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RESUMO 
 

Modesto, Luiz Felipe. Estudo da bioprodução de xilitol e do crescimento celular 

empregando leveduras da espécie Candida guilliermondii. Dissertação de Mestrado. 

Escola de Química - Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2015. 

 

Orientadores: Nei Pereira Jr., PhD 

                     : Peter Seidl, PhD 

A bioprodução de xilitol - um poliol de poder edulcorante similar ao da sacarose, capaz de 

auxiliar na prevenção de cáries e cujo metabolismo é parcialmente dependente da insulina - 

está inserida nos contextos de Biorrefinaria e Química Verde, além de apresentar vantagens 

frente à tradicional via química de produção, a qual faz uso de catalisadores inespecíficos e, 

consequentemente, necessita de etapas de purificação e separação, responsáveis 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 propósito de avaliar o 

crescimento celular e a bioconversão, 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 utilização de biorreator, alcançando valores superiores a 20 g/L após cerca de 35 horas. 

Contudo, em ensaios fermentativos, principalmente naqueles conduzidos sob a abordagem 

one-pot fermentation, a produção e o rendimento em xilitol foram aquém das expectativas, 

possivelmente em razão do tempo de inativação ao qual a linhagem ficou submetida - talvez 

responsável pela degenerescência das células - hipótese reforçada pelos experimentos de 

avaliação da influência da concentração inicial de D-xilose (100, 200 e 300 g/L), os quais, 

embora tenham novamente indicado ser o xilitol um soluto compatível, com um aumento 

superior a 10 vezes no fator YP/X para a maior concentração (300 g/L; YP/X=1,48 g/g) de 

substrato em relação à menor (100 g/L; YP/X=0,14 g/g), apresentaram fatores de rendimento 

YP/S reduzidos, situados na faixa de 0,05 a 0,19 g/g. A linhagem 40037, por sua vez, quando 

comparada à 50088, propiciou melhores resultados tanto no que diz respeito à etapa de 

ativação, com uma redução da fase lag de 12 para 7 horas e uma maior concentração celular 

ao final desta etapa (≈ 6,5 g/L), como nos experimentos de fermentação. Nestes, quando da 

utilização de frascos agitados inoculados com elevada massa celular, foram obtidos os 

maiores rendimento e concentração final de xilitol (35,5 g/L), valores mais elevados do que 

aqueles obtidos em batelada alimentada (22 g/L de xilitol e YP/S=0,28 g/g) e one-pot 

fermentation (10 g/L de produto e YP/S=0,11 g/g durante o estágio fermentativo). Também 

foram contemplados nesta dissertação estudos com hidrolisado hemicelulósico- proveniente 

de bagaço de cana-de-açúcar -, nos quais foram observados consumo concomitante de xilose e 

glicose e não assimilação de arabinose por parte das células de levedura, além de produção de 

xilitol equivalente a 7,2 g/L, com rendimento YP/X equivalente a 0,54 g/g, embora não 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 

Química - 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 YP/X 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; YP/X=0,14 g/g), the 

YP/S 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; YP/S=0,28 g/g) and one-pot fermentation (10 g/L of the product; YP/S=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 YP/X yield of 0,54 g/g, although there was no depletion of substrate. 

Keywords: xylitol, bioprocess, yeast, Candida guilliermondii 
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1 INTRODUÇÃO 

O Brasil, apesar de sua produção científica crescente, não é considerado, em nível 

mundial, uma potência em termos de Ciência e Tecnologia, destacando-se mais pela 

exportação 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 nação 

ocupando uma posição de destaque, uma vez que as condições naturais estão amplamente 

disponíveis em nosso território, tais como uma grande biodiversidade, intensa radiação solar e 

disponibilidade de terras. 

Neste contexto, o aproveitamento eficiente dos materiais lignocelulósicos, 

provenientes de resíduos agrícolas, pode representar o passo necessário a ser dado, uma vez 

que corresponde a um dos alicerces da Biorrefinaria, a qual propõe processos integrados e 

ampla variedade de produtos a partir de materiais renováveis, além de estar de acordo com 

princípios da Química Verde. 

O xilitol, uma substância já produzida por via química tradicional e geralmente 

utilizada como adoçante, apresenta uma rota bioquímica de produção partindo de materiais 

lignocelulósicos 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 bioconversão específicos, tornando 

mais simples e menos onerosas as etapas de purificação. 

A bioprodução deste poliol, empregando leveduras da espécie Candida guilliermondii, 

constitui o escopo deste trabalho, desenvolvido no Laboratório de Desenvolvimento de 

Bioprocessos (LADEBIO, sob a coordenação do Prof. Dr. Nei Pereira Jr.), o qual pretende 

contribuir para uma melhor compreensão do processo e dos fatores envolvidos e dar 

continuidade a trabalhos prévios conduzidos por este núcleo de pesquisa. 

Organização da dissertação 

Para uma melhor orientação, a Dissertação encontra-se dividida nos seguintes 

capítulos: 

 INTRODUÇÃO, o qual fornece informações básicas acerca do tema e apresenta a 

estrutura do texto. 

 

 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA, no qual são comentados estudos prévios que 

nortearam a pesquisa atual, bem como são apresentados os principais fatores, 

parâmetros e reações envolvidos no processo. 

 

 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS, em que são ressaltadas as motivações para a 

pesquisa e suas metas. 

 

 MATERIAIS E MÉTODOS, o qual descreve a metodologia utilizada nos 

experimentos. 

 

 RESULTADOS E DISCUSSÃO, com a apresentação dos resultados obtidos e 

comentários acerca dos mesmos. 

 

 CONCLUSÕES E SUGESTÕES, que ressalta as principais contribuições e 

resultados da pesquisa e, em seguida, diante da experiência adquirida com os 

ensaios e das dificuldades encontradas, propõe alternativas. 

 

 REFERÊNCIAS, com a menção devida aos trabalhos consultados que serviram de 

base para a dissertação desenvolvida.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Biorrefinaria e Materiais Lignocelulósicos 

A partir das Revoluções Industriais dos séculos XVIII e XIX, a humanidade 

experimentou grandes progressos e transformações econômicas e sociais. O advento de novas 

tecnologias, a exemplo do motor a combustão e da energia elétrica, por exemplo, durante a 

denominada Segunda Revolução Industrial, levou a inegáveis avanços fundamentais para o 

desenvolvimento e estabelecimento das características do mundo contemporâneo.  

Todo este progresso demandou um grande emprego de fontes fósseis e não renováveis, 

tais como carvão e petróleo. A opção por estes tipos de materiais hoje cobra seu preço. Cada 

vez mais, percebem-se alterações no meio ambiente oriundas dos danos a este causados. Os 

padrões climáticos, por exemplo, se alteraram e as estações do ano têm sido cada vez mais 

rigorosas, caracterizadas por verões tórridos no hemisfério sul e invernos de temperaturas 

extremamente baixas no norte. Outra preocupação crescente neste contexto diz respeito à 

intensificação do processo de aquecimento global. 

Embora grande variedade de indústrias – muitas vezes poluidoras - já esteja 

estabelecida há tempos e apresente processos mais eficientes, com tempos de produção e uso 

de matérias-primas e utilidades otimizados de forma a prover a maior rentabilidade possível, 

diante do quadro socioambiental que se avizinha urge a busca por novas formas e meios de 
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produção. Uma possibilidade que vem se tornando mais proeminente é a da Biorrefinaria, 

com a tendência crescente de pesquisas por produtos de origem bio. 

O conceito de uma Biorrefinaria é análogo ao das tradicionais refinarias de petróleo, 

contudo, ao invés da utilização do óleo cru como matéria-prima base, opta-se pela biomassa 

para a geração de uma variedade de bens por meio da combinação de tecnologias. Os 

processos de conversão devem ser integrados de forma a se produzir combustíveis, energia, 

materiais e produtos químicos (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 híbridas, provenientes de diversos campos, tais como bioengenharia, 

agricultura e química de polímeros hão 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 concretização deste modelo foi dado pelo 

Departamento de Energia dos Estados Unidos (DOE, na sigla em inglês), o qual identificou os 

denominados building blocks (blocos de construção), ou seja, substâncias derivadas da 

conversão de biomassa que seriam fundamentais para o estabelecimento de uma economia 

pautada em fontes renováveis (PNNL/NREL, 2004). A Tabela 1 lista cada uma destas 

substâncias. 

