryptococcaceae. Em meio solido, apresentam colénias Umidas, cremosas, de aspecto liso ou
rugoso, e coloragdo branco-amarelada. Visualizadas em microscopio, as células sdo globosas,

ovaladas ou ovaladas alongadas, medindo, em média, de 3 a 14 um (LOURENCO, 2009).

Alguns estudos, contudo, lancaram méo de bactérias e ainda assim obtiveram bons
resultados para producdo de xilitol, embora, de uma forma geral, com resultados inferiores
aqueles obtidos quando da utilizacdo de Candida. Entre estes, convém mencionar o trabalho
de Rangaswamy & Agblevor (2002), no qual foram testados 17 diferentes culturas bacterianas
dos géneros Serratia, Cellulomonas e Corynebacterium em frascos agitados por 48h a 130
min . Os melhores resultados foram obtidos para a linhagem Corynebacterium B-4247, que
apresentou as maiores taxas de producéo, atingindo concentracdes de xilitol de 10,05 g/L.

Também ha relatos na literatura de experimentos conduzidos com bactérias
geneticamente modificadas. Cirino et al. (2006), empregando a linhagem Escherichia coli
W3110, reportaram concentracdes de 80 g/L de xilitol apos 80 h em frascos agitados a 30 °C
e 250 min .

Por sua vez, para o emprego de fungos filamentosos, no trabalho de revisdo de Parajo
et al. (1998a) é relatada a producdo de xilitol pelos seguintes géneros: Penicillium,
Aspergillus, Rhizopus, Gliocladium, Byssochlamys, Myrothecium, Neurospora e Mucor. Mais
recentemente, Berghall et. al (2007) e Dashtban et al. (2013), utilizando, respectivamente,
Hypocrea jecorina e Trichoderma reesei— este em versdo geneticamente modificada —

também reportaram producdo de xilitol.

O xilitol, no caso das leveduras, é produzido como metabdlito intermediario durante o
catabolismo da xilose — em duas etapas -, no qual estdo envolvidas duas enzimas
fundamentais para o processo: Xilose redutase, dependente de NADPH, e Xilitol
desidrogenase, dependente de NAD" ou NADP*. A primeira é responsavel pela redugdo da D-
xilose a xilitol, enquanto, sob a acdo da segunda, este é oxidado a xilulose (ALBUQUERQUE
et al., 2014). A situacdo metabdlica favoravel para a producdo de xilitol é aquela em que as
enzimas Xilose redutase e Xilitol desidrogenase estdo associadas a cofatores diferentes, ou
seja, NADPH na primeira reacio e NAD™ na segunda. Assim, mediante o controle da aerag&o

do meio, pode-se “regular” a regeneragdo do cofator oxidado na via metabolica, propiciando
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uma maior taxa de conversdo de xilose a xilitol, porém de forma a ainda permitir que uma

parte da fonte de carbono seja consumida para a plasticidade celular (FOGEL, 2004).

Em seguida, ha a conversao de xilulose a xilulose-5-fosfato, condi¢do necessaria para
que as pentoses possam ser utilizadas nas vias metabdlicas centrais, com a consequente
insercdo no ciclo das pentoses-fosfato, o qual é composto de duas fases: uma oxidativa,
responsadvel pela conversdo de hexoses-fosfato em pentoses-fosfato, com geracdo
concomitante de NADPH e outra etapa ndo-oxidativa, em que as pentose-fosfato séo
convertidas a hexose e triose fosfato, sendo gerados gliceraldeido 3-fosfato e frutose 6-
fosfato, os quais podem ser convertidos a piruvato na Glicélise (WINKELHAUSEN &
KUZMANOVA, 1998). Um esquema simplificado do metabolismo de D-xilose em leveduras

pode ser visualizado na Figura 12:
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Figura 12 — Via metabdlica de D-xilose em leveduras
Fonte: PARAJO et al (1998a).
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Para 0 género Candida, a oxigenacao é um fator preponderante na producéao de xilitol

a partir de xilose. Sob condic¢des limitadas de oxigenacéo, ndo ocorre a reoxidacdo de todo

NADH gerado na segunda reagdo do catabolismo, o que ocasiona um desbalanceamento no

potencial REDOX da célula, com maior quantidade de cofatores reduzidos do que oxidados e,

consequentemente, o acimulo do produto — xilitol — de interesse (ALBUQUERQUE et al.,

2014).

Barbosa et al. (1988) propuseram um modelo para o calculo do rendimento tedrico

maximo em xilitol a partir de xilose por leveduras considerando o crescimento celular

negligenciavel. A modelagem do processo estd fundamentada em 4 hip6teses.

V.

Na primeira das duas principais reagdes envolvidas no catabolismo de D-xilose,
esta € reduzida, pela acdo da Xilose redutase, a xilitol, utilizando,
majoritariamente NADPH, enquanto na segunda reacdo a oxidacéo de xilitol a

xilulose, mediada pela Xilitol desidrogenase, emprega principalmente NAD".

Com relacdo aos mecanismos pelos quais os cofatores sdo regenerados
considera-se que: em condi¢des aerObicas toda D-xilose é reduzida a xilitol
utilizando NADPH como cofator; NADPH é regenerado a partir do NADP" pela
via das pentoses-fosfato; todo xilitol é oxidado a xilulose empregando NAD"

como cofator, o qual é reoxidado a partir do NADH por meio da via respiratoria.

Leveduras, em geral, ndo apresentam um mecanismo, a exemplo da atividade

transidrogenase, para interconversao entre NADH e NADPH.

Em condicGes de auséncia de crescimento celular, o xilitol é oxidado somente

para fins de regeneracdo de NADPH e todo excesso do poliol é excretado.

Com base nestas premissas, Barbosa et al (1988) levaram em conta 0s seguintes

balancos e equacoes:

6 xilose + 6 NADPH — 6 xilitol + 6 NADP* (1)

6 xilitol + 6 NAD* — 6 xilulose + 6 NADH (2)

6 NADH +30,+ 18 ADP + 18 P - 6 NAD" + 18 ATP + 24 H,0 (3)
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6 xilulose + 6 ATP — 6 xilulose 5 — fosfato + 6 ADP (4)
6 xilulose 5 — fosfato + H,0 -5 glicose 6 — fosfato + P (5)
5 glicose 6 — fosfato + 60 NADP* + 35 H,0 — 60 NADPH +30C0,+ 5P (6)
Pelo balanco das equagdes (1) a (6):

6 xilose + 54 NADP* + 12 ADP + 12 P + 12 H,0 + 3 0,
— 54 NADPH + 12 ATP + 30 €O, (7)

54 NADPH + 54 xilose — 54 xilitol + 54 NADP™* (8)
E, finalmente, a partir das equacdes (7) e (8), tem-se a equacéo geral:
60 xilose + 12 ADP + 12 P + 12 H,0 + 3 0, — 54 xilitol + 12 ATP + 30 C0, (9)

Assim, de acordo com o0 modelo proposto, 0 maior rendimento possivel € de 0,9 mol
de xilitol por 1,0 mol de D-xilose consumida. Em termos de massa, isto significa que 150,19

do sacarideo podem ser teoricamente convertidos a, no maximo, 136,99 do poliol.

Durante esta dissertacdo, contudo, para fins de simplificacdo — e tendo em vista a
proximidade dos valores acima apresentados —, adotou-se uma conversdo de 1:1 de D-xilose

em xilitol.

2.5.2 Principais variaveis de processo

A bioconversdo de D-xilose a xilitol € um complexo processo sujeito a influéncia de
uma série de fatores, como linhagem, concentracdo inicial de inoculo, condigdes de cultivo,
composicdo e natureza do meio — hidrolisados lignocelul6sicos, além de conter outros
acucares alem de D-xilose apresenta também, conforme ja comentado, compostos inibitorios
—, pH, temperatura, taxa de aeracdo e fontes de nutrientes (carbono, nitrogénio, vitaminas). O
controle adequado destas variaveis é de extrema relevancia para uma boa eficiéncia na
obtencdo do produto desejado (ALBUQUERQUE et al., 2014).

2.5.2.1 Temperatura

Estudos que empregam leveduras para a producdo de xilitol geralmente séo
conduzidos a temperaturas na faixa de 30 a 37°C. Contudo, esta condi¢cdo pode variar de

acordo com o micro-organismo utilizado (ALBUQUERQUE et al., 2014).
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No caso, por exemplo, de Kluyveromyces marxianus, suas caracteristicas
termotolerantes sdo responsaveis por destacd-lo na fermentacdo, uma vez que ha aumento da
velocidade das reacdes enzimaticas e reducdo dos riscos de contaminacdo (NONKLANG et
al., 2008). O trabalho de Rodrussamee et al. (2011), o qual fez uso da linhagem K. marxianus
DMKU3-1042, é bastante representativo deste fato. Ao se investigar a producédo de xilitol em
diferentes temperaturas (30, 40 e 45°C) constatou-se que a maior produgéo ocorreu a 40°C (7
g/L). Observou-se ainda crescimento celular e consumo de agucar nas trés diferentes
temperaturas avaliadas, havendo reducéo da taxa do primeiro com o aumento de temperatura,

sem, contudo, haver estagnacdo do mesmo.

Outro interessante estudo conduzido com micro-organismos termotolerantes a 40 °C
foi realizado por Prakash et al. (2011), os quais empregaram Debaryomyces hansenii livres e
imobilizadas para a producdo de xilitol a partir de meio sintético contendo D-xilose e
hidrolisado de bagaco de cana destoxificado com carvéo ativo e resinas de troca idnica. Em
ambos 0s casos, 0 rendimento e a produtividade de xilitol foram superiores no caso dos
micro-organismos imobilizados. Embora, para o meio contendo hidrolisado, em termos do
fator Ypss, 0s resultados tenham sido inferiores (0, 69 g/g) aqueles com meio sintético (0,76
g/g para celulas livres e 0,82 g/g para imobilizadas), ainda assim a taxa de conversdo foi

bastante elevada.

Para as células de Candida guilliermondii, conforme ficou demonstrado pelo trabalho
de Barbosa et al. (1988) - bastante citado na literatura -, a faixa de temperatura 6tima para

rendimento em xilitol situa-se entre 30 e 35°C.

2.5.2.2 pH

O pH constitui-se em outro relevante fator para a bioconversdo de xilose em xilitol e 0
valor 6timo depende da levedura adotada no processo (PARAJO et al., 1998b). Para
Petromyces albertensis, por exemplo, as maiores concentracfes em xilitol foram obtidas a pH
na faixa de 6,0 a 7,0 (DAHYIA et al., 1991), enquanto para Candida guilliermondii
(MEYRIAL et al., 1991) e Candida tropicalis (HORITSU et al., 1992), os valores 6timos

reportados foram de 6,0 e 4,0, respectivamente.

Em condicBes ndo controladas deste parametro, recomenda-se iniciar em valores de

pH superiores devido & geracdo de 4cidos (PARAJO et al., 1998a).
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Em um dos primeiros estudos a se avaliar a influéncia do pH no processo, Gong et al.
(1981), utilizando leveduras da espécie Candida tropicalis, reportaram as maiores conversdes
de D-xilose a xilitol em pH igual a 8,0, havendo reducdo na producéo do poliol quando da
alteracdo do carater basico para acido do meio. Este resultado, contudo, parece ndao corroborar
estudos posteriores, os quais indicam melhores resultados a niveis mais acidos ou préximos

da neutralidade.

O trabalho de Felipe et al. (1997) apresenta um interessante estudo acerca do efeito do
pH na bioconversdao de D-xilose a xilitol - a partir de hidrolisado de bagaco de cana -
utilizando Candida guilliermondii FT1 20037. A niveis de pH inferiores a 4,5 o consumo de
acucar e, consequentemente, a formacdo de xilitol, foram inibidos. Os melhores resultados
ocorreram a pH 5,5, com uma produtividade volumétrica de 0,57 g/L.h e um fator Ypss
equivalente a 0,75 g/g.

Este trabalho é corroborado pela posterior pesquisa de Rodrigues et al. (2003), a qual
utilizou hidrolisado de bagaco de cana de agUcar e na qual foi demonstrada que a alteracdo do
pH de fermentacdo exerceu grande influéncia sobre o processo. A elevacao deste de 3,5 para
5,5 foi responsavel por uma reducdo do tempo de fermentacdo de 116h para 48h, nédo
havendo, porém, quaisquer efeitos significativos quando da variacdo de pH de 5,5 para 7,5. A
produtividade volumétrica maxima em xilitol (0,75g/L.h), assim como no trabalho de Felipe
et al. (1997), foi alcancada a pH 5,5, enquanto o maior rendimento em células (Yxs) ocorreu
apH?75.

O acido acético, um dos principais inibidores presentes no hidrolisado hemicelulésico,
é indicado como um dos responsaveis pela baixa fermentabilidade a niveis inferiores de pH.
Isto se deve ao fato de que em meios mais acidos predomina a forma ndo dissociada deste
acido, a qual é capaz de difundir-se através da membrana celular e, ao chegar ao citosol e se
deparar com valores mais elevados de pH, sofrer dissociacéo, provocando a diminuicdo do pH
intracelular até niveis inferiores ao limite fisioldgico (PARAJO et al., 1998c). Hahn-Hagerdal
et al. (1994) reportaram que a toxicidade do acido acético pode estar associada a inibicdo do
transporte de D-xilose através da membrana celular, bem como a inducéo da Xilose redutase
NAD(P)H-dependente e Xilitol desidrogenase NAD'-dependente, as quais, conforme ja
comentado, sdo responsaveis pelas etapas iniciais de conversdo da D-xilose a xilitol em

leveduras.
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2.5.2.3 Concentragdo inicial de indculo, substrato e aeracéo

A aeracdo é um fator de suma relevancia para a assimilacdo de agUcar por parte de
leveduras dos géneros Candida, Hanensula, Klyuveromyces e Pichia (SIMS et al., 1978).

A espécie Candida guilliermondii, conforme investigado por Meyrial et al. (1991)
mostrou-se capaz de converter xilose a xilitol em condi¢gBes microaerdfilas, com valores de
Yepis equivalentes a 0,63 g/g. Este mesmo estudo também lancou luz sobre a questdo da
tolerancia desta espécie de levedura ao substrato, contemplando varia¢es da concentracdo de
xilose na faixa de 10 a 300 g/L. Um aumento na concentracdo do agUcar levou a ativacdo da
producdo de xilitol, cujo rendimento também apresentou elevacdo quando das maiores
concentragdes de xilose, com valor maximo do fator Yps de 0,75 g/g obtido para 300 ¢/l
iniciais de substrato. A taxa de producdo do poliol, no entanto, somente apresentou elevagéo
até uma concentracdo de xilose inicial de 200 g/L. O crescimento celular, por sua vez, sofreu
inibicdo quando do aumento da quantidade de substrato, havendo entre estes dois fatores uma

relagéo inversamente proporcional.

No que diz respeito a concentracdo inicial de indculo, cabe ressaltar a pesquisa
conduzida por Cao et al. (1994). VariacGes da densidade celular inicial, de 3,8 a 26 g/L,
provocaram um incremento linear na taxa de producdo de xilitol. Contudo, a taxa especifica
de formacdo do poliol (g/g.h) experimentou um ligeiro decréscimo a altas concentracdes

celulares.

Em experimentos com biorreator, Aguiar Jr. et al. (2002) demonstraram que 0S
maiores rendimentos e produtividade em xilitol foram alcancados para as menores taxas de
aeracdo investigadas. Por outro lado, nesta mesma condicdo, foi constatada diminuicdo no
tempo total para consumo do substrato e aumento no fator Yxs. Ao se trabalhar com
diferentes niveis de concentracdo inicial de inoculo (1,0 e 4,0 g/L), ficou evidente a
necessidade de se compatibilizar o suprimento adequado de oxigénio com a massa celular do
sistema. A menores concentracdes celulares, as maiores producdes em xilitol ocorreram para
a menor aeracdo avaliada. Contudo, ao se elevar a taxa de oxigenacdo para uma mesma
concentracdo celular, o fator de rendimento em xilitol por xilose consumida apresentou
decréscimo e o de rendimento em células aumentou. Ja para o inoculo inicial de 4,0 g/L o

incremento na aeracdo exerceu efeito positivo no sentido da geragédo do poliol.
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A interdependéncia entre taxa de aeracdo, crescimento celular e demandas especifica e
global de oxigénio foi demonstrada no trabalho de Gimenes et al. (2002). A taxa de aeracéo
afetou tanto a produtividade volumétrica (Qp) como o fator de rendimento em xilitol (Ypys).
Corroborando resultados prévios da literatura, o esgotamento da xilose foi mais rapida quando
da maior disponibilidade de oxigénio (k,a =108 h™). Por sua vez, o maior rendimento em
xilitol (Yps=0,84 g/g) foi obtido para a taxa intermediéria de aeracéo (43 h™). Para o menor
suprimento de oxigénio (k a= 15 h™), apés 48 horas de fermentago, ndo houve consumo total
da xilose, além do rendimento e da produtividade terem sido inferiores. Este trabalho também
procurou elucidar o efeito da concentragéo inicial de substrato - numa faixa de 50 a 200 g/L -
sobre a demanda de oxigénio. Para concentracfes iniciais do aglcar de 150 e 200 g/L houve
inibicdo, ndo havendo consumo do mesmo antes de 18 e 24h, respectivamente. Assim, a
produtividade foi menor para meios mais ricos em agucar. Contudo, em termos do fator Y p/x,
houve aumento de 9 para 20,6 gramas de xilitol por grama de massa celular formada. Para
todas as concentracdes de xilose estudadas, a demanda global de oxigénio (OUR, na sigla em
inglés) cresceu proporcionalmente ao crescimento celular, havendo estabilizagdo do mesmo
uma vez atingida a fase estacionaria de crescimento do micro-organismo. A demanda
especifica de oxigénio (SOUR, na sigla em inglés), porém, se comportou de modo diferente.
Até o inicio da fase exponencial, 0 mesmo apresentava crescimento, instante a partir do qual
houve diminuigdo. O incremento nas concentracdes do agucar provocaram um aumento no
SOUR de 265 a 370 mg O,/(g de cél.h) e na OUR de 2,08 para 2,55 g de O/L.h,

evidenciando a influéncia do substrato sobre a demanda de oxigénio.

Somente houve crescimento celular significativo durante a fermentacdo para a maior
disponibilidade de oxigénio estudada, com o concomitante aumento da demanda global de
oxigénio. A demanda especifica de oxigénio, contudo, cresceu até atingir um valor maximo

coincidente com o inicio da fase exponencial, a partir da qual houve decréscimo.

O trabalho de Faria (2000) também contribuiu bastante para elucidar questdes relativas
aos efeitos da concentracédo inicial de D-xilose sobre o crescimento celular e a producdo de

xilitol e ao suprimento de oxigénio.

Ao avaliar concentracdes iniciais de substrato na faixa de 50 a 200 g/L, Faria (2000)
verificou que, a excecdo do caso de maior concentra¢do (201 g/L), no qual a xilose ndo foi
totalmente consumida e apenas 50,1 g/L de xilitol foram formados ap6s 192 horas de

fermentacdo, ocasionando uma baixa produtividade (0,26 g/L.h), nos demais a quantidade de
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poliol aumentou com a elevacdo da carga inicial de substrato. O melhor rendimento em
celulas (Yxss igual a 0,25 g/g) foi alcangado para a menor concentracéo de agucar investigada
(55 g/L) - com decréscimo para os casos de 122 g/L e, principalmente, de 201 g/L -, ao passo
que o maior fator de conversdo de substrato em produto (Yps igual a 0,61 g/g) foi alcancado
para 80 g/L, ainda que a 55 g/L e 201 g/L, os valores tenham sido bem proximos, da ordem de
0,55 g/g e 0,57 g/g, respectivamente.

Neste mesmo estudo, foram conduzidas fermentagdes, com concentragéo inicial de D-
xilose de 80 g/L, a diferentes concentracfes minimas de oxigénio dissolvido de 30%, 1% e
0,5% da saturacdo. Para a bioconversdo em meio com 30% de O, ou seja, com abundéncia do
mesmo, foi favorecido o crescimento celular, em detrimento da formagéo de xilitol, o qual
nem mesmo foi acumulado, o que estd de acordo com a bioquimica do processo, segundo a
qual um excesso de oxigénio é responsavel pela reoxidagédo do cofator envolvido na reacao de

conversao do poliol a xilulose pela acdo da Xilitol desidrogenase.

Ao se restringir a disponibilidade de O, para 1%, o xilitol, ainda que em pequenas
quantidades, foi excretado, possivelmente em virtude de um discreto desbalanceamento do
potencial redox. Contudo, o prosseguimento do consumo de agucar ndo foi acompanhado por
um aumento da formacdo do poliol, o qual, inclusive, sofreu reducdo de sua concentracdo no
meio, fato este que Faria assume ser consequéncia do restabelecimento, por parte da célula, do
equilibrio entre os cofatores envolvidos nas reacGes de formacdo e consumo de xilitol. Para
este caso, o rendimento em células (0,42 g/g) foi inferior ao do anterior (0,51 g/g), de acordo
com 0 que seria esperado a partir da reducdo da oxigenacdo, com concentracdes finais de

cerca de 22 g/L.

Para uma concentracdo de oxigénio a 0,5% da saturacdo, houve uma nova reducédo no
fator Yxs, equivalente a 0,38 g/g. O total de xilitol formado foi de 15,2 g/L, correspondendo a
um fator de rendimento em xilitol (Ypss) de 0,31 g/g. Nesta condigdo, o baixo suprimento de
O, ja ndo parece ser capaz de regenerar o NAD", o que explica o fato do continuo acimulo de

xilitol até o esgotamento da xilose.

2.6 Trabalhos prévios do LADEBIO

E fundamental ressaltar 5 trabalhos prévios desenvolvidos no Laboratério de
Desenvolvimento de Bioprocessos (LADEBIO) acerca da producdo de xilitol por leveduras
do tipo Candida guilliermondii. Afinal, desde o principio da presente dissertacdo, estes
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exerceram um importante papel no sentido de nortear e indicar novos caminhos. Dois deles —
0 de Faria (2000) e o de Gimenes et al (2002) — ja foram referenciados, de modo que a seguir

sao tecidos comentarios sobre os demais.

Um dos pioneiros foi o de Sa (1993), durante o qual foi realizada uma triagem para se
investigar a acdo de 12 linhagens distintas de leveduras, oito delas da espécie Candida
guilliermondii e as demais de Pichia stipitis, espécie atualmente denominada Sheffersomyces
stipitis. Tendo por pardmetro de avaliagdo o fator de rendimento em xilitol por xilose
consumida (Ypss), Candida guilliermondii 50088 IM/UFRJ foi eleita. As linhagens de Pichia,
por sua vez, apresentaram maior capacidade de producdo de etanol em detrimento a do poliol
desejado.

Uma vez selecionada a linhagem adequada, foram conduzidos experimentos em
frascos agitados a fim de se avaliar o efeito do grau de aeragéo através do parametro k a. Foi
constatado que o crescimento celular, o consumo de D-xilose e a produtividade aumentaram
com uma elevacdo do fornecimento de oxigénio. Em relacdo a produtividade, este resultado
parece ndo estar de acordo com o que seria esperado, uma vez que, de acordo com a
bioguimica do processo, a producao de xilitol é favorecida em condicGes de aeracdo restrita.
Contudo, a prépria autora defende a hipdtese de que tal fato se deva a utilizacdo de frascos
agitados, os quais ja apresentam baixas transferéncias de oxigénio — possivelmente condic6es

limitantes -, contribuindo, assim, para o acumulo do produto de interesse.

Em 1996, Guerrante deu continuidade ao trabalho anterior, empregando a linhagem
previamente selecionada por Sa (1993). Importantes questdes foram investigadas e

elucidadas, neste trabalho, as quais sdo listadas e comentadas de forma breve a seguir:

e Imprescindibilidade do extrato de levedura: quando da auséncia deste componente
nos meios de crescimento e de fermentacdo ndo foi sequer constatada qualquer

producdo de xilitol.

e Efeito da aeracdo em reator CSTR: 0s maiores rendimentos em termos de xilitol
formado por xilose consumida foram obtidos para a menor condicdo de aeragdo
empregada (0,08 vvm). A produtividade volumétrica, contudo, alcangou seu maior

valor a 0,25 vwm.
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e Fermentacdo em meio hidrolisado sintético: os bons resultados em termos dos
fatores Yps (0,61 g/g) e Qp (0,53 g/L.h) permitiram vislumbrar futuras

fermentagdes em hidrolisados hemiceluldsicos reais.

e Xilitol é um soluto compativel: Esta talvez seja a contribuicdo mais interessante do
estudo para uma maior compreenséo dos mecanismos envolvidos na produgdo de
xilitol. Ao se aumentar a concentracdo inicial de xilose no meio de 50 a 300 g/L,
ou seja, tornando a pressdo osmética do meio cada vez maior e as condi¢cdes mais
adversas, houve uma elevagdo no fator de rendimento em xilitol por biomassa
formada de cerca de 300% (Figura 13).
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Figura 13 — Influéncia da concentracéo inicial de D-xilose no fator Ypx

A dissertacdo de Fogel (2004), através de técnicas de Planejamento Experimental,
buscou otimizar a hidrélise acida em frascos conicos. Ao investigar a adicdo de fontes
nitrogenadas ao hidrolisado, os melhores resultados foram obtidos para ureia, a uma
concentracdo Otima de 1 g/L. Para a fermentacdo conduzida em biorreator a elevada
concentracdo de indculo inicial foi capaz de contornar efeitos inibitorios do hidrolisado, sem
haver a necessidade de destoxificacdo do mesmo. A Tabela 6 compara os resultados obtidos

em biorreator aqueles em frascos.
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Tabela 6 — Comparacéo entre os resultados obtidos por FOGEL (2004)

Parametro | Frasco (ureiaalg/L) | Frasco sem fonte de N Biorreator
Yeis (9/9) 0,440 0,272 0,486
Qr (g/L.h) 0,323 0,085 0,837

t (h) 75 > 127 30

A operacdo em biorreator, com controle de pH (na faixa de 6,0 a 7,0), aeragéo e adi¢do

de ureia ja na condigdo otimizada propiciou resultados superiores, com maiores rendimento e

produtividade e grande redugéo do tempo de fermentagéo.
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O emprego de leveduras da espécie Candida guilliermondii para a producéo de xilitol
a partir de materiais lignoceluldsicos constitui-se numa interessante possibilidade tecnoldgica,
a qual esta inserida em um contexto de busca por materiais renovaveis, compativel com os
ideais da Quimica Verde, e capaz de se integrar a Biorrefinaria, inclusive como um
importante building block, aspecto de extrema relevancia na concretizacdo de uma economia
pautada em renovaveis. Além disso, apresenta vantagens frente a tradicional rota quimica de
producdo, a qual utiliza catalisadores inespecificos e requer etapas de separacao e purificacéo,

responséveis por tornarem-na onerosa.

3.1 Objetivo geral
Esta dissertacdo tem como objetivo geral a producédo de xilitol a partir de hidrolisado

hemicelulésico e de meio sintético contendo D-xilose, utilizando leveduras de Candida

guilliermondii.
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3.2 Objetivos especificos

e Busca de diferentes estratégias de reativacdo para a linhagem Candida
guilliermondii 50088.

e Avaliacdo de distintas alternativas para crescimento celular de Candida

guilliermondii, tanto em frascos agitados como em biorreator.

e Avaliacdo de diferentes concentracdes iniciais de xilose (100, 200 e 300 g/L) em

experimentos com frascos agitados, em um estudo similar ao de Guerrante (1996).

e Conducdo de ensaios de bioconversdo de xilose a xilitol, visando maximizar as
variaveis de resposta Pmax (concentragdo maxima de xilitol, g/L) e Y p/s max (fator de
rendimento maximo em xilitol por xilose consumida, g/g), sob diferentes formas de
operacgéo do sistema:

v' Frascos agitados
v’ Biorreator instrumentado

v One-pot fermentation

e Avaliacdo da fermentabilidade de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-

de-acucar.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Micro-organismo e inoculo

Os experimentos de ativacdo, propagacdo e fermentacdo para producdo de xilitol
envolveram o emprego da espécie Candida guilliermondii. Inicialmente, foi utilizada a
linhagem Candida guilliermondii IM/UFRJ 50088 e, posteriormente, em virtude de resultados

insatisfatdrios, empregou-se a linhagem INCQS 40037.

O padréo adotado para a sequéncia de experimentos foi constituido de algumas etapas,
as quais sdo descritas brevemente a seguir e serdo tratadas de forma mais minuciosa em

subtopicos subsequentes:

a) Preparo de placas de Petri contendo meio de manutencdo para repique do micro-

organismo

b) Inoculacdo de solucgdes liquidas contendo meio de ativacdo a partir da retirada de

coldnias presentes nas placas de Petri mencionada acima

c) Uma vez decorrido o tempo estabelecido para ativacdo da linhagem - isto sera

descrito posteriormente - procedia-se a propagacdo - para obtencdo de maiores
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concentracdes celulares - ou a fermentagdo direta em meio sintético ou hidrolisado,
de acordo com a estratégia adotada.

4.2 Meios de cultura

Previamente a descricdo dos meios de cultura utilizados, é fundamental ressaltar que
os mesmos foram esterilizados em autoclave a 0,5 atm por 15 a 20 minutos. Além disso, no

caso de cultivos realizados em frascos agitados, foi utilizado o Shaker rotatério New
Brunswick Scientific Innova 44 (Edison N.J., U.S.A).

4.2.1 Meio de manutencédo em placa de Petri

Para fins de manutencdo e armazenamento do micro-organismo por um curto periodo

de tempo foram preparados, em placas de Petri, meios com a seguinte composic¢édo (FOGEL,
2004):

Tabela 7 — Composicdo do meio de manutencéo para Candida guilliermondii

Componente Concentragéo
D-xilose 59/L
Peptona 59/L

Extrato de levedura 2 g/L
Agar-agar 30 g/L

4.2.2 Meio de ativacdo/propagacao

Com o objetivo de se proceder a ativacdo e propagacdo celular, as células de levedura
previamente mantidas no meio acima descrito foram inoculadas em meio liquido, cuja
composicao estd na Tabela 8 (FOGEL, 2004):

Tabela 8 — Composicdo do meio de ativacdo/propagacdo para Candida guilliermondii

Componente Concentracéao
D-xilose 10 -20 g/L
Ureia 1,25 g/L
KH,PO4 1,10 g/L
Extrato de levedura 2 g/L
Solucéo de sais minerais (SSM) 40 ml/L
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A variagdo no valor da D-xilose € justificada na se¢do de Resultados e Discussdes,
mas pode-se adiantar que ao se trabalhar com 20 g/L iniciais deste aglcar houve uma grande
fase lag, de cerca de 12 horas, e pensou-se que tal fato poderia estar relacionado a repressdo
catabdlica. Assim, optou-se por reduzir a concentragdo do mesmo para 10 g/L.