Tabela 1 - Building blocks eleitos pelo DOE 

Building block 

ácidos 1,4 succínico, fumárico e málico 

ácido 2,5-furanodicarboxílico 

ácido 3-hidroxipropiônico 

ácido aspártico 

ácido glutárico 

ácido glutâmico 

ácido itacônico 

ácido levulínico 

3-hidroxibutirolactona 

glicerol 

sorbitol 

xilitol / arabinol 
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É importante ressaltar que esta lista, desde então, já foi revisada (BOZELL & 

PETERSEN, 2010), constando o xilitol ainda entre os building blocks revistos, conforme será 

comentado posteriormente. 

De uma forma breve, a Biorrefinaria, é composta pelas seguintes etapas, também 

esquematizadas na Figura 1: seleção da matéria-prima; pré-tratamento da biomassa, o qual é 

responsável por torná-la mais suscetível aos posteriores processamentos e será abordado com 

maiores detalhes posteriormente; tratamentos químicos, biológicos ou combinações destes, 

obtendo açúcares redutores ou especialidades químicas, capazes de dar origem aos blocos de 

construção; e conversão, nos casos necessários, a polímeros, fontes de energia, combustíveis 

ou compósitos (FITZPATRICK et al., 2010).  

 

Figura 1 – Esquema simplificado das principais etapas de uma Biorrefinaria 

Fonte: Adaptado de FITZPATRICK et al (2010) 
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É nítida, portanto, a relevância do pré-tratamento. Antes de descrevê-los, contudo, 

convém tratar dos materiais lignocelulósicos, importantes fontes de biomassa cujo 

aproveitamento, seja pela rota bioquímica – baseada na conversão de açúcares extraídos da 

biomassa por processos hidrolíticos – ou termoquímica – por intermédio da gaseificação para 

a produção de gás de síntese ou da pirólise para a formação de bioóleo - constitui um dos 

pilares da Biorrefinaria (PEREIRA JR. et al., 2008). Ambas as abordagens são exemplificadas 

na Figura 2, porém o presente trabalho desenvolverá somente as ideias relacionadas ao 

processo bioquímico, em conformidade com a pesquisa conduzida em laboratório.   

 

Figura 2 - Rotas de aproveitamento do material lignocelulósico 

Fonte: PEREIRA JR.et al. (2008) 

 

Os materiais lignocelulósicos representam a mais abundante fonte de biomassa 

residual e sua disponibilidade não necessariamente exerce impacto sobre o uso da terra. 

Apresentam uma complexa estrutura composta por três principais substâncias, cujas 

proporções 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 constituída por unidades de D-glicose unidas entre si por ligações β-1,4 glicosídicas. As 

cadeias estão alinhadas de modo a formar fibrilas organizadas, seja em estruturas cristalinas 

ou amorfas. As ligações de hidrogênio inter e intramoleculares, as quais em conjunto 

apresentam grande força coesiva, são as responsáveis pela estabilização do conjunto 

(PEREIRA JR. et al, 2008). 
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Tabela 2– Diferentes fontes de materiais lignocelulósicos e suas respectivas composições 

Fonte: Adaptado de KUAD & SINGH (1993); SARROUH (2009) 

Resíduo Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas 

Bagaço de cana-de-açúcar 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 
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Figura 3 - Estrutura da celulose 

Fonte: Adaptado de COUGHLAN et al (1985) 

 

As hemiceluloses, por sua vez, são macromoléculas ramificadas de baixa massa molar. 

Entre suas unidades monoméricas estão: xilose, arabinose, glicose, galactose, manose, fucose, 

ácidos glicurônico e galacturônico. As quantidades de cada um destes monossacarídeos 

dependem da fonte da matéria-prima (EBRINGEROVA & HEINZE, 2000) e a possibilidade 

de diversos monômeros, bem como de ramificações e ligações, contribui para a complexidade 

e variedade conformacional da estrutura hemicelulósica. Na Figura 4, estão ilustradas as 

estruturas hemicelulósicas de angiospermas (A) e gimnospermas (B), cujas cadeias lineares 

principais são formadas por xilanas. 

A fração hemicelulósica apresenta uma ampla gama de aplicações - algumas das quais 

estão expostas na Figura 5 -, sendo facilmente hidrolisada a pentoses (xilose e arabinose) e 

hexoses (glicose, galactose e manose) e transformada em etanol combustível e demais 

substâncias de valor agregado, tais como 5-hidroximetilfurfural (HMF), furfural, ácido 

levulínico 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) 

 

 

 

Figura 5 – Produtos potenciais da hemicelulose 

Adaptado de PENG et al. (2012) 
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A Tabela 3 ressalta as principais diferenças entre a celulose e a hemicelulose. 

 

Tabela 3 - Comparação entre celulose e hemicelulose 

Celulose Hemicelulose 

Homopolissacarídeo de unidades de glicose 
Heteropolissacarídeo composto por pentoses e 

hexoses 

Alto grau de polimerização (2000-18000) Baixo grau de polimerização (50-300) 

Arranjos fibrosos Não produz arranjos fibrosos 

Regiões cristalinas e amorfas Regiões amorfas 

Hidrólise lenta por ácidos diluídos a altas 

temperaturas 

Hidrólise rápida por ácidos diluídos a altas 

temperaturas 

Insolúvel em álcalis Solúvel em álcalis 

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

 

As fibras mais flexíveis ricas em celulose e hemicelulose estão ligadas à lignina - um 

material mais duro - por ligações de hidrogênio e ligações covalentes. Trata-se de uma 

macromolécula natural, produto da polimerização de três compostos fenólicos majoritários 

(Figura 6): álcool cumarílico (I), álcool coniferílico (II) e álcool sinapílico (III). É responsável 

por conferir à parede celular dos vegetais rigidez e resistência ao impacto, compressão e dobra 

(LEE, 1997). 

 

Figura 6– Precursores primários da lignina 

Fonte: PEREIRA JR. et al. (2008) 
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Uma visualização esquemática do arranjo lignocelulósico pode ser conferida na Figura 7. 

 

Figura 7 - Imagem ilustrativa do complexo lignocelulósico 

Fonte: Adaptado de PEREIRA JR.et al.(2008) 

 

Além da celulose, hemicelulose e lignina, há nos materiais lignocelulósicos outros 

compostos em menores proporções, como resinas, taninos, ácidos graxos, etc. Compostos 

nitrogenados são encontrados em pequenas quantidades, geralmente na forma de proteínas e, 

com relação aos sais minerais, os mais frequentes são os de cálcio, potássio e magnésio 

(D’ALMEIDA, 1988 e WAYMAN & PAREKH, 1990). 

2.2 Pré-tratamento 

O complexo arranjo lignocelulósico é responsável por criar obstáculos para a 

utilização direta e efetiva destes materiais nos processos de bioconversão, uma vez que a 

estrutura cristalina da celulose a torna bastante resistente à hidrólise e a associação lignina-

celulose forma uma barreira física que impede o acesso enzimático ou microbiológico ao 

substrato. Assim, uma etapa crucial para a geração de novos produtos e substâncias a partir da 

biomassa lignocelulósica é o pré-tratamento, o qual permite a solubilização ou separação dos 

componentes majoritários (celulose, hemicelulose e lignina) deste material e, 

consequentemente, uma maior digestibilidade. A opção 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: físico (cominuição do 

material mediante fragmentação ou moagem); físico-químico (explosão a vapor, catalisada ou 

não); químico (hidrólise ácida sob condições brandas, ozonólise ou deslignificação oxidante) 

e biológico (microbiano ou enzimático), de acordo com o agente responsável pela alteração 

estrutural (MC MILLAN, 1994; SUNG & CHENG, 2002). 