Para o preparo deste meio, a solugéo de D-xilose foi preparada de forma separada de
outra contendo os demais componentes, de modo a evitar reagdes de Maillard entre o aglcar e

outros compostos.

Por sua vez, conforme indicado, 1 L da solucdo apresenta 40 ml da SSM, a qual é

constituida pelas seguintes substancias:

Tabela 9 — Composicdo da solucdo de sais minerais (SSM)

Componente Concentracéo (g/L)
MgS0O,.7H,0 12,5
CaCl,.2H,0 1,25
FeS0,4.7H,0 0,90
MnSO4 0,19
ZnS04.7H,0 0,30
CuS0,.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
NaMo0O4.2H,0 0,035
Kl 0,009
Al(SO4)3 0,0125
H3BO; 0,050
Acido citrico 12,5

Para a ativacdo do micro-organismo, foram utilizados frascos agitados de 500 mL

contendo 200 mL em condic8es de 200 min™ e 30 °C.

Para a etapa posterior de propagacdo, conforme os resultados demonstrardo, foram
realizados experimentos tanto em frascos agitados - inoculados com 10 % de volume
proveniente da etapa de ativacdo e mantendo-se as mesmas condi¢es desta - como em

biorreatores.

O pH de todas estas solucdes foi ajustado para uma faixa entre 6,0 e 7,0 com 0 uso de

HCI 2M ou NaOH 2M previamente a esterilizacdo.
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4.2.3 Meio de fermentacéo sintético

O meio de fermentacdo sintético, por sua vez, ja com a concentracdo de ureia

otimizada por Fogel (2004), esta descrito na Tabela 10:

Tabela 10 — Composicao do meio de fermentagdo sintético

Componente Concentragéo
D-xilose 40-50 g/L, 80-100g/L, 200 e 300 g/L
Ureia 1,25 g/L
KH2PO,4 1,10 g/L
Extrato de levedura 2 g/L
Solucéo de sais minerais 40 ml/L

A concentragdo de xilose no meio de fermentacdo buscou obedecer ao trabalho de
Faria (2000), o qual, trabalhando em biorreator, constatou que para uma faixa de 80 a 120 g/L
de D-xilose h&d um maior rendimento em xilitol por substrato consumido, ou simular um meio
de hidrolisado hemicelul6sico, cujas concentracdes de acgUcares redutores geralmente sdo da
ordem de 40 a 50 g/L. As concentracdes de 100, 200 e 300 g/L sao relativas aos ensaios para

avaliacdo de So.

Tanto para as propagacdes em batelada alimentada como para 0s experimentos one-
pot fermentation e de fermentacdo em biorreator, a fim de se evitar uma excessiva dilui¢éo
dos compostos presentes no meio quando das alimentac6es extras, foram preparadas solucdes
concentradas de cada um dos componentes. Para a D-xilose, por exemplo, 0 componente
presente em maior quantidade nos meios, uma solugcdo de aproximadamente 500 g/L foi
preparada com o auxilio de agitacdo mecanica e leve aquecimento, de forma a propiciar a

homogeneizacdo da mesma.

Nos casos de one-pot fermentation, os meios de fermentacao foram inoculados com a
adicdo de 10% de seu volume total oriundos da etapa de ativacdo celular, enquanto para
aqueles em que a etapa fermentativa ocorreu de forma separada da de crescimento celular, de
modo a se obter uma elevada concentracdo celular inicial, optou-se pela centrifugacdo dos
frascos contendo o meio de crescimento e posterior descarte da solucdo sobrenadante

acompanhada da ressuspensdo das células em uma parcela do préprio meio fermentativo.
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4.3 Obtencédo do hidrolisado hemicelulésico

Para obtencdo da fracdo hemiceluldsica a ser utilizada nos experimentos de
fermentacdo foi utilizado bagaco de cana-de-agUcar, o qual, apds ser lavado e, posteriormente,
secado em estufa a 60°C para retirada de sua umidade, foi submetido a um processo de pré-
tratamento tendo como objetivo a hidrolise &cida e composto pelas seguintes etapas
(BETANCUR, 2010):

Bagaco de cana

!

Lavagem
Secagem
Moagem

!

H,S0, 1,1 %
Relacdo S:L 1:2.8

!

Autoclave
27 min, 1 atm

!

Prensagem

!

Fracao
Hemicelulosica

Figura 14 — Esquema ilustrativo para o processo de pré-tratamento

Conforme ilustrado (Figura 14), a concentracdo do &cido sulfurico, em % v/v,
empregado foi de 1,1 e a relacdo solido-liquido de 1 kg de bagaco para 2,8 litros do acido. A
prensagem do material para extracdo da fase liquida contendo o hidrolisado hemicelulésico,
por sua vez, foi realizada antes do resfriamento do mesmo com o auxilio de uma prensa

hidraulica.
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Uma vez obtido, o hidrolisado foi neutralizado com adi¢éo de Ca(OH), sob agitacao e,
em seguida, filtrado a vacuo para retirada do precipitado formado (BETANCUR., 2010).

A composicédo deste hidrolisado hemiceluldsico é explicitada a seguir:

Tabela 11 — Composicao do hidrolisado hemicelulésico utilizado nos experimentos de fermentacédo

Componente | Concentragao (g/L)
Xilose 45
Glicose 3
Arabinose 5
Furfural 0,015
HMF 0,15
Acido acético 6

4.4 Ativacdo de Candida guilliermondii INCQS 40037

Uma vez que os resultados com Candida guilliermondii50088 - conforme serdo vistos
na secdo de Resultados e Discussdes - ndo corresponderam as expectativas, optou-se pelo

emprego de uma linhagem alternativa da mesma espécie.

Desta forma, gracas a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), foi obtida a linhagem de
nomenclatura Candida guilliermondii INCQS 40037, pertencente a Colecdo de Micro-

organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CRVMS).

O micro-organismo encontrava-se liofilizado em uma ampola selada a vacuo. Para sua
reativacdo, o mesmo foi reidratado com solucédo salina de NaCl 0,9%. A partir desta solucao
foram inoculados frascos agitados com o meio de ativacdo (200 min™ e 30 °C) e placas

contendo 0 meio de manutencéo, as quais serviriam de estoque temporario.

Uma vez constatada, por observacdo visual, grande turbidez nas solucdes inoculadas,
estas foram centrifugadas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e a massa seca restante
foi ressuspensa em solucdo contendo o meio de ativacdo e glicerol a 10%. Aliquotas de 800
pL desta suspensdo foram, entdo, transferidas para criotubos, os quais foram armazenados a -
80 °C para conservacdo. Estocado desta forma, o material apresenta validade bem superior,
evitando que eventuais pesquisas futuras enfrentem problemas relativos a dificuldade de

reativagcdo de micro-organismos conservados de maneira inadequada.
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4.5 Experimentos em biorreator instrumentado

No caso dos ensaios realizados em biorreator, foi utilizado o equipamento New BioFlo
310 (New Brunswick Scientific), agitado mecanicamente, com temperatura mantida a 30°C e
pH na faixa entre 6,0 e 7,0.

Tanto nos experimentos de propagacdo celular como nos de fermentagéo, a fragcdo da
solucdo contendo xilose foi esterilizada no préprio vaso do reator, enquanto a solucao
contendo os demais componentes foi esterilizada separadamente e posteriormente adicionada,
de forma a se ter o volume final desejado, o qual variou de acordo com o experimento,
conforme explicitado em RESULTADOS E DISCUSSOES.

Quando se optou por inocular o meio fermentativo com elevada densidade celular
inicial, esta mesma solucdo contendo as demais substancias foi utilizada para ressuspender a

massa celular obtida durante o estagio de crescimento celular.

As aliquotas de 2 mL retiradas ao longo dos processos em biorreator foram retiradas

com pipetas de vidro.

4.6 Analise das amostras

4.6.1 Amostragem dos experimentos

As amostras coletadas ao longo dos ensaios realizados foram centrifugadas a 10000
min™ por 10 minutos, com posterior separacdo entre o sobrenadante e o sedimentado. O
primeiro era destinado a quantificacdo de substrato e produtos, enquanto o segundo era
homogeneizado a partir da adicdo de agua destilada e novamente submetido a centrifugacéo
para, entdo, apds nova homogeneizacdo, ser utilizado na determinacdo da concentracdo

celular.

Cabe enfatizar que nos experimentos em que se empregou hidrolisado hemicelulésico
como substrato ndo foi possivel proceder a quantificacdo do material celular, em virtude do
material conter, além da biomassa do micro-organismo, outros solidos suspensos, 0 que

acarretaria erros nesta determinacéo.
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4.6.2 Quantificacio de biomassa

A determinacdo da biomassa celular foi realizada por meio da relagcdo estabelecida
entre a medida de absorvancia (Abs) a 570 nm — lida em espectrofotometro UV 1800
Shimadzu — e a concentracédo de células (X).

Para a linhagem Candida guilliermondii 50088 o peso seco foi calculado com a coleta-
em quintuplicata - de amostras em membranas (0,2 millipore ), cujas massas foram
previamente determinadas. Mediante o emprego de balanca de aquecimento por
infravermelho, a umidade das amostras foi retirada e as massas das membranas — agora com
as amostras - foram determinadas. O célculo da biomassa contida foi, portanto, calculado por
diferenca.

O valor obtido foi utilizado como base para uma série de diluicdes sucessivas — em
triplicata — capazes de fornecer a curva-padréo responsavel por relacionar a massa seca de

material celular com a leitura da absorvancia.

Procedimento andlogo foi realizado no caso da Candida guilliermondii 40037,
excecdo feita a determinacdo do peso seco, que envolveu amostras - em decuplicata —
coletadas em tubos conicos de 2 mL. Inicialmente, cada um dos tubos, sem conter qualquer
amostra, tinha sua massa determinada. Uma vez recolhidas, as amostras passavam por
centrifugacao e, entdo, era retirado o maximo possivel do sobrenadante. Em seguida, os tubos
eram postos na estufa a 60 °C até que a massa de cada um atingisse valor constante, sendo a

massa celular contida nos 2 mL obtida por diferenca.

A seguir, sdo apresentadas as curvas de calibracdo para Candida guilliermondii 50088
(Figura 15) e Candida guilliermondii 40037 (Figura 16), acompanhadas de suas respectivas

equacOes para determinacdo da concentracao celular:
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Figura 15 - Curva-padrdo construida para Candida
guilliermondii 50088
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Figura 16 - Curva-padrdo construida para Candida
guilliermondii 40037

4.6.3 Quantificacao do substrato e de produtos do bioprocesso

As medidas relativas ao produto desejado (xilitol) e ao substrato (xilose), bem como
dos demais glicidios presentes no hidrolisado hemicelulésico, foram realizadas por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em cromatografo Shimadzu acoplado a uma
coluna Hi-Plex-H. As condi¢des operacionais utilizadas para as analises foram: fase movel de

0,005 mol/L de H,SO4; fluxo de 0,6 mL/min; temperatura da coluna a 60 °C e detectores de
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indice de Refracdo (RID) para os agtcares e xilitol e de ultravioleta (UV) para acido acético
(210 nm) e HMF e furfural (230 nm). Por sua vez, as concentragdes das substancias
analisadas foram calculadas a partir de comparacdes com padrdes de concentracdo conhecida.
Na Figura 17, esta ilustrado um exemplo de cromatograma com identificacdo de D-xilose e
xilitol.

A quantificacdo da D-xilose nos meios sintéticos também foi realizada por meio da
técnica de DNS, que envolve a determinacdo de acucares redutores totais, conforme descrito
por Miller (1959) e a qual fornece resultados mais imediatos, um fator muito importante
quando da conducdo de experimentos em batelada alimentada. Seu principio, basicamente,
consiste na reducdo do acido 3,5-dinitro-salicilico a &cido 3-amino-5-nitro-salicilico a partir

da reagcdo com aldoses e cetoses com hidroxilas heterociclicas livres, a exemplo dos agucares.

i
10 Pmemer =

120 Xilose

17 Xilitol

T T T T T T T T T
o8 a5 S0 TS 0.0 125 150 175 200 25 i

Figura 17 — Cromatograma tipico com identificacdo de xilose e xilitol

4.7 Variaveis de resposta

Para uma avaliacdo quantitativa dos fendmenos mais relevantes ao processo, convém

explicitar as principais variaveis envolvidas, conforme a seguir:
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e Fator de rendimento em xilitol (P) formado por xilose (S) consumida (g/g)

Pfinal - Pinicial
_(Sfinal - Sinicial)

Yp/s =

e Fator de rendimento em biomassa (X) formada por xilose consumida (g/g)

Xfinal - Xinicial
_(Sfinal - Sinicial)

Yx/s =

e Fator de rendimento em xilitol produzido por massa celular formada (g/g)

Pfinal - Pinicial

Yp/x =
/ Xfinal - Xinicial

e Produtividade volumétrica em xilitol (Qp) e massa celular (Qx) (9/L.h)

_ Pfinal - Pinicial Q _ Xfinal - Xinicial
tempo X tempo

Qp

Para 0s processos conduzidos sob batelada alimentada, sempre ao final de cada
alimentacdo era retirada uma amostra e, em seguida a adicdo de uma nova carga, apos
homogeneizacdo do meio, uma nova aliquota era retirada. Desta forma, era possivel conhecer
os valores de concentracdo das substancias ao inicio e ao término de cada alimentacdo,

tornando possivel o célculo dos fatores de rendimento para cada uma destas etapas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTOS COM Candida guilliermondii IM/UFRJ 50088

5.1.1 Reativacao

A partir do comentado estudo de Sa (1993), bem como dos trabalhos subsequentes
desenvolvidos no LADEBIO, optou-se por fazer uso da linhagem Candida guilliermondii
50088 IM/UFRJ.

Contudo, inicialmente, antes de proceder a ensaios fermentativos e de crescimento
celular, foi necesséria a reativacdo da linhagem, a qual se encontrava armazenada em tubos

contendo &gar inclinado, ndo estando apta para uso imediato.

Desta forma, os primeiros experimentos, envolveram a reativacdo da cepa, com as

seguintes tentativas:

e Preparo e inoculacdo de placas contendo o meio de manutencdo a partir de alcadas

da cultura estoque presente nos tubos inclinados com agar.

e Preparo e inoculacdo de meios liquidos para crescimento também a partir de

alcadas da cultura estoque.
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e Preparo de solugdo para ativacdo acompanhada de transferéncia para cada um dos
tubos (Figura 18) submetidos & agitacdo (200 min™) e posterior transferéncia de
aliquota dos mesmos para placas de manutencgéo.

Figura 18 — Tubo apds adicdo do meio para crescimento seguido de agitagao

Embora as duas primeiras alternativas acima listadas ndo tenham sido bem sucedidas,
a ultima logrou éxito, conforme pode ser visualizado na Figura 19, em que percebe-se 0
aparecimento de colbnias de Candida guilliermondii na placa.

Figura 19 — Placa inoculada com Candida guilliermondii

Uma vez reativada a linhagem, procedeu-se a experimentos relativos ao peso seco e a
construcdo da curva-padrio - explicitada em MATERIAIS E METODOS - de modo a
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permitir que as posteriores leituras de absorvancia a 570 nm pudessem ser convertidas em

concentragéo celular.