Devido ao fato de não ser do escopo desta pesquisa um aprofundamento nas diferentes 

técnicas de pré-tratamento, somente a explosão a vapor - o método mais empregado, também 

denominado auto-hidrólise - e a hidrólise ácida – utilizada no atual trabalho - são descritas em 

maiores detalhes. É realizado ainda, ao final, um breve comentário sobre a utilização dos 

líquidos iônicos, uma técnica bastante promissora. Os demais são citados na Tabela 4, 

acompanhados de suas vantagens e desvantagens. 

A técnica de explosão a vapor é empregada no setor sucroalcooleiro brasileiro com o 

objetivo de aumentar a digestibilidade da cana para consumo animal. Basicamente, consiste 

em uma compressão seguida de uma rápida descompressão. Inicialmente, a biomassa 

lignocelulósica é impregnada de água a elevadas pressão (7 a 50 atm) e temperatura (160 a 

190°C) (SUN & CHENG, 2002). A seguir, o alívio instantâneo da pressão ocasiona uma 

mudança na água da fase líquida para vapor, o que provoca uma forte explosão, responsável 

pela ruptura das ligações estruturais do material (NEGRO et al., 2003). Obtêm-se, assim, uma 

fração sólida úmida, denominada celulignina, a qual apresenta o complexo lignocelulósico 

desorganizado, e uma fase líquida rica constituída por xilanas, xilooligossacarídeos e ácidos 

urônico e acético.  

Não obstante, nem todas hemiceluloses reagem da mesma maneira à ação hidrolítica, 

uma vez que suas estruturas são dependentes de sua origem (HAMELINCK et al., 2005; SUN 

& CHENG, 2002). As de hardwood - compostas majoritariamente por pentosanas - 

apresentam menor resistência à hidrólise 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 

Fonte: Adaptado de MENON & RAO (2012) 

 

Método Vantagens Desvantagens/Limitações 

Mecânico 
Redução da cristalinidade da 

celulose 
Elevado consumo energético 

Ácidos minerais 

Hidrólise da celulose e 

hemicelulose; alteração da 

estrutura da lignina 

Perigoso, tóxico e corrosivo 

Hidrólise 

Alcalina 

Remoção da lignina e 

hemicelulose; aumento da área 

superficial 

Longo tempo de residência; formação 

de sais irrecuperáveis 

LHW (Liquid hot 

water) 

Remoção da hemicelulose, 

permitindo acesso enzimático à 

celulose 

Longo tempo de residência; menor 

remoção de lignina 

Organosolv 
Hidrólise da lignina e 

hemicelulose 

Necessidade de absorção, evaporação, 

condensação e reuso do solvente 

Oxidação úmida 

Remoção da lignina; 

solubilização da hemicelulose e 

descristalização da celulose 

- 

Ozonólise 
Redução do conteúdo de lignina; 

não gera resíduos tóxicos 

Necessidade de grande quantidade de 

ozônio 

Explosão por 

CO2 

Remoção da hemicelulose; 

descristalização da celulose e 

custo-benefício 

 

Explosão a vapor 
Remoção da hemicelulose e 

alteração na estrutura da lignina 

Destruição incompleta da matriz 

lignina-carboidrato 

AFEX (Ammonia 

Fiber Explosion) 

Remoção da lignina e 

hemicelulose 

Baixa eficiência para biomassa com 

alto teor de lignina 

Lìquidos iônicos 
Dissolução da celulose; aumento 

da acessibilidade à celulose 
Desenvolvimento em estágios iniciais 
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A explosão a vapor é capaz de gerar recuperação do açúcar ao mesmo tempo em que 

utiliza baixos investimentos em capital e ocasiona baixos impactos ambientais, além de 

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

Embora apresente estas vantagens, há certos problemas inerentes ao processo de auto-

hidrólise. Dentre estes, podemos destacar a destruição de uma porção da fração 

hemicelulósica, o rompimento incompleto da matriz lignina-carboidrato (MACKIE et al., 

1985) e a formação de inibidores de crescimento celular (LAVARACK et al., 2000). 

Nas últimas décadas, com o objetivo de se aumentar a eficiência do processo de 

explosão a vapor, diversos estudos têm sido conduzidos envolvendo o emprego de agentes 

químicos. A este tipo de processo aplica-se a denominação "explosão a vapor catalisada". Os 

principais agentes químicos usados são ácido sulfúrico, cuja concentração varia entre 0,1 e 

5% v/v, e anidrido sulfuroso, o qual em solução forma ácido sulfúrico. Quando do uso de 

ácido sulfúrico, previamente à explosão a vapor, o material é embebido em solução ácida. 

Após esta etapa, é realizado o processo de explosão a vapor propriamente dito. No caso do 

emprego de anidrido sulfuroso, é introduzida na fase vapor uma corrente rica neste gás ácido. 

Em ambas as abordagens a faixa de temperatura e o tempo de exposição não diferem daqueles 

da explosão a vapor simples (LYND, 1996; OGIER et al., 1999; HAMELINCK et al., 2005). 

Por sua vez, o pré-tratamento ácido é bastante recomendado quando se busca trabalhar 

exclusivamente com a fração hemicelulósica – como é o caso desta pesquisa para produção de 

xilitol, por exemplo - uma vez que praticamente somente esta porção do material é 

hidrolisada, levando a uma alta concentração de xilose em relação aos demais açúcares 

(AGUILAR et al., 2002; SUN & CHENG, 2002; PARAJÓ et al., 1998c). 

Esta técnica envolve o emprego de ácido concentrado ou diluído – a técnica mais 

comum emprega ácido sulfúrico diluído - para romper a rígida estrutura do material 

lignocelulósico (MENON & RAO, 2012). Simplificadamente, consiste na adição do ácido em 

concentrações na faixa de 0,1 a 5 % p/p, a temperatura entre 110 e 220°C e tempo de 

exposição de 10 a 180 minutos. O pré-tratamento em mais de um estágio ou combinado a 

outra tecnologia pode levar a elevadas eficiências (MOSIER, 2005; OGIER et al., 1999; 

LYND, 1996). A associação desta técnica - responsável pela remoção da hemicelulose - à 

hidrólise alcalina – capaz de remover a lignina – permite a obtenção de uma celulose 

relativamente pura (MENON & RAO, 2012). 
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Durante o processo de hidrólise ácida, contudo, ocorre a formação de inibidores do 

metabolismo microbiano. Estes podem ser desde outros glicídios, tais como manose, 

galactose e glucose, os quais provocam uma diminuição na utilização da xilose 

(WINKELHAUSEN & KUZMANOVA, 1998) até ácidos, cátions de metais e compostos 

furânicos. 

Dentre os ácidos 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), concentrações desta substância em 

valores superiores a 3 g/L inibem a bioconversão de xilose a xilitol por Candida 

guilliermondii, tendo sido reportadas por Parajó et al. (1998c) concentrações entre 1,3 e 16,7 

g/L de acordo com o tratamento de hidrólise ácida empregada. 

Outro inibidor relevante formado no processo de hidrólise ácida é o furfural, um 

furano formado quando o material lignocelulósico contém pentoses (GUTIERREZ et al., 

2002). Seu efeito tóxico se deve à inibição da respiração e da fosforilação oxidativa na célula 

(PARAJÓ et al., 1998c). 

Já o emprego de líquidos iônicos (IL, na sigla em inglês) como solventes para o pré-

tratamento de biomassa lignocelulósica tem sido bastante investigado desde a última 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 fusão (menor do que 100 °C), os quais 

permanecem em fase líquida dentro de uma ampla faixa de temperatura, apresentam alta 

polaridade, elevadas estabilidades química e térmica, pressão de vapor negligenciável, boas 

propriedades solvatadoras e não são inflamáveis (HAYES, 2009; ZAVREL et al., 2009). O 

mecanismo de dissolução da celulose nestes líquidos iônicos envolve os átomos de oxigênio e 

hidrogênio dos grupos hidroxila da celulose com a formação de complexos elétron-doador e 

elétron-aceptor, os quais interagem com os IL. As ligações de hidrogênio entre as cadeias 

moleculares da celulose são rompidas na interação dos grupamentos OH destas com os 

líquidos iônicos, resultando na dissolução do polímero (FENG et al., 2008; ZHAO et al., 

2012). Como exemplos, os cloretos de 1-alil-3-metilimidazônio (AMIMCL) e de 1-butil-3-

metilimidazônio (BMIMCL) mostraram-se bastante efetivos como solventes para a dissolução 

da celulose a temperaturas inferiores a 100 ºC (ZHU et al., 2006). Os dados disponíveis até 

então têm reportado a efetividade dos IL no pré-tratamento de biomassa lignocelulósica, como 

bagaço (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 não nocivos ao meio ambiente (PU et 

al., 2007). Contudo, detalhes do processamento de biomassa lignocelulósica com líquidos 

iônicos ainda estão sob estudo. 

2.3 Hidrolisado hemicelulósico 

Devido ao fato de a produção de xilitol – o tema desta pesquisa - ter como substrato a 

D-xilose, o principal açúcar presente na fração hemicelulósica, será conferida maior ênfase ao 

estudo desta em detrimento às demais frações do complexo lignocelulósico. 

Conforme já mencionado, a hemicelulose apresenta ramificações em sua cadeia e, 

consequentemente, regiões amorfas. Sua composição polissacarídica apresenta principalmente 

xilanas, arabinanas, arabinoxilanas, mananas e galactomananas, as quais são basicamente 

formados por pentoses e hexoses, que representam de 10 a 40% do material lignocelulósico 

seco (GERHARTZ, 1990). As xilanas, a partir das quais se obtém a D-xilose, possuem 

ligações β-1,4 xilanopirosil menos estáveis e mais suscetíveis ao ataque hidrolítico do que as 

ligações de glicose na celulose, o que torna mais fácil a recuperação deste monossacarídeo 

através da hidrólise em ácido diluído (JEFFRIES et al., 1985). 

Além de todos estes açúcares, no entanto, o hidrolisado hemicelulósico apresenta 

inibidores do metabolismo microbiano, a exemplo de HMF, furfural, ácido acético, 

compostos fenólicos oriundos da lignina, resinas ácidas, taninos e terpenos (JEFFRIES, 1983; 

KUHAD & SINGH, 1993). De modo a facilitar a conversão microbiana, muitas vezes opta-se 

pela redução ou retirada de tais substâncias do hidrolisado, sendo comum o emprego de 

carvão ativo (GONG et al., 1993). Uma outra maneira de se contornar este obstáculo, 

prescindindo da destoxificação, consiste na utilização de uma elevada concentração de 

inóculo (FOGEL, 2004). 

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

diversas rotas possíveis para utilização do mesmo inseridas no contexto da Biorrefinaria. 
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Figura 8 – Possíveis rotas para aproveitamento da fração hemicelulósica 

Fonte: Adaptado de PEREIRA JR. et al. (2008) 

 

2.4 Química Verde 

 

Além da Biorrefinaria, outra concepção bastante em voga – e até mais abrangente - 

nestes dias de buscas por mecanismos de produção mais limpos e maior sustentabilidade é a 

da Química Verde, também denominada Química Ambiental ou Química para o 

Desenvolvimento Sustentável.  

De acordo com o Centro de Gestão e Estudos Estratégicos (CGEE) do Ministério da 

Ciência e Tecnologia nacional – o qual elaborou um livro contendo o estado atual e as 

perspectivas para este setor em território brasileiro no período de 2010 a 2030 – a Química 

Verde tem como “objetivo final conduzir ações científicas e/ou processos industriais 

ecologicamente corretos”, sendo necessário “acoplar os interesses da inovação química 

simultaneamente com os objetivos da sustentabilidade ambiental e com os objetivos de caráter 

industrial e econômico”. 



30 
 

O desenvolvimento da Química Verde teve início na década de 90, notadamente nos 

EUA, Inglaterra e Itália, com a introdução de novos conceitos e paradigmas para atividades 

relacionadas a química, abrangendo também os setores industriais e econômicos relacionados. 

Com a ampliação do movimento, a International Union of Pure and Applied Chemistry 

(IUPAC) e a Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE) uniram 

forças no estabelecimento de diretrizes para o desenvolvimento da Química Verde em escala 

global. 

De forma a elucidar o conceito, a seguir são apresentadas algumas definições e 

princípios da Química Verde, a partir de informações colhidas na página eletrônica da United 

States Environmental Protection Agency ou Agência de Proteção Ambiental dos Estados 

Unidos (EPA, na sigla em inglês), no artigo de Lenardão et al. (2003) e em apresentações do 

Grupo de Pesquisa em Química Ambiental (GPQA) - pertencente ao Instituto de Química da 

USP (Universidade de São Paulo) - disponíveis em www.gpqa.iq.usp.br. 

2.4.1 Química Verde X Remediação 

 

Embora a princípio, a Química Verde possa ser equivocadamente confundida com a 

remediação, ou seja, a simples opção pela “limpeza”, é fundamental estabelecer a diferença 

entre estas abordagens.  

A Química Verde busca reduzir o potencial poluidor na fonte através da minimização 

ou eliminação dos perigos associados ao uso de matérias-primas, reagentes, solventes e 

produtos.  

Por sua vez, a estratégia de remediação envolve o tratamento de correntes de resíduos 

ou a limpeza em caso de vazamentos que afetem o meio ambiente. Esta abordagem também 

inclui a separação das substâncias químicas 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 remediação do ambiente, pode ser qualificada como “verde”. Um exemplo ilustrativo seria 

a substituição do perigoso adsorvente empregado para remoção do mercúrio do ar para 

adequado descarte por um outro também efetivo, porém com a vantagem de ser isento de 

riscos ao ambiente ou à saúde humana. Assim, o solvente original não seria mais produzido e 

a estratégia de remediação aplicada estaria de acordo com as diretrizes da Química Verde. 
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2.4.2 Os princípios da Química Verde 

 

De uma forma geral, os processos e produtos relacionados à Química Verde podem ser 

divididos em 3 grupos: 

 Emprego de fontes renováveis ou recicladas de matéria-prima. 

 

 Busca por melhor eficiência energética, ou seja, o consumo de menos energia 

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

 

 Restrição ao uso de substâncias persistentes, bioacumulativas e tóxicas. 

Estas categorias, por sua vez, estão vinculadas à aplicação dos Princípios da Química 

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 implantação da 

Química Verde em indústrias, centros de ensino ou pesquisas. 

1. Prevenção da formação de resíduos:  

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

vez tendo sido gerado, tratá-lo. 

Uma das maneiras de avaliar a quantidade de resíduos gerados num processo é através 

do fator de fator de eficiência (E). Este fator corresponde à razão entre a massa de resíduo 

total e a massa de produto obtido neste processo:  

 𝐸 =  (𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑠í𝑑𝑢𝑜𝑠) / (𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑡𝑜) 

No cálculo dos resíduos devem constar, por exemplo, as quantidades de reagentes em 

excesso, solventes utilizados, efluentes líquidos, emissões gasosas, catalisadores não 

reaproveitados, etc. 

De uma forma geral, as indústrias com processos de grande escala são mais eficientes 

em termos da análise do fator E. Naquelas cujos processos envolvem diversas etapas, a 

exemplo da farmacêutica, a necessidade de muitos estágios de purificação ocasiona uma 

elevada geração de resíduos e, consequentemente, altos valores deste fator, conforme 

explicitado na Tabela 5: 
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Tabela 5 - Valores do fator E para diferentes tipo de indústria 

Setor Fator E 

Commodities < 1 - 5 

Química Fina 5 - > 50 

Indústria Farmacêutica 25 - > 100 

Fonte: Adaptado de SHELDON (1997) 

 

É fundamental enfatizar que, embora seja uma importante ferramenta, o fator E não 

analisa a natureza ou o impacto causado pelos resíduos no ambiente. As substâncias químicas 

apresentam tanto um “potencial de poluição”, relacionado à sua capacidade de causar danos à 

saúde ou ao ambiente diretamente, como um “dano histórico”, que envolve a geração de 

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

2. Economia de átomos 

Este princípio preconiza que as reações químicas envolvidas devem ser capazes de 

maximizar a incorporação das matérias-primas no produto final, ao invés de gerar 

subprodutos ou produtos secundários. 