5.1.2 Curva de ativacao
Em uma primeira tentativa para a construcdo da curva de ativacdo do micro-

organismo, em meio de crescimento com 20 g/L de D-xilose, foi obtido o perfil ilustrado na

Figura 20:
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Figura 20 — Curva de ativacéo para Candida guilliermondii 50088 (So=20 g/L)

E nitida a presenca de uma fase lag de aproximadamente 12 horas, durante as quais
ndo parece haver crescimento celular, embora isto ndo seja reportado em trabalhos prévios. A
fase exponencial se estendeu por cerca de 15 horas, ao final da qual houve desaceleracdo da
taxa de crescimento seguida de uma estagnacdo da mesma, com concentracoes celulares finais
proximas a 3 g/L. Esta mesma linhagem, contudo, quando selecionada por Sa (1993) para
avaliacdo de sua cinética de crescimento e em condi¢des de equivalente concentracdo de
substrato, ndo apresentou qualquer fase lag, além de ter alcancado valores finais de 10 g/L de

células apos 50 horas.

Assim, embora tanto o estudo de Sa (1993) como os de Guerrante (1996) e Fogel
(2004) — os quais fizeram uso da mesma linhagem de levedura -, ndo mencionem qualquer
efeito inibitdrio para concentragdes de xilose de 20 g/L, esta foi uma hipdtese cogitada para a
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presente pesquisa. Uma hipdtese para explicar este fato seria o periodo de tempo durante o
qual o micro-organismo originalmente esteve armazenado, sem repiques, 0 que talvez tenha
provocado alguma modificagdo em seu metabolismo. Supondo um efeito de represséo
catabdlica, optou-se por reduzir a concentracdo de D-xilose no meio de crescimento para 10
g/L, mantendo-se constante as dos demais componentes. O resultado desta curva de

crescimento esté ilustrado na Figura 21.
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Figura 21 - Curva de ativagdo para Candida guilliermondii 50088 (Sy=10 g/L)

A nova curva também apresentou uma pronunciada fase lag, ndo sendo constatado,
para a nova abordagem, qualquer ganho neste sentido. Porém, algumas vantagens puderam ser
observadas, a exemplo de uma fase exponencial mais extensa e maiores concentracdes
celulares finais, proximas a 5 g/L. Logo, para ativacdo do micro-organismo foi adotado como
padrdo o meio de crescimento com 10 g/L de D-xilose, além de ter sido definido o tempo de
ativacdo celular em 30 horas, instante no qual os micro-organismos estdo no estagio

exponencial de crescimento e, portanto, mais ativos.

Com o objetivo de se obter maiores concentracdes celulares e tornar os posteriores
processos fermentativos mais rapidos e produtivos, apds a ativacdo procedeu-se a

experimentos de propagacdo do micro-organismo.
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5.1.3 Propagacéo

Uma Unica tentativa de propagacdo simples em frascos agitados, utilizando a
metodologia ja descrita de se inocular o meio com 10% de seu volume total oriundo da etapa
de ativacdo, foi realizada e o resultado estd expresso no grafico da Figura 22. Convém
ressaltar que para esta propagacdo os meios de ativagdo continham ainda 20 g/L de xilose,
pois ndo havia sido discutida e avaliada a possibilidade de se buscar melhores resultados neste

estagio a partir da alteracdo da concentracdo inicial de substrato.

2
vy
2
% 1 A
=
&
0,5
.'."
0 _a.-'
0 5 10 15 20 25
Tempo (h)

Figura 22 — Propagacdo simples para Candida guilliermondii 50088 apds ativacdo com S=20 g/L

Conforme o esperado, ndo se notou a presenca da fase lag, uma vez que as células ja
foram ativadas. Contudo, as concentracGes celulares obtidas foram baixas, ndo atendendo as
exigéncias para uma eficiente fermentacdo. Inclusive, ndo houve vantagens em se proceder a
propagacdo nestas condicdes, visto que apos 20h a concentracdo celular se manteve inferior
aquela obtida ao final da ativacdo. Além disso, quando se faz uso de hidrolisados
hemicelulésicos, que, conforme ja comentado, apresentam compostos inibitorios, uma das
maneiras de se contornar este obstaculo ¢ mediante a utilizacdo de altas densidades celulares
(FOGEL, 2004).

Optou-se, assim, por uma estratégia de batelada alimentada para novas tentativas de
propagacado. Este processo consiste em uma batelada simples inicial acompanhada de seguidas
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alimentacOes de substrato, de modo a manté-lo em baixas concentragdes, inferiores aquelas

que podem provocar inibicao.

Diferentes abordagens foram consideradas para o processo de propagacdo celular, as

quais estéo discriminadas a seguir:

e Propagacdo I: Frascos agitados - 400 mL de meio em frasco de 1 L a 200 min™ e
30°C.

e Propagacdo II: Frascos agitados - 200 mL de meio em frasco de 1 L a 200 min™ e
30°C.

e Propagacdo Ill: Biorreator - concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) a pelo
menos 30% da saturacao

Cabe reiterar que as alimentacdes, além de D-xilose, continham os demais nutrientes
iniciais do meio, os quais foram preparados separadamente em solugbes concentradas de
modo a se promover o menor aumento de volume possivel e evitar diluicdo das

concentragoes.

5.1.3.1 Propagacéao |

Para a Propagacdo | (Figura 23), o consumo total da xilose - cerca de 10 g/L iniciais -
na primeira batelada levou quase 40 horas, um tempo demasiadamente longo. O fator de
rendimento em biomassa (Yxss) foi de 0,33 g/g. Apos a alimentacdo extra de substrato,
contudo, praticamente ndo houve ganhos em termos de massa celular, de modo que optou-se
pela interrupcdo do experimento, uma vez que o0 objetivo primordial da propagacdo, de se
atingir elevadas concentracdes celulares em um tempo reduzido, ndo foi atingido. Contribuiu
também para este fato a constatacdo, a partir da visualizacdo em microscopio das células
coradas com azul de metileno, de que uma grande parte dos micro-organismos se encontrava

inviavel (coloracéo azul).

No que tange a producdo de xilitol, ap6s 10h, uma vez alcangada uma concentracao
deste poliol equivalente a 1 g/L, ndo houve mais acimulo do mesmo. Entretanto, € importante
enfatizar que o objetivo deste experimento ndo consistia na obtencdo de xilitol e sim na

producéo de altas densidades celulares.
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Figura 23 — Propagacdo | (400 mL de meio em frasco de 1L agitado a 200 min?e 30°C)

5.1.3.2 Propagacéo |1

Na propagacdo Il (Figura 24), é nitida a reducdo do tempo de consumo do substrato
durante a batelada inicial, sendo obtidas, ao final deste estagio, concentracdes celulares
proximas a 5 g/L. Nas duas alimentacdes subsequentes, porém, o rendimento em células
(Yxss) foi baixo. Para a primeira alimentacdo extra o mesmo foi de 0,20 g/g, enquanto na
segunda alimentacéo decorreram 10h sem qualquer aumento da densidade celular. O substrato
continuou a ser consumido sem, contudo, haver convers&o a xilitol ou mesmo a massa celular.
Talvez 0 mesmo tenha sido assimilado pelas células para manutencdo energética. Assim,

embora a batelada inicial tenha sido proveitosa, as demais ndo trouxeram grandes vantagens.

O maior crescimento celular alcangado neste caso, em comparacdo a Propagacéo I,
pode ser explicado pelo menor volume de meio presente no frasco agitado, capaz de propiciar
uma maior area superficial para transferéncia de oxigénio, condicdo fundamental para o

crescimento de Candida guilliermondii.
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Figura 24 - Propagacdo Il (200 mL de meio em frasco de 1L agitado a 200 min~e 30°C)

5.1.3.3 Propagacao 111

Na Propagacéo Il (Figura 25), houve uma reducdo do tempo da batelada inicial para
14 horas, tempo inferior até mesmo ao da Propagacéo I1. Além disso, observou-se uma ligeira
aceleracdo no consumo de substrato a partir da primeira alimentagdo, muito possivelmente em
virtude de um aumento da massa celular, o que provocou um aumento da demanda por D-
xilose, com valores de Yyx;s superiores a 0,6 durante as duas alimentacbes extras A
visualizacdo das leveduras no microscépio, desta vez, ao contrario da Propagacdo I, indicou

ainda haver muitas células viaveis.

Embora tenham sido obtidas concentracdes celulares bastante elevadas, proximas a 20
g/L, convém ressaltar que a necessidade de manter o meio bastante aerado, a partir da
conjugacdo de uma forte agitacdo e de um intenso suprimento de ar, provocou a formacéo de
muita espuma, uma condicdo indesejada. Logo, ainda que esta tenha se mostrado a melhor
alternativa para a propagacdo celular, estes obstaculos deveriam ser enfrentados, buscando
condicBes que propiciassem a elevada densidade celular aliada a uma operacdo do

equipamento sem grandes percalgos.
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Figura 25 - Propagacdo Il conduzida em Biorreator (minimo de 30% da OD)

5.1.3.4 Comparagao entre propagacoes

De modo a se optar pela melhor forma de propagacdo, as trés alternativas foram
comparadas no que diz respeito a produtividade celular maxima alcancada, levando em conta

a maior concentracao celular e o tempo para cada um dos 3 casos.

Conforme fica claro pela visualizacdo do grafico (Figura 26), a propagacdo celular em
biorreator mostrou-se a melhor opcéo, visto que propiciou 0 maior Qxmax - €quivalente a 0,61
g/L.h, um valor mais de seis vezes superior ao da Propagacdo | (0,09 g/L.h) - muito
possivelmente em virtude do maior suprimento de O, proporcionado neste equipamento. E
interessante constatar também que, na Propagacao Ill, apds o final da primeira alimentacédo

extra, decorridas 26 horas, a concentracao celular era de 12 g/L, um valor bastante elevado.
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Figura 26 - Comparacéo entre as propagacdes em relacdo a produtividade celular maxima (Qxmax)

5.1.4 One-pot fermentation

A partir da opcao pelo biorreator para a propagacdo do micro-organismo, buscou-se
uma proposta mais ousada, constituida de duas etapas: primeiro, a propagacao celular e, em
seguida, a fermentacdo, ambas no mesmo vaso do biorreator, prescindindo das usuais etapas
de centrifugacéo e posterior inoculacdo do meio fermentativo. Esta abordagem recebe o nome

de one-pot fermentation.

O processo € constituido por uma batelada inicial, seguida de alimentacbes para a
obtencdo de maiores densidades celulares, e de uma fermentacdo. A exemplo do realizado
anteriormente para as bateladas alimentadas, neste caso também foram alimentados os demais

nutrientes constituintes do meio, além do substrato.

Para a fermentacao, buscou-se conferir uma carga de xilose de modo a manter o actcar
entre 80 e 120 g/L, concentracbes reportadas por Faria (2000), como aquelas responsaveis
pelo melhor rendimento em xilitol. Além disso, como as condi¢fes de aeracdo sao distintas
para as etapas de crescimento celular e fermentacdo — excesso e restricdo de oxigénio,
respectivamente, o suprimento de oxigénio foi ajustado para cada fase, tendo como parametro
a % OD.
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Uma série de tentativas de se conduzir o processo one-pot fermentation foi realizada.
Os estégios de crescimento celular foram exitosos em seus propositos, contudo, durante a
etapa fermentativa houve interrupgdo no consumo de substrato, embora as concentragdes de
D-xilose utilizadas ndo devessem causar qualquer efeito inibitério de acordo com os ja
comentados estudos prévios da literatura cientifica. Talvez a alteragdo subita das condi¢des no
meio reacional quando do inicio da fermentacdo (restricdo da aeracdo e carga com elevada
concentracdo de substrato) tenha sido responsavel por tal comportamento.

A seguir, sdo apresentados dois exemplos de experimentos conduzidos de acordo com
esta estratégia, acompanhados dos respectivos resultados e observacoes.

5.1.4.1 One-pot fermentation 1 (OPF I) — 600 mL de meio em reator de 3 L

A primeira tentativa de one-pot fermentation (OPF 1, Figura 27), & bastante
representativa dos resultados obtidos para os experimentos conduzidos sob esta abordagem.
Neste caso, foi utilizado um reator com volume nominal de 3L e 600 mL iniciais de meio. O
controle da aeragdo se deu por monitoramento da %OD, mantendo-a a 30% durante a fase de
propagacdo celular. Porém, com o crescimento da biomassa, este valor ndo foi possivel de ser
mantido, havendo decréscimo do mesmo. Apds o fim da primeira alimentacdo extra de
substrato, constavam cerca de 12 g/L de células no biorreator, com rendimentos Y x;s iguais a
0,47 e 0,41 g/g para a batelada inicial e a primeira alimentacdo, respectivamente. Buscando
concentracdes ainda maiores, de modo a se ter uma melhor fermentabilidade, com menores
tempos de conversdo e maior produtividade, uma alimentacédo extra foi realizada. No entanto,
a partir desta, por mais que se tentasse elevar a %0OD mediante incrementos na vazédo de ar ou
na agitacdo mecanica — fato que provocou uma grande formacdo de espuma - houve
estagnacdo do consumo de substrato e da formacdo de xilitol, cuja concentracdo maxima
atingida foi de 5 g/L, com um fator Yp;s equivalente a 0,21 g/g. A interrupcdo no aumento da
densidade celular talvez seja explicada pela ja expressiva concentracdo celular alcancada, a
qual, para as condicBes de cultivo, possivelmente estava proxima ao maximo possivel,
hipdtese reforcada pela tendéncia, ao final da primeira alimentacéo extra, de estabilizacdo nos
valores de massa celular. Com relacdo a estagnacdo na formacdo do poliol, convém
mencionar que neste experimento ainda ndo se havia iniciado a fase de fermentacédo
propriamente dita, na qual se trabalharia com maior concentracdo de aclcar e menor aeragao,

de forma a se atender as condic6es para acimulo do produto desejado.
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Figura 27 — One-pot fermentation | (reator de 3 L com 600 mL de meio e OD a 30%)

5.1.4.3 One-pot fermentation Il (OPF I1) — 2 L de meio em reator de 4 L

Para a tentativa seguinte (OPF II), com o objetivo de se contornar os problemas
relativos a formacéo de espuma, optou-se, por razdes de geometria do vaso, por um reator de
maior volume (4 L) contendo 2 L de meio iniciais e por uma condicdo de oxigenacdo inferior
(OD equivalente a 10 % da saturacdo) a da OPF I, mas ainda de forma a se manter um
suprimento de oxigénio capaz de favorecer o crescimento celular durante as etapas iniciais de

propagacdo da massa de células.

Neste caso, conforme evidenciado na Figura 28, houve ligeiro aumento do tempo da
batelada inicial em relacdo ao OPF I, 0 que seria esperado a partir de uma reducdo na
intensidade da aeracdo. Ao final dos dois estagios iniciais de crescimento celular, com valores
de Yyxss respectivamente equivalentes a 0,40 e 0,36 g/g, a concentracdo celular era de
aproximadamente 6 g/L, indicando terem sido estas etapas bem-sucedidas em seus objetivos.
Finda esta fase de propagacdo celular, foi adicionada xilose em elevada quantidade
(aproximadamente 100 g/L) para a fermentacdo, reiterando que o xilitol € um soluto
compativel e que este valor para a concentracdo de substrato estd de acordo com aqueles

indicados por Faria (2000) como capazes de promover o melhor rendimento em termos do
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fator Yps. A grande adicdo de volume explica a diminuicdo expressiva dos valores de
concentracdo celular observados, pois por mais que a solugdo preparada deste agucar fosse
extremamente concentrada (500 g/L), ainda assim houve dilui¢cdo das concentraces.