Isto pode ser medido por inetermédio do conceito de eficiência atômica (EA), 

determinada por meio da fração da massa dos reagentes que foi incorporada ao produto de 

interesse, conforme a equação a seguir: 

 

𝐸𝐴 (%) =
𝑎𝑃𝑀𝑀𝑝

∑(𝑎𝑅𝑖𝑀𝑀𝑅𝑖)
 100% 

 

Assim, para o cálculo da EA deve ser feita a divisão da massa molar do produto 

(𝑀𝑀𝑝) pela soma da massa molar dos reagentes (𝑀𝑀𝑅𝑖), sendo que cada massa molar deve 

vir multiplicada de seu respectivo coeficiente estequiométrico (𝑎𝑅𝑖). 

Generalizando, pode-se compreender o conceito de eficiência atômica como uma 

medida da eficiência estequiométrica de uma reação. Idealmente, o objetivo é utilizar reações 

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

Esta diretriz é autoexplicativa e preconiza que os processos sejam planejados de forma 

que as substâncias envolvidas tenham baixa ou, se possível, nenhuma toxicidade, tanto para 

seres humanos como para o ambiente.  

Este princípio, em conjunto com o 4º e 12º princípios – vistos mais adiante -, busca 

reduzir o impacto causado tanto mediante a redução da quantidade de material gerado como 

da diminuição de suas periculosidades, persistência e toxicidade no meio. 

4. Desenvolvimento de produtos seguros e eficientes 

Os produtos desenvolvidos devem apresentar a maior eficiência possível para a 

aplicação a qual são destinados, de modo que possam ser empregados na menor quantidade 

possível. Além disso, também devem apresentar uma alta degradabilidade. 

Como exemplo de aplicação deste princípio, 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 fermentação naturalmente ocorrentes, é sintetizado em um processo no qual 

catalisadores, bem como a maior parte dos reagentes e solventes empregados são reciclados. 

Além disso, age especificamente sobre insetos sensíveis, sendo, portanto, pouco tóxico ao 

homem. 

5. Eliminação/melhora de solventes e auxiliares da reação 

Deve-se evitar o uso de solventes, agentes de separação ou outras substâncias 

químicas auxiliares. Caso os mesmos sejam imprescindíveis, deve-se buscar alternativas 

seguras. 

6. Otimização do uso de energia 

A utilização de energia pelos processos químicos provoca impactos ambientais e 

econômicos e, assim, deve ser feita da forma mais eficiente possível, seja através do 

desenvolvimento de melhores equipamentos ou da otimização de processos. Se possível, os 

mesmos devem ser conduzidos à temperatura e pressão ambientes ou brandas, conforme 

geralmente ocorre nos processos biotecnológicos.  
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7. Emprego de fontes renováveis de matéria-prima 

Com o objetivo de conferir maior sustentabilidade aos processos, o uso de recursos 

renováveis como fontes de matérias-primas e reagentes, sempre que técnica e 

economicamente viável deve ser priorizado no desenvolvimento de novas tecnologias em 

detrimento de fontes não renováveis. A opção por matérias lignocelulósicos, por exemplo, 

está de acordo com este princípio. 

8. Evitar a formação de derivados desnecessários 

Processos que envolvam intermediários com grupos protetores ou que apresentem um 

maior número de etapas por meio da produção de derivados devem ser evitados. Para que este 

objetivo seja atingido, é de grande relevância o desenvolvimento de catalisadores capazes de 

promover uma maior seletividade das reações ou, quando possível, de biocatalisadores, os 

quais, em muitos casos, apresentam maior especificidade. 

9. Utilização de catalisadores 

Catalisadores - tão seletivos quanto possível - devem ser escolhidos em substituição 

aos reagentes estequiométricos. Reações sem catálise geralmente são mais lentas e consomem 

maior quantidade de energia. Além disso, deve-se dar preferência a catalisadores 

heterogêneos, em virtude de sua maior facilidade de separação. Assim como no caso do 

princípio nº 9, o uso de biocatalisadores apresenta-se como uma boa opção. 

10. Desenvolvimento de produtos degradáveis 

Os produtos químicos precisam ser projetados para serem eficientes durante seu tempo 

de vida útil. Porém, após este período, devem ser rapidamente degradados, fragmentando-se 

em produtos inócuos e que não persistam no ambiente. 

11. Monitoramento em tempo real para prevenção da poluição 

Para a otimização dos processos, é fundamental um controle em tempo real, 

acompanhado de metodologias analíticas adequadas. Assim, a geração de produtos 

indesejados ou o desperdício de materiais e energia poderia ser minimizada. Substâncias 

nocivas, por exemplo, seriam detectadas antes de sua formação. 
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12. Desenvolvimento de processos intrinsecamente seguros 

Durante o planejamento de um processo químico, deve-se ter como objetivo a redução 

de seu risco inerente. As substâncias (reagentes, solventes, etc), bem como os equipamentos e 

os mecanismos de controle e monitoramento, devem ser escolhidas buscando a minimização 

do risco de acidentes tais como vazamentos, incêndios e explosões. Assim, em caso de 

acidente ou falhas no processo, os danos são limitados em virtude da baixa periculosidade dos 

mesmos. 

Diversos dos princípios norteadores da Química Verde – as diretrizes 7, 8 e 9 listadas 

acima, por exemplo; com destaque, no caso desta última, para os biocatalisadores e não 

simplesmente os catalisadores convencionais – estão relacionados à bioprodução de xilitol, 

conforme evidenciado a seguir. 

2.5 Xilitol 

O xilitol, de maneira semelhante ao sorbitol e ao manitol, é classificado como um 

açúcar álcool ou poliol, cujas nomenclatura oficial e fórmula química são, respectivamente, 

penta-hidroxipentano e C5H12O5. Sua molécula apresenta cadeia aberta, com uma hidroxila 

ligada a cada um dos átomos de carbono (Figura 9). O nome xilitol, por sua vez, está 

relacionado à xilose, o açúcar a partir do qual foi obtido pela primeira vez (MAKINEN, 

2000).  

 

Figura 9 – Estrutura molecular do xilitol 

Fonte: chemspider.com 

 

É encontrado naturalmente em algumas frutas (morangos, framboesa, ameixa e peras), 

folhas (alface, couve-flor, espinafre e chicória), 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 ácido oxálico de alguns materiais vegetais, a exemplo da 

bétula (KIM et al., 1999). Além disso, trata-se de um metabólito intermediário normal do 
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metabolismo humano, cuja produção endógena situa-se na faixa de 5 a 15 mg/dia com 0,03 a 

0,06 mg/ 100 ml presentes na corrente sanguínea (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, não 

foram exploradas até o período posterior à Segunda Guerra Mundial, com destaque para 

estudos pioneiros no Japão, Alemanha e União Soviética (DILLS, 1989).  

O racionamento e a escassez de açúcar durante o período da Guerra também levaram 

pesquisadores a desenvolver um processo capaz de obter xilitol a partir de árvores, 

particularmente bétula. A finlandesa Finnish Sugar Co. Ltd foi bem sucedida neste aspecto, 

porém, após o fim da Guerra, com a maior disponibilidade de açúcares, o projeto foi deixado 

de lado, somente sendo retomado, em larga escala, em 1975, a partir de uma cooperação desta 

empresa com a F. Hoffman La-Roche (DILLS, 1989). 

O interesse primário no xilitol diz respeito ao seu potencial para adoçante alternativo. 

Em oposição aos demais edulcorantes não calóricos – sacarina, por exemplo – suas 

propriedades são similares às da sacarose. Além de ser facilmente diluído em água, seu poder 

edulcorante é praticamente equivalente ao deste dissacarídeo, sendo ainda duas vezes superior 

ao do sorbitol e cerca de três vezes maior do que o do manitol, com a vantagem de um valor 

calórico reduzido em 40% quando comparado a estes (MITCHELL, 2003). Sua ingestão ainda 

propicia uma sensação de frescor em virtude de seu calor negativo de dissolução (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 não provocar grandes variações no 

nível 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 

saudáveis, um processo adaptativo nos níveis de atividade das enzimas permite substanciais 

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

No que tange à saúde bucal, o xilitol também se mostra uma excelente alternativa. 