Além disso, para a etapa fermentativa, buscou-se, a partir do controle da aeragdo e
agitacdo mecéanica do meio de cultivo, uma disponibilidade de oxigénio inferior aquela dos

estagios de crescimento celular, em conformidade com a bioquimica do processo.

O consumo da xilose uma vez mais ficou interrompido, talvez até mesmo por motivos
inibitdrios de repressdo catabdlica decorrente da elevada carga de substrato adicionada. Isto,
contudo, ndo corrobora trabalhos prévios da literatura, a exemplo do de Guerrante (1996), o
qual indica que o micro-organismo nao € inibido por concentracfes elevadas de xilose, mas,
sim, é capaz de maior producdo de xilitol quando presente em meio de elevada pressao
osmotica. O comportamento anémalo pode encontrar explicacdo em um provavel processo
biologico de degenerescéncia celular em virtude do periodo de inativacdo a que as células
estiveram submetidas e no qual se encontravam inicialmente. Outra possivel hipotese para o
observado € a ja comentada mudanca repentina das condi¢des de cultivo quando da passagem
do estagio de crescimento celular para o fermentativo, sem ter havido uma transicdo mais
gradual de um meio de cultivo ricamente aerado e com menores concentracdes de D-xilose
para um restrito suprimento em oxigénio e com elevada pressdo osmotica oriunda da elevada

concentracdo de substrato.

Com relacdo aos resultados para a producao deste poliol, percebe-se que a formacéo
do mesmo foi baixa, com fator de rendimento maximo (Ypis max) — calculado para a maior
concentracdo obtida, de cerca de 2,2 g/L — de 0,1 g/g. Para a fase dita fermentativa, iniciada

com 40 horas de processo a partir das 100 g/L de xilose, este valor pode ser considerado nulo.

Outros ensaios one-pot fermentation também foram realizados, os quais, entretanto,
ndo estdo aqui expostos devido ao fato de seus resultados terem sido semelhantes aos
expostos acima (OPF | e OPF 11), com bons rendimentos em termos de conversdo de substrato
a massa celular quando dos estagios de crescimento de células, mas com interrupcGes no

consumo de D-xilose durante a fase fermentativa.
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Figura 28 - One-pot fermentation I1 (reator de 4 L com 2 L de meio e OD a 10% durante propagacao)

5.1.5 Avaliacdo da concentracao inicial de substrato (So)

Os experimentos conduzidos em reator, ao ndo corresponderem as expectativas e ndo
corroborarem trabalhos prévios desenvolvidos no proprio LADEBIO, suscitaram a hipotese
de que a linhagem Candida guilliermondii 50088 utilizada nos mesmos estivesse com sua
capacidade produtora de xilitol alterada, possivelmente em decorréncia da degenerescéncia

celular — ou até mesmo mutacéo - apos um longo tempo de armazenamento sem repiques.

De forma a se verificar tal fato, um experimento simples, em frascos agitados, analogo
ao de Guerrante (1996) de avaliacdo da concentracao inicial de substrato (D-xilose a 100, 200
e 300 g/L) foi realizado.

Para cada uma destas condi¢Ges foram avaliados a taxa de consumo do substrato, o
crescimento celular e a formacéo de xilitol. Embora os perfis para cada um destes indicadores
estejam de acordo com os de Guerrante (1996), os tempos de fermentacdo foram bem

distintos e sempre superiores.
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No que diz respeito ao consumo de D-xilose (Figura 29), as taxas foram prdximas
entre si (de 0,12 g/L.h a 0,18 g/L.h), sendo ligeiramente superiores no caso de 200 e 300 g/L
de substrato iniciais, contudo bem inferiores ao trabalho de Guerrante (1996), para o qual a
faixa de variacdo desta taxa foi de 1,34 a 1,51 g/L.h. E fundamental ressaltar ainda que,
enquanto no presente estudo ndo houve esgotamento da xilose para nenhum dos casos
investigados apds 240 horas de experimento, na pesquisa original somente para a condigdo de
300 g/L iniciais ainda restava algum substrato uma vez decorrido o mesmo periodo de tempo.
Para as concentracOes de 100 e 200 g/L, em cerca de 70 e 130 horas, respectivamente, a D-
xilose ja estava consumida integralmente. Apesar destas discrepancias, os perfis de consumo
do substrato, em ambos os trabalhos, mostraram-se lineares, o que, conforme ressaltado por
Sa (1993) e Guerrante (1996), € um forte indicativo de uma deficiéncia nutricional, muito
provavelmente em relacdo ao suprimento de oxigénio, o qual, ao se trabalhar com frascos

agitados, ndo € muito eficiente.
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Figura 29 — Consumo de D-xilose durante fermentacdes em frascos agitados para S;=100, 200 e 300
g/L

Ao analisarmos o crescimento celular (Figura 30), de maneira semelhante ao estudo de

Guerrante (1996), observou-se que o0s maiores valores foram obtidos para a menor
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concentracdo de substrato avaliada, uma vez que a elevacéo da pressdo osmotica — resultado
de meios muito concentrados em acgucar — provoca inibicdo do crescimento celular
(GERVAIS et al., 1992). Mais uma vez, porém, ainda que o comportamento geral esteja de
acordo com o trabalho original, as concentracdes celulares alcangadas na presente pesquisa
foram inferiores, atingindo um valor maximo de 10 g/L para o caso de 100 g/L iniciais de
substrato ap6s 240 horas, enquanto no estudo de Guerrante, para esta mesma condi¢cdo foram
obtidas concentracdes de cerca de 18 g/L em aproximadamente 150 horas.
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Figura 30 — Crescimento celular durante fermentag@es em frascos agitados para S;=100, 200 e 300 g/L

Em termos da producdo de xilitol, ao contrario do verificado para o crescimento
celular, a alta pressdao osmotica decorrente de meios mais concentrados favoreceu a producédo
de xilitol (Figura 31), confirmando ser este poliol um soluto compativel. O estudo de
Guerrante (1996) ainda constatou, para as concentracdes iniciais de substrato de 100 e 200
g/L, um consumo deste produto uma vez esgotada a Xxilose presente originalmente,
demonstrando a busca por fontes alternativas de carbono por parte dos micro-organismos.
Durante a presente dissertacdo, no entanto, uma vez que ndo houve consumo total do

substrato, este comportamento nao foi observado.
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Figura 31 — Producdo de xilitol durante fermentacdes em frascos agitados para S;=100, 200 e 300 g/L

A Tabela 12 resume os resultados dos experimentos em termos dos fatores de

rendimento Yxs, Ypis € Ypx.

Tabela 12 — Resultado dos ensaios de avaliagdo da concentragéo inicial de substrato

Fatores de rendimento (g/g)
So (g/L)
Y xis Yeis Ypix
100 0,36 0,05 0,14
200 0,13 0,11 0,84
300 0,13 0,19 1,48

Em conformidade com o estudo original, € nitido constatar, por meio do fator Ypx,
gue para uma mesma densidade celular, a producdo de xilitol € favorecida em condicdes de
estresse provocadas por elevadas concentracbes de substrato, uma caracteristica das

substancias ditas ‘solutos compativeis’.

Os resultados destes experimentos de avaliacdo da concentracdo inicial de substrato,

aliados aqueles de fermentacdo — principalmente one-pot fermentation — indicaram néo estar a
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linhagem reativada de Candida guilliermondii 50088 apta a fermentar xilitol a partir de D-
xilose. Assim, buscou-se outra linhagem alternativa da mesma espécie e ensaios adicionais
foram conduzidos numa tentativa de se atingir o objetivo primordial de producdo do poliol

com elevados rendimento e produtividade.

5.2 EXPERIMENTOS COM Candida guilliermondii INCQS 40037

A linhagem alternativa para o prosseguimento dos experimentos, em substituicdo a
Candida guilliermondii 50088, foi Candida guilliermondii 40037, a qual foi obtida junto a
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Em outras colecdes de micro-organismos recebe
também as nomenclaturas Candida guilliermondii ATCC 7350 e Candida guilliermondii CBS
566.

Conforme descrito na secio de MATERIAIS E METODOS, o micro-organismo
encontrava-se liofilizado e foi adequadamente hidratado, ativado e estocado em criotubos a -
80°C, justamente com o objetivo de evitar que futuros trabalhos, os quais porventura

necessitassem desta espécie, se deparassem com obstaculos semelhantes ao da atual pesquisa.

5.2.1 Curva de ativacao

De maneira andloga ao realizado para Candida guilliermondii 50088, 0 primeiro passo
para 0S novos experimentos de bioconversdo consistiu na realizacdo do peso seco,
acompanhado da determinacdo das curvas-padrdo - ambos demonstrados em MATERIAIS E

METODOS - e de ativaco para a nova linhagem,

Com base nestas informac6es, procedeu-se a elaboragédo da curva de ativacao (Figura
32), novamente utilizando uma concentracao inicial de xilose de 10 g/L e 0 mesmo meio de

cultivo empregado para Candida guilliermondii 50088.

A primeira vista, pelo menos no que diz respeito a ativacdo, a nova linhagem
apresentou algumas vantagens frente a antiga. Embora ainda tenha sido constatada uma fase
lag, esta se prolongou por somente cerca de 7 horas, enquanto para a linhagem 50088 se
estendera por aproximadamente 12 horas. Além disso, as concentracdes celulares atingidas ao
final também foram superiores, em torno de 6,5 g/L, enquanto anteriormente fora de no
méaximo 5 g/L. O tempo de ativacdo para este caso ficou definido em 24 horas, momento no
qual as células encontram-se no meio de sua fase exponencial de crescimento e , por

conseguinte, bastante ativas.
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Figura 32 - Curva de ativacdo para Candida guilliermondii 40037 (Sy,=10 g/L)

Ao contrario do realizado anteriormente para Candida guilliermondii 50088, optou-se
por ndo proceder a uma etapa extra de propagacdo celular, visto que no caso anterior, a
excecdo do crescimento em biorreator — o qual, contudo, apresentou problemas relativos a
formacdo de espuma -, as tentativas de propagacdo nao se mostraram muito frutiferas, com
pequenos — ou até mesmo inexistentes — ganhos em termos de massa celular. Assim, para
obtencdo de elevadas concentragdes celulares para posterior inoculacdo e fermentacdo a

alternativa escolhida foi a de centrifugacao para posterior inoculacéo.

5.2.2 Fermentacao

5.2.2.1 Frascos agitados

Devido aos resultados anteriores alcancados com a estratégia one-pot fermentation
para a linhagem 50088, os quais ndo foram bem sucedidos, optou-se por abrir mdo deste
procedimento e realizar uma fermentacdo em frascos agitados concentrando a massa celular
obtida com 24 horas de ativacdo e inoculando-a em um novo frasco contendo o meio de
fermentacdo rico em xilose, uma vez que, reiterando, o xilitol é um soluto compativel,
excretado pela célula em condicBes de estresse, a exemplo daquela provocada por uma

elevada pressdo osmotica do ambiente.

Os resultados para esta fermentacédo estdo ilustrados na Figura 33 a seguir:
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Figura 33 — Fermentacdo em frascos agitados para Candida guilliermondii 40037

O esgotamento do substrato (Sp = 85 g/L) ocorreu em cerca de 90 horas, tendo sido
obtidos 35,5 g/L de xilitol, com fatores Yps = 0,41 g/g e Qp = 0,39 g/L.h. O crescimento
celular, por sua vez, foi bem pequeno, com uma conversdo de D-xilose a massa celular
equivalente a 0,03 g/g. Assim, parece que a fermentacdo em frasco foi capaz de propiciar um
suprimento de oxigénio capaz de favorecer a formacdo de xilitol em detrimento do
crescimento de células, ainda que o mesmo ndo seja plenamente adequado, conforme o perfil
linear de consumo do substrato — indicativo de meios fermentacdo com deficiéncias
nutricionais; neste caso, possivelmente, relacionado a capacidade de oxigenacdo do sistema —
sugere. Novamente, convém reiterar que uma condicdo de baixa aeracdo é justamente aquela

favoravel a producdo de xilitol.

Séa (1993), utilizando frascos cénicos de 500 mL com 450 mL de meio em agitador
rotatério a 250 min™ e 30°C — condicBes capazes de fornecer um k.a de 0,135 min * -
inoculados com Candida guilliermondii 50088, obteve 33,0 g/L de xilitol ap6s 120 horas de
fermentacdo, partindo de uma concentracdo inicial de substrato de 50 g/L. Desta forma,
embora a concentracdo final do poliol obtida neste estudo seja inferior ao da presente

dissertacdo, o fator de rendimento Yps equivalente a 0,73 g/g é superior, indicando que as
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condi¢des empregadas foram mais satisfatorias no que diz respeito ao desvio do fluxo de
carbono para o acimulo de xilitol. A produtividade volumétrica de 0,275 g/L.h, alcangada por
S& (1993), porém, foi inferior a obtida no atual ensaio, devido ao menor tempo de
fermentacdo deste, atrelado a concentracdo final de xilitol ligeiramente mais elevada.

Guerrante (1996), também empregando Candida guilliermondii 50088, ao avaliar
fermentagdes em frascos conicos de 500 ml contendo 200 mL de meio — condicéo idéntica a
da presente dissertacdo — agitados a 250 min™, conseguiu 6timos resultados para a producéo
de xilitol a partir de 100 g/L iniciais de D-xilose. O consumo total de substrato ap6s
aproximadamente 70 horas, aliado a concentracdo de poliol proxima a 60 g/L, permitiu obter
uma produtividade volumétrica equivalente a 0,82 g/L.h de xilitol. O rendimento em termos
de produto formado por xilose consumida (Ypss), embora superior ao da pesquisa atual, foi
inferior ao de Sa (1993). Também foi constatado que, ap0s 0 tempo necessario para o
esgotamento de xilose, houve decréscimo na concentracdo de xilitol no meio, provavelmente
devido a busca das células por alguma fonte de carbono capaz de propiciar sua manutencao e

crescimento.

E interessante observar ainda que em todos estes trés estudos foram observados perfis
de consumo de xilose lineares, sugerindo que, embora alguns tenham se destacado perante o
outro em algum parametro relativo a producao de xilitol, a condi¢cdo desejada de pequeno

suprimento de oxigénio parece ter sido mantida.

Ao conduzir fermentacbes em frascos agitados, Gimenes et al.(2002), em seu ja
comentado trabalho de avaliagdo do suprimento de oxigénio para uma adequada bioconversdo
de D-xilose a xilitol, obtiveram 6timos resultados, com fatores de rendimento Ypsentre 0,76 e
0,84 g/g. N&o obstante, para a menor taxa de aeracéo investigada (k.a = 15 h™), o consumo de

xilose foi mais lento, restando ainda, apos as 48 horas de processo, agiicar no meio.

Outro trabalho também conduzido em frascos agitados que se destaca é o de Arruda et
al. (2011). Empregando a linhagem Candida guilliermondii FTI 20037 e utilizando, ao invés
de meio sintético, hidrolisado de bagaco de cana-de-acUcar como fonte de substrato, foram
alcancados excelentes resultados, com producdo de xilitol maxima de 50,5 g/L e fator Ypsde
0,81 g/g.
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5.2.2.2 Biorreator - Batelada alimentada (meio sintético)

Além de fermentagBes conduzidas em frascos agitados, foram realizados ensaios em
biorreatores também contendo meio sintético. Novamente, optou-se pela estratégia de
concentracdo de células para indculo do meio fermentativo uma vez decorridas 24 horas de
ativacdo, ou seja, a etapa de crescimento celular ocorreu de forma separada da de
bioconversdo. O vaso reacional apresentava 3 L nominais, com 900 mL totais de volume de
trabalho. Esta opcdo por um pequeno volume € justificada pelo desejo de se inocular o meio
com elevada concentracao celular, a fim de se obter maiores taxas de consumo de D-xilose e

de produtividade.