Cáries dentárias representam um mal que aflige indivíduos de todo o mundo, em diferentes 

classes sociais. Uma de suas principais causas é a ingestão da sacarose - presente em doces e 



37 
 

produtos de confeitaria – nos períodos entre refeições. Desta forma, um ingênuo prazer 

cotidiano se torna um problema ao sujeitar nossos dentes ao constante ataque dos ácidos 

formados a partir do açúcar pela ação das bactérias presentes na boca. Uma vez que não é 

simples convencer as pessoas a abdicar de produtos ricos em açúcar – não há como negar que 

são apetitosos e inclusive contribuem para o bom humor –, uma solução é o emprego de uma 

substância capaz de oferecer sabor e propriedades semelhantes ao do açúcar tradicional, sem, 

no entanto, provocar as indesejáveis cáries. O xilitol surge, então, como um forte candidato a 

preencher esta lacuna. Conforme já mencionado, suas características são similares às dos 

açúcares convencionais, com a exceção – bastante vantajosa – de seu efeito anti-cariogênico, 

uma vez que as bactérias orais utilizam hexoses para obtenção de energia, sendo incapazes de 

metabolizar pentoses. Este poliol ainda forma complexos estáveis com cálcio e demais cátions 

polivalentes – magnésio, por exemplo – que ajudam na remineralização de dentes e ossos. 

Nos mercados já se encontram diversos produtos – chicletes, balas, pastas de dente, etc – 

formulados com xilitol, cujo uso em produtos afins teve início em 1975 na Finlândia e, alguns 

meses depois, nos EUA (DILLS, 1989; MITCHELL, 2003). 

Ainda no que diz respeito às vantagens da incorporação do xilitol na produção de 

alguns alimentos, convém ressaltar que o mesmo não sofre reações do tipo Maillard, 

responsável tanto pelo escurecimento como pela redução do valor nutricional de proteínas 

(PARAJÓ et al., 1998a). 

A classificação, pelo Departamento de Energia dos Estados Unidos, do xilitol como 

um importante building block (já mostrado na Tabela 1) confere ainda maior importância à 

substância, que dentro da ampla conjuntura da Biorrefinaria, pode dar origem à uma série de 

derivados de maior valor agregado, cujos grupos são destacados na Figura 10 e comentados 

brevemente em seguida, a partir de informações contidas no relatório do próprio DOE 

(PNNL/NREL 2004) 
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Figura 10 – Derivados possíveis do xilitol dentro do contexto da Biorrefinaria 

Fonte: PNNL/NREL (2004) 

 

 Ácido xilônico: A conversão do xilitol em ácido xilônico envolve oxidação 

seletiva. A química da reação já foi demonstrada para a conversão de sorbitol em 

ácido glucônico, porém com baixos rendimentos, sendo a separação deste dos 

demais produtos da mistura bastante problemática. Altos rendimentos para a 

obtenção de ácido xilônico requerem o desenvolvimento de catalisadores e de 

processos que tenham somente o oxigênio como agente oxidante, em detrimento 

dos ácidos nítrico e peracético. Estima-se que para que a tecnologia seja 

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

 

 Glicóis: A conversão de xilitol a propilenoglicol e etilenoglicol ocorre por meio da 

hidrogenólise. Rendimentos da ordem de 80% já foram demonstrados e valores de 

cerca de 90% contribuiriam positivamente para a questão da viabilidade 

econômica do processo. O desafio consiste em obter correntes de D-xilose puras a 

baixo custo. Uma possível alternativa seria um processo com uma mistura de 

açúcares que incluísse, além deste sacarídeo, glicose e arabinose, com a conversão 

a propilenoglicol como produto primário e etilenoglicol como secundário. 
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 Polimerização direta: Copolimerização com outros glicóis para o mercado de 

resinas de poliéster insaturadas seria uma grande oportunidade. Outras reações de 

polimerização diretas formariam poliésteres que necessitariam ter suas 

propriedades avaliadas e comparadas às dos demais. Polímeros com subunidades 

de cinco carbonos apresentam propriedades diferentes. 

 

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

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

compostos, tais como biohidrocarbonetos e ácido lático, foram adicionados, enquanto outros 

foram omitidos, a exemplo dos ácidos aspártico e glutâmico. O artigo, contudo, destaca que a 

não inclusão de uma dada substância não significa que a mesma não seja digna de atenção ou 

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

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

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

critérios estipulados para avaliação: 

 O composto ou tecnologia recebeu a significativa atenção por parte da literatura 

recentemente: são reportadas muitas pesquisas que identificam tecnologias e 

estruturas de relevância para a Biorrefinaria. 

 

 A tecnologia aplicada para a substância é ampla o suficiente para abarcar uma 

gama variada de produtos: de maneira similar à indústria petroquímica, as 

tecnologias mais valorizadas são aquelas dotadas de flexibilidade, ou seja, capazes 

de se adaptar à produção de variadas substâncias. 

 

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

matéria inicial confere à Biorrefinaria adaptabilidade e flexibilidade.  

 

 A substância pode ser utilizada como um building block primário no contexto da 

Biorrefinaria: exibe função análoga às olefinas, BTX, ao metano e CO na refinaria 

petroquímica. 

 



40 
 

 A produção comercial do composto a partir de fontes renováveis de carbono está 

bem estabelecida: a utilidade potencial da substância é incrementada uma vez que 

seu processo de produção seja reconhecido pela indústria.  

2.5.1 Produção de xilitol 

 

Conforme previamente mencionado, o xilitol é encontrado naturalmente em uma 

grande variedade de frutas e vegetais. Contudo, devido à baixa concentração – inferior a 900 

mg/100 g - sua extração se torna inviável do ponto de vista econômico (HYVONEN et al. 

1982; PEPPER & OLINGER, 1988).  

Assim, para produções em larga escala, opta-se por um processo químico de redução 

da D-xilose obtida a partir de hidrolisados de madeira. Este procedimento inclui quatro 

etapas: hidrólise ácida da matéria vegetal; purificação do hidrolisado para uma solução pura 

de D-xilose ou de D-xilose cristalina; hidrogenação da D-xilose a xilitol e cristalização do 

xilitol (AMINOFF et al., 1978). O aspecto crítico desta técnica consiste na purificação da D-

xilose do hidrolisado. Embora cromatografia iônica seja empregada para remoção de sais e 

produtos de degradação (NIKOLAEV et al., 1983), os diferentes açúcares presentes no 

hidrolisado não são passíveis de separação desta maneira, o que se torna um problema, visto 

que, durante a hidrólise ácida, além de D-xilose também são liberados arabinose, manose e 

galactose (PARAJÓ et al., 1998a). A própria etapa de hidrogenação também enfrenta 

obstáculos em virtude da formação de subprodutos, a exemplo de xilulose por isomerização, a 

qual pode ser hidrogenada a arabitol (MIKKOLA et al., 2000). 

Entre outras desvantagens da rota química tradicional para produção de xilitol, 

podemos citar: altas temperaturas - próximas a 140 °C - pressões elevadas - da ordem de 50 

atm - a inespecificidade do catalisador – tipo Níquel-Raney –, levando a reações paralelas e 

subprodutos e rendimentos de conversão em torno de 40 % (GUERRANTE, 1996). Um 

fluxograma simplificado da via química de produção, a partir da fibra de milho, está ilustrado 

na Figura 11: 
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Figura 11 – Fluxograma da produção de xilitol por rota química empregando fibra de milho como 

matéria-prima 

Fonte: Adaptado de LAROSA (2002) e SARROUH (2009) 

 

Esta conjuntura com diversos aspectos desfavoráveis aponta para a busca por 

alternativas ao processo convencional, com destaque para a produção biotecnológica do 

xilitol. Algumas de suas vantagens envolvem o emprego de condições mais brandas de 

temperatura e pressão (CUNHA, 2006; SANTOS, 2005); a não necessidade de utilização de 

D-xilose pura, desde que se utilize o agente biológico indicado (SARROUH & SILVA, 2008) 

e a não formação de resíduos tóxicos cujas remoções sejam necessárias durante a purificação 

(TADA et al., 2004).  