A concentracdo inicial de substrato adotada foi proxima a de acucares redutores totais
(ART) presente no hidrolisado (40 a 50 g/L, geralmente), partindo de um meio fermentativo
contendo cerca de 45 g/L de xilose. Ao longo do processo, foram realizadas duas
alimentacOes extras de substrato, a primeira apds aproximadamente 96 horas e a segunda

depois de 167 horas totais.

A concentracdo de oxigénio dissolvido oscilou entre 0,1 e 0,7 % da saturacdo durante
a maior parte do processo, proxima a condicdo que Faria (2000) concluiu favorecer o

rendimento em xilitol em detrimento do crescimento celular.
Os perfis para D-xilose, xilitol e concentracédo celular estdo ilustrados na Figura 34:

Uma vez mais, o consumo do substrato foi linear, sugerindo um meio deficiente,
possivelmente relacionado a uma restricdo da oxigenacdo, capaz de manter um
desbalanceamento do potencial redox da célula, uma vez que o acumulo de xilitol foi bem
superior ao crescimento celular, o que pode ser exemplificado pela obtencdo de um fator Yp/x

equivalente a 4,60 g/g.

Embora xilitol tenha sido produzido, durante as ultimas 30 horas de processo
praticamente ndao houve acumulo do mesmo, ficando o0 mesmo estagnado em
aproximadamente 22 g/L. As melhores conversdes de substrato a produto ocorreram durante a
alimentacdo inicial. Para efeito de comparacdo, ao longo da primeira batelada o rendimento
em termos de xilitol formado por D-xilose consumida foi de 0,42 g/g, enquanto para a
primeira e segunda alimentacdes foram de 0,15 e 0,18 g/g, respectivamente. Por sua vez, o

rendimento global (s giona) foi de 0,28 g/g.
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Figura 34 - Fermentacdo em biorreator para Candida guilliermondii 40037 (OD a 0,1-0,7%)

A Tabela 13 sumariza os principais parametros e fatores do processo:

Tabela 13 — Resultados da fermentacdo em biorreator para Candida guilliermondii 40037

Parametro Valor
Qs inicial (9/L.h) 0,38
Qs a1 (g/L.h) 0,27
Qsa2 (g/L.h) 0,36
Ypss global (9/9) 0,28
Yeis inicial(9/9) 0,42
Yeisal1(9/9) 0,15
Yeisal2 (9/9) 0,18
Y xs global (9/9) 0,06
Y pix global (9/9) 4,60

Ao conduzir sua fermentacdo em biorreatores de 2 L de volume nominal com 1,2 L de
meio de fermentacdo, Guerrante (1996), partindo de concentragdes celulares e de substrato de

3,0 e 50 g/L, respectivamente, obteve fatores Yps na faixa de 0,49 a 0,69 g/g — excecéo feita
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ao ensaio conduzido em auséncia de oxigenacdo, no qual o valor deste parametro foi nulo -,

com a menor taxa de aeracdo avaliada propiciando os melhores rendimentos.

Somente para a batelada inicial da atual dissertagdo o resultado em termos de Yps
(0,42 g/g) foi proximo ao de Guerrante (1996). Embora o controle do suprimento de oxigénio,
conforme ja comentado, tenha se dado, nesta pesquisa corrente, através da concentracdo de
oxigénio dissolvido em relacdo a saturacdo (%OD), caso seja feita uma analise comparando
condigdes similares de vvm — neste ensaio trabalhou-se com cerca de 0,3 vvm —, o0s resultados
de ambos o0s estudos estdo proximos (0,42 e 0,49 g/g). A razao para o resultado ligeiramente
mais elevado obtido por Guerrante talvez seja devido justamente a menor vazdo de ar

alimentada (0,25 vvm), favoravel a conversdo em xilitol.

Para uma condicdo de oxigénio dissolvido de 0,5% da saturagdo — similar, portanto, a
do atual ensaio -, Faria (2000), partindo de 50 g/L iniciais de xilose, atingiu concentracGes
finais de 15,2 g/L de xilitol, consequentemente alcancando fatores de rendimento Yps
equivalentes a 0,31 g/g, bem proximos, portanto, ao da presente pesquisa.

Uma comparacdo entre os resultados obtidos no atual trabalho entre o ensaio em
frasco agitado e aquele conduzido em biorreator indica que o primeiro foi mais bem sucedido
em seus designios de producéo de xilitol. Uma hipdtese capaz de justificar este fato é a de que
no caso do experimento em frascos a concentracgéo inicial de D-xilose foi bem superior e, ao
tornar a pressdo osmotica do meio mais elevada, favoreceu a excre¢do do xilitol, cujo carater

de soluto compativel ja foi devidamente enfatizado.

5.2.2.3 Biorreator - One-pot fermentation

Apesar dos resultados nao satisfatérios em termos de producdo de xilitol quando das
tentativas de one-pot fermentation realizadas com a linhagem Candida guilliermondii 50088,
0s experimentos com a linhagem 40037 permitiram novamente vislumbrar uma possibilidade

de sucesso em um processo a ser conduzido desta forma (Figura 35).

Buscou-se manter a concentracdo de oxigénio dissolvido entre 10 e 15% da saturagdo
durante a fermentacdo, valores que podem até ser considerados elevados. Os experimentos
prévios, no entanto, haviam demonstrado que, ao suprir oxigénio ao meio em condic@es ainda
mais restritas, o consumo do substrato se tornava demasiadamente lento. Assim, para
favorecer a conversdo da xilose em xilitol durante a etapa de fermentacdo a estratégia adotada

foi a de uma elevada concentragédo de substrato.
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Figura 35 — One-pot fermentation para Candida guilliermondii 40037

A parcela do experimento concernente ao estagio de crescimento celular compreendeu
a batelada inicial (So=10 g/L) e a primeira alimentacdo - uma carga adicional de 20 g/L do

substrato -, com fatores Y ;s respectivamente iguais a 0,43 e 0,19 g/g.

A etapa dita fermentativa teve inicio apds aproximadamente 65 horas — momento em
que a concentracdo celular atingira 7,6 g/L -, com a adi¢do de uma elevada concentracao de

xilose (= 90 g/L), a fim de favorecer a conversdo a xilitol.

Percebe-se que tanto no momento da primeira alimentacdo extra de substrato — e dos
demais nutrientes — como no principio do estagio de fermentacdo, hd um decréscimo nos
valores de concentracdo celular observados, o qual pode ser explicado pela adicdo de volume

das solugdes contendo D-xilose e os demais componentes.

A taxa de consumo do substrato experimentou gradativa aceleracdo ao longo do
processo, com valores de 0,36 g/L.h e 0,51 g/L.h para as duas primeiras etapas, relativas ao
crescimento de células. A taxa inicial durante a fermentacdo foi ainda superior, com valores
equivalentes a 0,67 g/L.h. Contudo, apds 168 horas totais de experimento houve brusca
reducdo da mesma, fato este que foi acompanhado por uma nova queda da concentracao de

massa celular.
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A concentracdo final de xilitol alcancada foi de aproximadamente 10 g/L, com um
parametro Ypss igual a 0,11 g/g para o estagio fermentativo. Apesar de ndo ser um Gtimo
resultado, algumas interessantes observacOes ainda podem ser feitas: durante os dois
primeiros estagios, com uma pequena concentracdo de aclcar disponivel e um maior
suprimento de oxigénio (OD na faixa de 15 a 20% da saturagéo), o crescimento celular foi, de
fato, favorecido, com uma formacdo negligenciavel do poliol; somente quando da etapa
fermentativa, caracterizada por uma alta concentracgdo de xilose, houve o acimulo de produto,
conforme seria o esperado de um soluto compativel, tema este ja amplamente discutido e
referenciado nesta dissertagdo; concomitantemente a queda na taxa de consumo do substrato,

a producdo de xilitol ficou praticamente estagnada.

Logo, este ensaio mostrou ser provavelmente viavel a conducdo de um processo para
producdo de xilitol atraves da estratégia one-pot fermentation. Alguns aspectos ainda
necessitam ser melhor elucidados, como por exemplo o baixo rendimento em termos de xilitol
mesmo durante a fermentagdo. Talvez isto tenha ocorrido em virtude da disponibilidade de
oxigénio ainda ter sido bastante elevada, ndo permitindo um desbalanceamento do potencial
redox da celula, condi¢cdo fundamental para o acimulo do produto e que parece néo ter sido
atendida, conforme o fator Ypx - equivalente a 1,11 g/g durante a fermentacdo e somente até

as 168 horas totais, por razdes ja discutidas — parece sugerir.

5.2.2.4 Biorreator (hidrolisado hemicelulésico)

Um ensaio fermentativo utilizando hidrolisado hemicelul6sico de cana-de-aclcar
também foi conduzido, de acordo com o mencionado em MATERIAIS E METODOS.

A fase de aclimatacdo ocorreu em frascos agitados com posterior inoculacdo do reator
contendo o substrato. Desde o inicio do processo, a taxa de consumo dos agucares mostrou-se
bastante lenta, havendo interrup¢cdo no consumo dos mesmos apds aproximadamente 30
horas. Engquanto a xilose e a glicose — esta, presente em baixas quantidades, foi esgotada - ao
menos foram consumidas, a concentracdo de arabinose, de cerca de 5,0 g/L, praticamente
manteve-se inalterada (Figura 36). O proprio estudo de Fogel (2004) constatou ser este
glicidio o de menor taxa de consumo. Por sua vez, o consumo simultaneo de xilose e glicose
estd de acordo com a proposta de Guerrante (1996), de que estes agucares sejam transportados

para dentro das células de levedura por uma mesma proteina carreadora.
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Embora ao final de quase 50 horas de experimento ainda restassem cerca de 21 g/L de
D-xilose no meio, uma boa parcela do que foi consumido foi convertido a xilitol, cuja
concentracdo final chegou a 7,2 g/L, acarretando um fator Yps equivalente a 0,54 g/g, um

rendimento superior até mesmo aqueles obtidos nos ensaios com meio sintético ja discutidos.
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Figura 36 — Fermentacdo em biorreator contendo hidrolisado hemicelulésico

N&o obstante este bom valor no que diz respeito a conversdo de D-xilose em produto,
ndo se pode deixar de atentar para o restrito consumo de substrato, o qual talvez seja
decorrente da inibicdo promovida por substancias presentes no hidrolisado, tais como
compostos furanicos, HMF e &cido acético.

Este experimento com hidrolisado, portanto, embora ndo plenamente satisfatério em
seu objetivo de atingir uma elevada fermentabilidade, ainda assim permitiu interessantes
observacoes.

Além disso, outros estudos reportados na literatura e que também empregaram como
agente fermentativo linhagens de Candida gquilliermondii e hidrolisados de residuos
hemicelulésicos como fonte de substrato — expostos na Tabela 14 — indicaram ser esta uma
rota possivel, capaz de atingir rendimentos elevados, conforme indicado nos trabalhos de
Mussatto et al. (2009) e Arruda et al. (2011).
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Tabela 14 — Resultados reportados com Candida guilliermondii e residuos hemicelulésicos

Xilitol

. o Residuo Yeis Qp o
Linhagem maximo _ . Referéncia
lignocelulosico (o/g) | (g/L.h)
(9/L)
Candida
. y Bagaco de cana-
guilliermondii 27,5 ] 0,486 | 0,837 FOGEL (2004)
de-acucar
50088
Candida
. y Bagaco de cana- MUSSATTO et
guilliermondii FTI 66,1 ] 0,84 0,17
de-acucar al. (2009)
20037
Candida
. N ARRUDA et al.
guilliermondii FTI 50,5 Palha de arroz 0,81 0,60
(2011)
20037

5.3 CONSIDERACOES GERAIS

De forma a simplificar a apresentacdo dos resultados obtidos — ja discutidos - e

permitir uma comparacdo mais direta entre 0s mesmos, sdo enumerados na Figura 37 os

principais ensaios fermentativos — em frascos agitados e biorreatores, sejam ou ndo one-pot

fermentation - acompanhados dos seus respectivos parametros relativos a concentracdo

méaxima de xilitol obtida (Pmsx €m g/L) e ao rendimento maximo em Xilitol formado por xilose

consumida (Yeis max €m g/g).

Previamente a apresentacdo do grafico algumas observacdes se fazem necessarias:

e Optou-se pelo rendimento e concentracdo de produto maximos porque em alguns

experimentos, a exemplo do OPF 11, houve consumo de Xilitol no processo.

e Enquanto para o ensaio one-pot fermentation empregando Candida guilliermondii

40037 o célculo do rendimento em termos de xilitol contemplou somente a etapa

fermentativa, excluindo o consumo de substrato durante as fases de crescimento
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celular, conforme seria 0 mais adequado e légico, para os casos de OPF com a

linhagem 50088, em virtude de a fase de fermentagdo ou ndo ter sido iniciada

(OPF 1) ou, no caso em que assim o foi (OPF Il), o consumo de xilose ao longo da

mesma ter ficado praticamente estagnado, adotou-se um fator de rendimento que

levasse em conta 0o consumo de substrato tambem ao longo dos estagios iniciais

originalmente destinados ao crescimento da massa celular.

e Devido ao fato da maior parcela dos aglcares nao ter sido consumida no teste com

hidrolisado hemicelul6sico o mesmo néo consta do gréfico.

WP s (8/L) —Y piomax  (8/E)
30 §
-\ X

1,00

Figura 37 - Comparacéo entre os ensaios fermentativos realizados

A visualizacdo da Figura 37 permite, de imediato, constatar que os melhores

resultados foram logrados quando do emprego da linhagem Candida guilliermondii 40037,

um fato que contribui para reforcar a hipdtese de que a linhagem 50088, conservada inativa,

tenha experimentado reducdo de sua capacidade produtora de xilitol, talvez em virtude de

alguma mutacao.
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Dentre todos os ensaios, aquele capaz de conjugar a maior producdo de xilitol e o
melhor rendimento foi o de frascos agitados que utilizou a linhagem 40037, partiu de 85 g/L
iniciais de xilose e obteve 35,5 g/L do poliol, com Yps equivalente a 0,41 g/g ap6s 90 horas.
Este resultado é bem superior aquele obtido no experimento com Candida guilliermondii
50088 para uma concentracgdo inicial de xilose de 100 g/L, em que, apds quase 236 horas de
processo a concentracdo de xilitol era de 1,4 g/L e somente cerca de 30% do substrato inicial

havia sido consumido.

Os resultados em biorreator com Candida guilliermondii 40037 (Biorreator Batelada
Alimentada e OPF) foram inferiores aqueles em frascos agitados. Uma possivel explicacdo
seria a dificuldade em suprir o oxigénio de maneira adequada, mantendo-o em niveis capazes
de provocar o desbalanceamento do potencial redox. Talvez o Biorreator Batelada Alimentada
e 0 OPF, operando, respectivamente, com uma OD entre 0,1 e 0,7% da saturacéo e entre 10 e
15% da saturacdo tenham trabalhado em condicGes de pequena e excessiva aeracdo, distante
do 6timo para a bioconverséo a xilitol. Em frascos agitados, em que a aeragdo nao é forcada e,
portanto, a transferéncia deste gas para a fase liquida ¢ mais lenta, é provavel que os

requisitos para a fermentacdo tenham sido melhor satisfeitos.
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES

A partir de todos os resultados obtidos, apresentados e comentados ao longo desta

dissertacdo, pode-se concluir que:

e Embora tenha sido possivel a reativacdo da linhagem Candida guilliermondi 50088
IM/UFRJ, os resultados da bioconversdo de xilose a xilitol, tanto em frascos agitados
como em biorreatores — estes conduzidos sob a estratégia de one-pot fermentation, -
foram aquém do que seria esperado, indicando que as células, apds o periodo de
inativacdo, talvez tenham passado por um processo biologico de “degenerescéncia

celular”, responsavel por afetar sua capacidade de producdo do poliol.

e Apesar do baixo rendimento em termos fermentativos quando do emprego da linhagem
Candida guilliermondii 50088, interessantes estudos a respeito da propagacdo celular
foram conduzidos. O emprego de biorreator através de batelada alimentada mostrou-se a
melhor op¢do, tendo sido obtidas concentracdes celulares superiores 20 g/L apos cerca de
35 horas. Este fato provavelmente é devido a maior capacidade de suprimento de
oxigénio em reator, uma condicdo fundamental para o crescimento celular de Candida

guilliermondii. E necessario, contudo, ressaltar que a aeragdo deve ser controlada de
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modo a evitar a formacdo de muita espuma, com a consequente aderéncia de células as

paredes do vaso reacional.

Em fermentacGes conduzidas em frascos agitados contendo concentragfes iniciais de
xilose de 100, 200 e 300 g/L inoculados com Candida guilliermondii 50088 a elevadas
concentragdes, 0s maiores fatores Ypis e Ypx — respectivamente 0,19 e 1,48 g/g - foram
obtidos para a maior concentracdo de substrato avaliada, evidenciando ser o xilitol um
soluto compativel. Os resultados, no entanto, ainda se mostraram bem inferiores aos
reportados em trabalhos anteriores do LADEBIO/UFRJ.

Na fase de ativacdo, a linhagem Candida guilliermondii 40037, fornecida pela
FIOCRUZ, apresentou melhores resultados do que a linhagem 50088, com uma reducao
da fase lag e maior concentracdo celular (= 6,5 g/L). Empregando a cepa 40037 para
fermentacdo em frascos agitados contendo elevado teor inicial de xilose (= 90 g/L), foi
alcancada uma concentracdo final de xilitol de 35,5 g/L e fatores Yp;s € Yxss equivalentes
a 0,41 e 0,03 g/g, sugerindo um favorecimento da producdo de xilitol em detrimento do
crescimento celular, conforme o desejado, o que pode ser explicado pela grande carga
inicial de substrato e pela restrita capacidade de aeracdo inerente ao sistema de frascos

agitados.

Utilizando a linhagem 40037 em biorreator operando em batelada alimentada com
aproximadamente 50 g/L de substrato inicial (concentracdo semelhante a de um
hidrolisado hemicelul6sico) e em condi¢cbes de pequeno suprimento de O, (0,1 a 0,7% da
saturacdo) foram alcancados 22 g/L finais de xilitol, com fatores Yp/x € Yp/s equivalentes
a 4,60 e 0,28 g/g Apesar desta reduzida aeracdo ter favorecido a producdo de xilitol, a
taxa de consumo de substrato mostrou-se bastante lenta, corroborando pesquisas

anteriores.

Foi possivel conduzir de maneira satisfatoria um processo one-pot fermentation quando
da utilizacdo de Candida guilliermondii 40037. Ainda gque o rendimento em xilitol tenha
se mostrado pequeno durante a fase fermentativa, é possivel vislumbrar avancos desde
que haja uma melhor compatibilizacdo entre suprimento e demanda de oxigénio em
relacdo as etapas de crescimento celular e de fermentacdo, cada qual com suas

peculiaridades. No presente caso, a pequena producgédo de xilitol talvez seja justificada
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pela utilizacdo de uma OD (10 a 15% da saturacao) ainda elevada para os propdsitos de
conversdo ao poliol. Ndo obstante, cabe enfatizar que a opcao por estes valores de OD foi
feita de forma a se evitar taxas de consumo de xilose demasiadamente lentas e, assim,

alcangar uma melhor produtividade.

Para o ensaio com hidrolisado hemicelulésico pdde ser observado que arabinose nao foi
consumida, enquanto xilose e glicose o foram concomitantemente. Embora o consumo de
xilose tenha sido pequeno, uma boa parcela do consumido foi convertida a xilose,
indicado por Ypsigual a 0,54 g/g.

Tendo em vista experimentos futuros relativos a producdo de xilitol por via

biotecnologica, algumas sugestdes podem ser de valia para a obtencdo de resultados ainda

melhores:

Em ensaios one-pot fermentation, 0s quais 0 presente trabalho mostrou possuirem
potencial, deve-se buscar aprimorar o rendimento em xilitol quando da etapa
fermentativa. Uma possibilidade seria trabalhar com um percentual de OD inferior ao
empregado, com especial atencdo para que 0 mesmo nao fique tdo reduzido a ponto de
provocar um consumo extremamente lento de substrato, o que provocaria baixas
produtividades, inviabilizando o processo. O suprimento adequado de oxigénio, conforme
discutido, constitui aspecto fundamental e de dificil solucdo; ao se basear em trabalhos
prévios, a presente pesquisa ndao alcancou os resultados esperados, de modo que esta é

uma questdo digna de maior aprofundamento e investigacéo.

Também no caso de experimentos sob a abordagem one-pot fermentation, de modo a
tentar minimizar os efeitos da mudanca brusca de uma condicdo de elevada oxigenacéo e
reduzida concentracdo de substrato - favoravel ao crescimento celular - para uma
condicao de restricdo de oxigénio e elevada pressdo osmotica — favoravel a bioconversdo
-, seria interessante trabalhar com um gradiente negativo de aeracdo e positivo no que

tange ao substrato.

Para experimentos com hidrolisado hemiceluldsico, seriam interessantes etapas extras de

aclimatagdo, com aumento gradual da quantidade de meio hidrolisado em cada uma das
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fases. Outra alternativa poderia contemplar uma destoxificagdo do mesmo, utilizando, por
exemplo, carvdo ativado, de modo a reduzir os efeitos inibitorios. Contudo, deve-se

buscar minimizar as perdas de acucares quando deste procedimento.

100



REFERENCIAS

AGUIAR JR., W.B.; FARIA, L.F.F.; COUTO, M.A.P.G.; ARAUJO.0.Q.F.; PEREIRA JR.,
N. (2002) Growth model and prediction of oxygen transfer rate for xylitolproduction from D-
xylose by C. guilliermondii. Biochemical Engineering Journal, 12: 49-59

AGUILAR,, R.; RAMIREZ, J.A.; GARROTE, G.; VAZQUEZ, M,; (2002) Kingtic study of
the acid hydrolysis of sugar cane bagasse. Journal of Food Engineering, 55: 309-318

ALBUQUERQUE, T.L.; da SILVA JR., I.J.;MACEDO, G.R.; ROCHA, M.V.P. (2014)
Biotechnological production of xylitol from lignocellulosic wastes:A review. Process
Biochemistry, 49: 1779-1789

AMINOFF, C.; VANNINEN, E.; DOTY, T. (1978) Xylitol — occurrence, manufacture and
properties. Oral Health 68: 28-29

ARRUDA, P.V.; RODRIGUES, R.C.L.B.; da SILVA, D.D.V.; FELIPE, M.G.A. (2011)
Evaluation of hexose and pentose in pre-cultivationof Candida guilliermondii on the key
enzymes for xylitolproduction in sugarcane hemicellulosic hydrolysate. Biodegradation,
2011: 815-822

BAR, A. (1991) Xylitol. In: O'BREIN NABORS, L., GELARDI, R. C., eds. Alternative
Sweeteners. 2. ed., New York: Marcel Dekkor Inc., 1991. p.349-379

BARBOSA, M.F.S.; de MEDEIROS, M.B.; MANCILHA, 1.M.; SCHENEIDER, H.; LEE, H.

(1988) Screening of yeasts for production of xylitol from D-xylose and some factors which
affect xylitol yield in Candida guilliermondii. Journal of Industrial Microbiology, 3: 241, 251

101



BASSLER, K.H. (1978) The occurrence, manufacture and properties of xylitol. In: Xylitol.
Counsell, ed., Applied Science Publishers, London, 1978, p 35-41

BAZITO, R.C. Introducdo a Quimica Verde. GPQA. Grupo de Pesquisa em Quimica
Ambiental — Instituto de Quimica — USP Disponivel em:
http://docente.ifrn.edu.br/albinonunes/disciplinas/quimica-ambiental-gestao-
ambiental/quimica-verde-apresentacao-uspAcesso em Abril 2015

BERGHALL S.; HILDITCH, S.; PENTTILA M.; RICHARD, P. (2007) Identification in the
mould Hypocrea jecorina of a gene encoding an NADP(+): d-xylose dehydrogenase. FEMS
Microbiology Letters, 277: 249-53.

BETANCUR, G.J.V.; PEREIRA JR., N. (2010) Sugar cane bagasse as feedstock for second
generation ethanol production. Part I: Diluted acid pretreatment optimization. Electronic
Journal of Biotechnology, 13: p.1

BOZELL, J.J.; PETERSEN, G.R. (2010) Technology development for the production of
biobased products from biorefinery carbohydrates—the US Department of Energy’s “Top 10”
revisited. Green Chemistry, 12: 539-554

CANILHAL, SILVA J.B.A.E.; FELIPE, M.G., CARVALHO W. (2003) Batch xylitol
production from wheat straw hemicellulosic hydrolysate using Candida guilliermondii in a
stirred tank reactor. Biotechnology Letters, 25:1811-4

CAO, N.; TANG, R.; GONG, C.S.; CHEN, L.F. (1994) The effect of cell density on the
production of xylitol from D-xylose by yeast. Applied Biochemistry and Biotechnology,
45/46: 515-519

CGEE. Centro de Gestéo e Estudos Estrategicos. (2010) Quimica Verde no Brasil: 2010-
2030. Brasilia, DF

CIRINO, P.C.; CHIN, J.W.; INGRAM, L.O. (2006) Engineering Escherichia coli for xylitol
productionfrom glucose—xylose mixtures. Biotechnology and Bioengineering, 95: 1167-76

COUGHLAN, M. P.; MEHRA, R. K.; CONSIDINC, P. J.; ORORKC, A.; PALS, J. (1985).
Saccharification of agricultural residues by combined cellulolytic and pectinolytic enzyme
systems. Biotechnology and Bioengineering. Symposium, 15: 447-58.

CUNHA, M.A.A. (2006) Bioproducéo de xilitol a partir de hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar em sistemas com células de Candida guilliermondii imobilizadas em hidrogéis de
alcool polivinilico. Tese de Doutorado. Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de
Sé&o Paulo. Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia Industrial. 215p

D’ALMEIDA, M.O. (1988). Celulose ¢ Papel - Tecnologia de Fabricacdo de Pasta Celulosica.
Ed. Departamento de Divulgacédo do IPT, volsl e 2, 22 edicdo

DADI, A.P., VARANASI, S., SCHALL, C.A. (2006). Enhancement of cellulose

saccharification kinetics using an ionic liquid pretreatment step. Biotechnology and
Bioengineering, 95: 904-910

102


http://docente.ifrn.edu.br/albinonunes/disciplinas/quimica-ambiental-gestao-ambiental/quimica-verde-apresentacao-usp
http://docente.ifrn.edu.br/albinonunes/disciplinas/quimica-ambiental-gestao-ambiental/quimica-verde-apresentacao-usp

DAHYIA, J.S. (1991) Xylitol production by Petromyces albertensis grown on medium
containing D-xylose. Canadian Journal of Microbiology, 37: 14-18

DASHTBAN M.; KEPKA, G. SEIBOTH, B.; QIN, W. (2013) Xylitol production by
genetically engi-neered Trichoderma reesei strains using barley straw as feedstock. Applied
Biochemistry and Biotechnology, 169: 554-69.

DILLS JR., W.L. (1989) Sugar alcohols as bulk sweeteners. Annual Review of Nutrition, 9:
161-86

DU PREEZ, J.C. (1994) Process parameters and environmental factors affecting D-xylose
fermentation by yeasts. Enzymes and Microbial Technology, 16: 944-956

EBRINGEROVA A.; HEINZE T. (2000) Xylanandxylanderivatives-
biopolymerswithvaluableproperties,1. Naturally occurring xylans structures, isolation
procedures and properties.Macromolecular Rapid Communications, 21:542-56.

EPA. United States Environmental Protection Agency. Green Chemistry. Disponivel em:
http://www?2.epa.gov/green-chemistry Acesso em Abril 2015

FARIA, L.F.F. (2000) Producéo de xilitol a partir de D-xilose em um biorreator a membrana.
Tese de doutorado, Coordenacédo dos Programas de Pds-Graduacgédo de Engenharia, Programa
de Engenharia Quimica, UFRJ, Rio de Janeiro

FELIPE, M.G.A., VITOLO, M.; MANCILHA, I1.M.; SILVA, S.S. (1997) Fermentation of
sugar cane bagasse hemicellulosic hydrolysate for xylitol production: effect of pH. Biomass
and Bioenergy, 13: 11-14

FENG, L.; CHEN, Z.1. (2008).Research progress on dissolution and functional modification
of cellulose in ionic liquid. Journal of Molecular Liquids: 142, 1-5

FERNANDO S.; ADHIKARI, S.; CHANDRAPAL, C.; MURALLI, N. (2006) Biorefineries:
current status, challenges, and future direction. Energy Fuels 20: 1727-1737

FITZPATRICK, M.; CHAMPAGNE, P.; CUNNINGHAM, M.F.; WHITNEY, R.A. (2010)
Abiorefinery processing perspective: Treatment of lignocellulosic materials for the production
of value-added products, Bioresource Technology, 101: 8915-8922

FOCHER, B.; MARZETTI, A. CRESCENZI, V. (eds) (1991). Proc. Int. Workshop on Steam
Explosion Techniques: Fundamentals and Industrial Applications. Gordon and Breach
Science Publishers, Philadelphia

FOGEL, R. (2004) Otimizacéo da hidrolise &cida de bagaco de cana-de-acgUcar e utilizacdo do
hidrolisado na producdo de xilitol por Candida guilliermondii. Dissertacdo de Mestrado.
Programa de Pds-graduacdo em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos, Escola de
Quimica, UFRJ, Rio de Janeiro

FOGEL, R., GARCIA, R., OLIVEIRA, R., PALACIO, D., MADEIRA, L., PEREIRA JR, N.
(2005). Optimization of acid hydrolysis of sugarcane bagasse and investigations on its
fermetability for production of xylitol by Candida guilliermondii. Applied Biochemistry and
Biotechnology, 121-124: 741-752.