Diferentes espécies de micro-organismos já foram avaliadas para a produção de xilitol 

por bioconversão. Embora algumas bactérias e fungos sejam capazes de conduzir o processo, 

muitos estudos, bem como o presente trabalho, empregam principalmente leveduras, dentre as 

quais as do gênero Candida merecem destaque (ALBUQUERQUE et al., 2014). 
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As leveduras deste gênero são classificadas, de acordo com a taxonomia, no Reino 

Fungi, divisão Eumycota, subdivisão Deuteromycotina, classe Blastomycetes, família 

Cryptococcaceae. Em meio sólido, apresentam colônias úmidas, cremosas, de aspecto liso ou 

rugoso, e coloração branco-amarelada. Visualizadas em microscópio, as células são globosas, 

ovaladas ou ovaladas alongadas, medindo, em média, de 3 a 14 µm (LOURENÇO, 2009). 

Alguns estudos, contudo, lançaram mão de bactérias e ainda assim obtiveram bons 

resultados para produção de xilitol, embora, de uma forma geral, com resultados inferiores 

àqueles obtidos quando da utilização de Candida. Entre estes, convém mencionar o trabalho 

de Rangaswamy & Agblevor (2002), no qual foram testados 17 diferentes culturas bacterianas 

dos gêneros Serratia, Cellulomonas e Corynebacterium em frascos agitados por 48h a 130 

min 
-1

. Os melhores resultados foram obtidos para a linhagem Corynebacterium B-4247, que 

apresentou as maiores taxas de produção, atingindo concentrações de xilitol de 10,05 g/L. 

Também há relatos na literatura de experimentos conduzidos com bactérias 

geneticamente modificadas. Cirino et al. (2006), empregando a linhagem Escherichia coli 

W3110, reportaram concentrações de 80 g/L de xilitol após 80 h em frascos agitados a 30 °C 

e 250 min 
-1

. 

Por sua vez, para o emprego de fungos filamentosos, no trabalho de revisão de Parajó 

et al. (1998a) é relatada a produção de xilitol pelos seguintes gêneros: 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 versão geneticamente modificada – 

também reportaram produção de xilitol.  

O xilitol, no caso das leveduras, é produzido como metabólito intermediário durante o 

catabolismo da xilose – em duas etapas -, no qual estão envolvidas duas enzimas 

fundamentais para o processo: Xilose redutase, dependente de NADPH, e Xilitol 

desidrogenase, dependente de NAD
+
 ou NADP

+
. A primeira é responsável pela redução da D-

xilose a xilitol, enquanto, sob a ação da segunda, este é oxidado a xilulose (ALBUQUERQUE 

et al., 2014). A situação metabólica favorável para a produção de xilitol é aquela em que as 

enzimas Xilose redutase e Xilitol desidrogenase estão associadas a cofatores diferentes, ou 

seja, NADPH na primeira reação e NAD
+
 na segunda. Assim, mediante o controle da aeração 

do meio, pode-se “regular” a regeneração do cofator oxidado na via metabólica, propiciando 
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uma maior taxa de conversão 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, há a conversão de xilulose a xilulose-5-fosfato, condição necessária para 

que as pentoses possam ser utilizadas nas vias metabólicas centrais, com a consequente 

inserção no ciclo das pentoses-fosfato, o qual é composto de duas fases: uma oxidativa, 

responsável pela conversão de hexoses-fosfato em pentoses-fosfato, com geração 

concomitante de NADPH e outra etapa não-oxidativa, em que as pentose-fosfato são 

convertidas a hexose e triose fosfato, sendo gerados gliceraldeído 3-fosfato e frutose 6-

fosfato, os quais podem ser convertidos a piruvato na Glicólise (WINKELHAUSEN & 

KUZMANOVA, 1998). Um esquema simplificado do metabolismo de D-xilose em leveduras 

pode ser visualizado na Figura 12: 

 

Figura 12 – Via metabólica de D-xilose em leveduras 

Fonte: PARAJÓ et al (1998a).  
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Para o gênero Candida, a oxigenação é um fator preponderante na produção de xilitol 

a partir de xilose. Sob condições limitadas de oxigenação, não ocorre a reoxidação de todo 

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

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

consequentemente, o acúmulo do produto – xilitol – de interesse (ALBUQUERQUE et al., 

2014). 

Barbosa et al. (1988) propuseram um modelo para o cálculo do rendimento teórico 

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

negligenciável. A modelagem do processo está fundamentada em 4 hipóteses. 

I. Na primeira das duas principais reações envolvidas no catabolismo de D-xilose, 

esta é reduzida, pela ação da Xilose redutase, a xilitol, utilizando, 

majoritariamente NADPH, enquanto na segunda reação a oxidação de xilitol a 

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

 

II. Com relação aos mecanismos pelos quais os cofatores são regenerados 

considera-se que: em condições aeróbicas 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 respiratória. 

 

III. Leveduras, em geral, não apresentam um mecanismo, a exemplo da atividade 

transidrogenase, para interconversão entre NADH e NADPH. 

 

IV. Em condições de ausência de crescimento celular, o xilitol é oxidado somente 

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

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

balanços e equações: 

6 𝑥𝑖𝑙𝑜𝑠𝑒 + 6 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 → 6 𝑥𝑖𝑙𝑖𝑡𝑜𝑙 + 6 𝑁𝐴𝐷𝑃+ (1) 

6 𝑥𝑖𝑙𝑖𝑡𝑜𝑙 + 6 𝑁𝐴𝐷+ → 6 𝑥𝑖𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 + 6 𝑁𝐴𝐷𝐻 (2) 

6 𝑁𝐴𝐷𝐻 + 3 𝑂2 + 18 𝐴𝐷𝑃 + 18 𝑃 → 6 𝑁𝐴𝐷+ + 18 𝐴𝑇𝑃 + 24 𝐻2𝑂 (3) 
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6 𝑥𝑖𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 + 6 𝐴𝑇𝑃 → 6 𝑥𝑖𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 5 − 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 + 6 𝐴𝐷𝑃 (4) 

6 𝑥𝑖𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 5 − 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 +  𝐻2𝑂  → 5 𝑔𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒 6 − 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 + 𝑃 (5) 

5 𝑔𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒 6 − 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 + 60 𝑁𝐴𝐷𝑃+ + 35 𝐻2𝑂  → 60 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 + 30 𝐶𝑂2 + 5 𝑃 (6)  

Pelo balanço das equações (1) a (6): 

6 𝑥𝑖𝑙𝑜𝑠𝑒 + 54 𝑁𝐴𝐷𝑃+ + 12 𝐴𝐷𝑃 + 12 𝑃 + 12 𝐻2𝑂 + 3 𝑂2  

→ 54 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 + 12 𝐴𝑇𝑃 + 30 𝐶𝑂2 (7)  

54 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 + 54 𝑥𝑖𝑙𝑜𝑠𝑒 → 54 𝑥𝑖𝑙𝑖𝑡𝑜𝑙 + 54 𝑁𝐴𝐷𝑃+ (8) 

 E, finalmente, a partir das equações (7) e (8), tem-se a equação geral: 

60 𝑥𝑖𝑙𝑜𝑠𝑒 + 12 𝐴𝐷𝑃 + 12 𝑃 + 12 𝐻2𝑂 + 3 𝑂2  → 54  𝑥𝑖𝑙𝑖𝑡𝑜𝑙 + 12 𝐴𝑇𝑃 +  30 𝐶𝑂2 (9)  

Assim, de acordo com o modelo proposto, o maior rendimento possível é de 0,9 mol 

de xilitol por 1,0 mol de D-xilose consumida. Em termos de massa, isto significa que 150,1g 

do sacarídeo podem ser teoricamente convertidos a, no máximo, 136,9g do poliol. 

Durante esta dissertação, contudo, para fins de simplificação – e tendo em vista a 

proximidade dos valores acima apresentados –, adotou-se uma conversão de 1:1 de D-xilose 

em xilitol. 