103


http://www2.epa.gov/green-chemistry

FUKAYA, Y.; HAYASHI, K.; WADAB, M.; OHNO, H. (2008) Cellulose dissolution with
polar ionic liquids under mild conditions: required factors for anions. Green Chemistry, 10:
44-46

GERHARTZ, W. (1990) Industrial use of enzymes.IN Enzyme in industry — production and
applications, 77-149. VCH Verlagsgesellschaf, Berlin

GERVAIS, P.; MARECHAL, P.A.; MOLIN, P. (1992) Effects of the kinetics of osmotic
pressure variation on yeast viability.Biotechnology & Bioengineering, 40: 1435-1439

GIMENES, M.A.P.; CARLOS, L.C.S.; FARIA, L.F.F.; PEREIRA JR., N. (2002) Oxygen

uptake rate in production of xylitol by Candida guilliermondii with different aeration rates
and initial xylose concentrations. Applied Biochemistry and Biotechnology, 98-100: 1049-
1059

GONG, C. H.; CHEN, L. F.; TSAO, G. T. (1981) Quantitative production of xylitol from o-
xylitol by a high xylitol Iproducing yeast mutant Candida tropicalis HX P2. Biotechnology
Letters, 3:125-130

GONG, C.S.; CHEN, L.F.; FLICKINGER, M.C.; CHIANG, L.C.; TASO, G.T. (1981)
Production of ethanol from D-xylose by using D-xylose isomerase and yeasts. Applied
Environmental and Microbiology, 41: 430-436

GONG, G.S.; CHEN, C.S.; CHEN, L.F. (1993) Pretreatment of sugar cane bagasse
hemicellulose hydrolysate for ethanol production by yeast. Applied Biochemistry and
Biotechnology, 39/40: 83-88

GUERRANTE, M.F. (1996) Contribuicdo ao desenvolvimento de um processo para producao
de xilitol por bioconversao. Dissertacdo de Mestrado. Programa de P6s-graduacdo em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos, Escola de Quimica, UFRJ, Rio de Janeiro

GUTIERREZ, T.; BUSKO, M.L.; INGRAM, L.O.; PRESTON, J.F. (2002) Reduction of
furfural to furfuryl alcohol by ethanologenic strains of bacteria and its effect on ethanol
production from xylose. Applied Biochemistry and Biotechnology, 98-100: 327-340

HAHN-HAGERDAL, B.; JEPPSSON, H.; SKOOG, K.; PRIOR, B.A. (1994) Biochemistry
and physiology of xylose fermentation by yeasts. Enzyme and Microbial Technology, 16:
933-943

HAMELINCK, C.N.; van HOOIJDONK; FAAJI, A.P.C. (2005) Ethanol from lignocellulosic
biomass: techno-economic performance in short-, middle- and long-term. Biomass and
Bioenergy, 28: 384-410

HORITSU, H.; YAHASHI, Y.;TAKAMIZAWA, K.; KAWAI, K.; SUZUKI, T ;
WATANABE, N. (1992) Production of D-xylitol by Candida tropicalis: Optimization of
production rate. Biotechnology & Bioengineering, 40: 1085-1091

HYVONEN, L.; KOIVISTOINEN, P.; VOIROL, F. (1982) Food technology evaluation of
xylitol. Advances in Food Research, 28: 373-403

104


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AKensaku%20Hayashi

JEFFRIES, T.W. (1985) Effects of culture conditions on the fermentation of xylose to ethanol
by Candida shehatae. Biotechnology & Bioengineering Symposium, 15 (Symp.Biotechnol.
Fuels Chem. 7), 149-166

KAPARAJU, P.; SERRANO, M.; THOMSEN, A.B.; KONGJAN, P.; ANGELIDAKI,
1.(2009) Bioethanol, biohydrogen and biogas production from wheat straw in a biorefinery
concept. Bioresource Technology, 100: 2562-2568

KOSAN, B.; MICHELS, C.; MEISTER, F. (2008) Dissolution and forming of cellulose with
ionic liquids. Cellulose, 15: 59-66

KUHAD, R.C.; SINGH, A. (1993) Lignocellulose Biotechnology: Current and future
prospects. Critical Reviews in Biotechnology, 13: 151-172

LASER, M.; JIN, H.; JAYAWARDHANA, K.; LYND, L.R.(2009) Coproduction of ethanol
and power from switchgrass. Biofuels Bioproducts and Biorefining, 3: 195-218.

LAVARACK, B.P.; GRIFFIN, G.J.; RODMAN, D. (2000) Measured kinetics of the acid-
catalysed hydrolysis of sugar cane bagasse to produce xylose. Catalysis Today, 63: 257-265

LEE, J. (1997) Biological conversion of lignocellulosic biomass to ethanol. Journal of
Biotechnology, 56: 1-24

LEE, S.H.; DOHERTY, T.V.; LINHARDT, R.J.; DORDICK, J.S. (2009) Ionic liquid-
mediated selective extraction of lignin from wood leading to enhanced enzymatic cellulose
hydrolysis. Biotechnology and Bioengineering, 102: 1368-1376

LENARDAO, E.J.; FREITAG, R.A.; DABDOUB, M.J.; BATISTA, A.C.F.; SILVEIRA, C.C.
(2003) “Green Chemistry” — Os 12 principios da quimica verde e sua inser¢éo nas atividades
de ensino e pesquisa, Quimica Nova, 26: 123-129

Letters, 3: 130-5.

LI, Q.; HE, Y.C.; XIAN, M., JUN, G.; XU, X.; YANG, J.M. (2009). Improving enzimatic
hydrolysis of wheat straw using ionic liquid 1-ethyl-3-methylimidazolium dyethyl phosphate
pretreatment, Bioresource Technology, 100: 3570-3575

LOURENCO, M.V.M. (2009) Sele¢ao de leveduras para bioconversao de D-xilose em xilitol.
Dissertacdo de Mestrado. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de
Sao Paulo, Piracicaba, 76 p.

LYND, L.R. (1996). Overview and evaluation of fuel ethanol form cellulosic biomass:
technology, economics, the environment, and policy. Annual Reviews, Energy Environment,
21: 403-465

LYND, L.R.; LARSON, E.; GREENE, N.; LASER, M.; SHEEHAN, J.; DALE,

B.E.;McLAUGHLIN, S.; WANG, M.(2009) The role of biomass in America’s energy future:
framing thea nalysis. Biofuels Bioproducts.and Biorefining, 3: 113-123.

105



MACKIE, K.L.; BROWNELL, H.H.; WEST, K.L.; SADDLER, J.N.(1985) Effect of sulphur
dioxide and sulphuric acid on steam explosion of aspenwood. Journal of Wood Chemistry and
Technology, 5: 405425

MAKINEN, K.K. (2000) The rocky road of xylitol to its clynical application. Journal Of
Dental Resource, 79: 1352-1355

Mc MILLAN, J.D. (1994). Pretreatment of lignocellulosic biomass. In: Himmel, M.E., Baker,
J.0., Overend, R.P. (eds), Enzymatic conversion of biomass for fuel production. American
Chemical Society, Washington DC, p 292-324

MENON, V.; RAO, M. (2012) Trends in bioconversion of lignocellulose: Biofuels, platform
chemicals & biorefinery concept. Progress in Energy and Combustion Science, 38: 522-550

MEYRIAL, V.; DELGENES, J.P.; MOLLETA, R.; NAVARRO, J.M. (1991) Xylitol
production from D-xylose by Candida guilliermondii: Fermentation behavior. Biotechnology
Letters, 13: 281-286

MIKKOLA, J.P.;SALMI, T.; VILLELA, A.; VAINIO, H.; MAKI-ARVELA, P;
KALANTAR, A.; OLLONQVIST, T.; VAYRYNEN, J.; SJOHOLM, R. (2003)
Hydrogenation of xylose to xylitol on sponge nickel catalyst — a study of the process and
catalyst deactivation kinetics, Brazilian Journal of Chemical Engineering, 20: 263-271

MILLER, G.L. (1959) Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing
sugar. Analytical Chemistry, 31: 426-428

MOSIER N.; WYMAN C.; DALE B.; ELANDER R; LEE, Y.Y.; HOLTZAPPLE, M.;
LADISCH, M. (2005). Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic
biomass. Bioresource Technology, 96: 673-686.

MUSSATTO, S.I.; ROBERTO, I.C. (2003) Xylitol production from high xylose
concentration: evaluation of the fermentation in bioreactor under different stirring rates.
Journal of Applied Microbiology, 95: 331-7.

NEGRO, M.J.; MANZANARES, P.; OLIVA, J.M.; BALLESTERQS, I.; BALLESTEROS,
M. (2003)Changes in various physical/chemical parameters of Pinuspinaster wood after steam
explosion pretreatment. Biomass and Bioenergy, 25: 301-308

NIKOLAEV, D.I.; CHERNIKOVA, L.P.; GLAZMAN, B.A.; KOSTYUK, L.N.;
RUTSKAYA, M.S.;CHIVYAGA. A A. (1983) New ion-exchange resins in xylitol
production. Gidroliz.Lesokhim. Prom-St., 2: 16-18

NONKLANG, A.S.; BANAT, B.M.A.; CHA-AIM K.; MOONJAL, N.; HOSHIDA, H.;
LIMTONG, S; YAMADA, M.; AKADA, R. (2008) High-temperature ethanol fermentation
and transformation with linear DNA in the thermotolerant yeast Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042. Applied and Environmental Microbiology,74: 7514-21.

OGIER, J.C.; BALLERINI, D.; LEYGUE, J.P.; RIGAL, L. & POURQUIE, J. (1999) -
Production d’éthanol a partir de biomasse lignocellulosique.Oil & Gas Science and
Technology — Revue de I'IFP, 54:67-94

106



OHARA, H.(2003)Biorefinery. Applied Microbiology and Biotechnology, 62: 474477

OLIVIER-BERBIGOU, H.; MAGNA, L.; MORVAN, D. (2010).Ionic liquids and catalysis:
Recent progress from knowledge to applications. Applied Catalysis A: General, 373: 1- 56.

PACIFIC NORTHWEST NATIONAL LABORATORY, National Renewable Energy
Laboratory (2004) Top value added chemicals from Biomass: Results of screening for
potential candidates from sugars and synthesis gas. Department of Energy, OakRidge: TN.

PARAJO, J.C.; DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, J.M. (1998a) Biotechnological production
of xylitol. Part 1: Interest of xylitol and fundamentals of its biosynthesis. Bioresource
Technology, 66: 25-40

PARAJO, J.C.; DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, J.M. (1998b) Biotechnological
production of xylitol. Part 2: operation in culture media made with commercial sugars.
Bioresource Technology, 66: 25-40

PARAJO, J.C.; DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, J.M. (1998c) Biotechnological production
of xylitol. Part 3: operation in culture media made from lignocellulosic hydrolysates.
Bioresource Technology, 66: 25-40

PEDERSEN, M.; MEYER, A.(2010) Lignocellulose pretreatment severity — relating pH to
biomatrix opening. New Biotechnology, vol 27, n. 6: 739-750

PENG, F.; PENG, P.; XU, F.; SUN, R. (2012) Fractional purification and bioconversion of
hemicelluloses. Biotechnology Advances, 30: 879-903

PEPPER, T.; OLINGER, P.M. (1988) Xylitol in sugar-free confections. Food Technology,
October 1988: 98-106

PEREIRA, JR. N.; COUTO, M.AP.G.; ANNA, L.M.M.S. (2008) Biomass of lignocellulosic
composition for fuel ethanol production within the context of biorefinery. Series on
Biotechnology, vol.2, Escola de Quimica/UFRJ

PRAKASH, G.; VARMA, AlJ.; PRABHUNE, A.; SHOUCHE, Y.; RAO, M. (2011)
Microbial production of xylitol from d-xylose and sugarcane bagasse hemicellulose using
newly isolated thermotolerant yeast Debaryomyces hansenii. Bioresource Technology, 102:
3304-8.

production: a review. Bioresource Technology: 83, 1-11.

PU, Y.Q.; JIANG, N.; RAGAUSKAS, A.J. (2007) Ionic liquids as a green solvent for lignin.
Journal of Wood Chemistry and Technology, 27: 23-33

RAMOS, L.P. (2003). The chemistry involved in the steam treatment of lignocellulosic
materials. Quimica Nova, 6: 863-871

RANGASWAMY S.; AGBLEVOR F.A. (2002) Screening of facultative anaerobic bacteria
utilizing d-xylose for xylitol production. Applied Microbiology and Biotechnology, 60: 88—
93.

107



RODRIGUES, R.C.L.B.; FELIPE, M.G.A.; ROBERTO, IL.C.; VITOLO, M. (2003a) Batch
xylitol production by Candida guilliermondii FT1 20037 from sugarcane bagasse
hemicellulosic hydrolysate at controlled pH values. Bioprocess and Biosystems Engineering.,
26: 103-107

RODRUSSAMEE, N.; LERTWATTANASAKUL, N.; HIRATA, K,;LIMTONG, S,;
KOSAKA, T.; YAMADA, M. (2011) Growth and ethanol fermentation ability on hexose and
pentose sugars and glucose effect under various conditions in thermotolerant
yeastKluyveromyces marxianus. Applied Microbiology and Biotechnology, 90: 1573-86.

SA, M.C.A. (1993) Efeito do grau de aeragio na producéo de xilitol por bioconverséo. .
Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-graduacdo em Tecnologia de Processos Quimicos
e Bioquimicos, Escola de Quimica, UFRJ, Rio de Janeiro

SANTOQOS, J.C. (2005) Processo fermentativo de obtencéo de xilitol a partir de hidrolisado de
bagaco de cana-de-acucar em reator de leito fluidizado: avaliacdo das condi¢fes operacionais.
Tese de Doutorado. Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia Industrial. Escola de
Engenharia de Lorena da Universidade de Sdo Paulo.

SARROUH, B.F. (2009) Estudo da producéo biotecnoldgica de xilitol em reator de leito
fluidizado utilizando bagaco de cana-de-agucar e células imobilizadas: Avaliacéo de
parametros operacionais e viabilidade econémica. Tese de Doutorado. Programa de Pos-
Graduacao em Biotecnologia Industrial. Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de
Sédo Paulo.

SARROUH, B.F.; SILVA, S.S. (2008) Evaluation of the performance of a three-phase
fluidized bed reactor with immobilized yeast cells for the biotechnological production of
xylitol. International Journal of Chemical Reactor Engineering, 6: 1-15

SHELDON, R.A. The E factor. Disponivel
em:http://www.sheldon.nl/roger/efactor.htmlAcesso em Abril 2015

SIMS, A. P.; BARNETT, J. A. (1978)The requirement of oxygen for the utilization of
maltose, cellobiose, 0-galactose by certain anaerobically fermenting yeasts. Journal ofGeneral
Microbiology, 106: 277-82.

SUN, Y., CHENG, J.(2002). Hydrolysis of lignocellulosic materials for ethanol

SUNNA, A.; ANTRAKINIAN, G. (1997) Xylanolytic enzymes from fungi and bactéria.
Critical Reviews in Biotechnology, 17: 39-67

TADA, K.; HORIUCHI, J.; KANNO, T.; KOBAYASHI, M. (2004) Microbial xylitol
production from corn cobs using Candida magnolia.Journal of Bioscience and
Bioengineering. 98: 228-230

WINKELHAUSEN, E.; KUZMANOVA, S. (1998) Microbial conversion of D-xylose to
xylitol. Journal of Fermentation and Bioengineering, 8: 1-14

108



ZAVREL, M.; BROSS, D.; FUNKE, M.; BUCHS, J.; SPIESS, A.C. (2009) High-throughput
screening for ionic liquids dissolving (ligno-)cellulose. Bioresource Technology, 100: 2580-
2587

ZHAO, Y.; LIU, X.; WANG, J., ZHANG, S. (2012) Effects of cationic structure on cellulose
dissolution in ionic liquids: a molecular dynamic study. ChemPhysChem, 12: 3126-3133

ZHU, S.;;WU, Y.; CHEN, Q.; YU, Z.;WANG, C.; JIN, S.;;DINGA, Y.;WUC, G. (2006)

Dissolution of cellulose with ionic liquids and its application: a mini-review. Green
Chemistry, 8: 325-327

109