2.5.2 Principais variáveis de processo 

 

A bioconversão de D-xilose a xilitol é um complexo processo sujeito à influência de 

uma série de fatores, como linhagem, concentração inicial de inóculo, condições de cultivo, 

composição e natureza do meio – hidrolisados lignocelulósicos, além de conter outros 

açúcares além de D-xilose apresenta também, conforme já comentado, compostos inibitórios 

–, pH, temperatura, taxa de aeração e fontes de nutrientes (carbono, nitrogênio, vitaminas). O 

controle adequado destas variáveis é de extrema relevância para uma boa eficiência na 

obtenção do produto desejado (ALBUQUERQUE et al., 2014). 

2.5.2.1 Temperatura 

 

Estudos que empregam leveduras para a produção de xilitol geralmente são 

conduzidos a temperaturas na faixa de 30 a 37°C. Contudo, esta condição pode variar de 

acordo com o micro-organismo utilizado (ALBUQUERQUE et al., 2014).  



46 
 

No caso, por exemplo, de Kluyveromyces marxianus, suas características 

termotolerantes são responsáveis por destacá-lo na fermentação, uma vez que há aumento da 

velocidade das reações enzimáticas e redução dos riscos de contaminação (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 produção de xilitol em 

diferentes temperaturas (30, 40 e 45°C) constatou-se que a maior produção ocorreu a 40°C (7 

g/L). Observou-se ainda crescimento celular e consumo de açúcar nas três diferentes 

temperaturas avaliadas, havendo redução da taxa do primeiro com o aumento de temperatura, 

sem, contudo, haver estagnação 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 produção de xilitol a partir de meio sintético contendo D-xilose e 

hidrolisado de bagaço de cana destoxificado com carvão ativo e resinas de troca iônica. Em 

ambos os casos, o rendimento e a produtividade de xilitol foram superiores no caso dos 

micro-organismos imobilizados. Embora, para o meio contendo hidrolisado, em termos do 

fator YP/S, os resultados tenham sido inferiores (0, 69 g/g) àqueles com meio sintético (0,76 

g/g para células livres e 0,82 g/g para imobilizadas), ainda assim a taxa de conversão 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 ótima 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 bioconversão de xilose em xilitol e o 

valor ótimo depende da levedura adotada no processo (PARAJÓ et al., 1998b). Para 

Petromyces albertensis, por exemplo, as maiores concentrações 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 ótimos 

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

Em condições não controladas deste parâmetro, recomenda-se iniciar em valores de 

pH superiores devido à geração de ácidos (PARAJÓ et al., 1998a). 



47 
 

Em um dos primeiros estudos a se avaliar a influência do pH no processo, Gong et al. 

(1981), utilizando leveduras da espécie Candida tropicalis, reportaram as maiores conversões 

de D-xilose a xilitol em pH igual a 8,0, havendo redução na produção do poliol quando da 

alteração do caráter básico para ácido do meio. Este resultado, contudo, parece não corroborar 

estudos posteriores, os quais indicam melhores resultados a níveis mais ácidos ou próximos 

da neutralidade. 

O trabalho de Felipe et al. (1997) apresenta um interessante estudo acerca do efeito do 

pH na bioconversão de D-xilose a xilitol - a partir de hidrolisado de bagaço de cana - 

utilizando Candida guilliermondii FTI 20037. A níveis de pH inferiores a 4,5 o consumo de 

açúcar e, consequentemente, a formação 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 YP/S 

equivalente a 0,75 g/g. 

Este trabalho é corroborado pela posterior pesquisa de Rodrigues et al. (2003), a qual 

utilizou hidrolisado de bagaço de cana de açúcar e na qual foi demonstrada que a alteração do 

pH de fermentação exerceu grande influência sobre o processo. A elevação deste de 3,5 para 

5,5 foi responsável por uma redução do tempo de fermentação de 116h para 48h, não 

havendo, porém, quaisquer efeitos significativos quando da variação de pH de 5,5 para 7,5. A 

produtividade volumétrica máxima em xilitol (0,75g/L.h), assim como no trabalho de Felipe 

et al. (1997), foi alcançada a pH 5,5, enquanto o maior rendimento em células (YX/S) ocorreu 

a pH 7,5. 

O ácido acético, um dos principais inibidores presentes no hidrolisado hemicelulósico, 

é indicado como um dos responsáveis pela baixa fermentabilidade a níveis inferiores de pH. 

Isto se deve ao fato de que em meios mais ácidos predomina a forma não dissociada deste 

ácido, 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 dissociação, provocando a diminuição do pH 

intracelular até níveis inferiores ao limite fisiológico (PARAJÓ et al., 1998c). Hahn-Hagerdal 

et al. (1994) reportaram que a toxicidade do ácido acético pode estar associada à inibição do 

transporte de D-xilose através da membrana celular, bem como à indução da Xilose redutase 

NAD(P)H-dependente e Xilitol desidrogenase NAD
+
-dependente, as quais, conforme já 

comentado, são responsáveis pelas etapas iniciais de conversão da D-xilose a xilitol em 

leveduras.  



48 
 

2.5.2.3 Concentração inicial de inóculo, substrato e aeração 

 

A aeração é um fator de suma relevância para a assimilação de açúcar por parte de 

leveduras dos gêneros 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 condições microaerófilas, com valores de 

YP/S equivalentes a 0,63 g/g. Este mesmo estudo também lançou luz sobre a questão da 

tolerância desta espécie de levedura ao substrato, contemplando variações da concentração de 

xilose na faixa de 10 a 300 g/L. Um aumento na concentração do açúcar levou à ativação da 

produção de xilitol, cujo rendimento também apresentou elevação quando das maiores 

concentrações de xilose, com valor máximo do fator YP/S de 0,75 g/g obtido para 300 g/l 

iniciais de substrato. A taxa de produção do poliol, no entanto, somente apresentou elevação 

até uma concentração de xilose inicial de 200 g/L. O crescimento celular, por sua vez, sofreu 

inibição quando do aumento da quantidade de substrato, havendo entre estes dois fatores uma 

relação inversamente proporcional. 

No que diz respeito à concentração inicial de inóculo, cabe ressaltar a pesquisa 

conduzida por Cao et al. (1994). Variações da densidade celular inicial, de 3,8 a 26 g/L, 

provocaram um incremento linear na taxa de produção de xilitol. Contudo, a taxa específica 

de formação do poliol (g/g.h) experimentou um ligeiro decréscimo a altas concentrações 

celulares. 

Em experimentos com biorreator, Aguiar Jr. et al. (2002) demonstraram que os 

maiores rendimentos e produtividade em xilitol foram alcançados para as menores taxas de 

aeração investigadas. Por outro lado, nesta mesma condição, foi constatada diminuição no 

tempo total para consumo do substrato e aumento no fator YX/S. Ao se trabalhar com 

diferentes níveis de concentração inicial de inóculo (1,0 e 4,0 g/L), ficou evidente a 

necessidade de se compatibilizar o suprimento adequado de oxigênio com a massa celular do 

sistema. A menores concentrações celulares, as maiores produções em xilitol ocorreram para 

a menor aeração avaliada. Contudo, ao se elevar a taxa de oxigenação para uma mesma 

concentração celular, o fator de rendimento em xilitol por xilose consumida apresentou 

decréscimo e o de rendimento em células aumentou. Já para o inóculo inicial de 4,0 g/L o 

incremento na aeração exerceu efeito positivo no sentido da geração do poliol. 
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A interdependência entre taxa de aeração, crescimento celular e demandas específica e 

global de oxigênio foi demonstrada no trabalho de Gimenes et al. (2002). A taxa de aeração 

afetou tanto a produtividade volumétrica (QP) como o fator de rendimento em xilitol (YP/S). 

Corroborando resultados prévios da literatura, o esgotamento da xilose foi mais rápida quando 

da maior disponibilidade de oxigênio (kLa =108 h
-1

). Por sua vez, o maior rendimento em 

xilitol (YP/S=0,84 g/g) foi obtido para a taxa intermediária de aeração (43 h
-1

). Para o menor 

suprimento de oxigênio (kLa= 15 h
-1

), após 48 horas de fermentação, não houve consumo total 

da xilose, além do rendimento e da produtividade terem sido inferiores. Este trabalho também 

procurou elucidar o efeito da concentração inicial de substrato - numa faixa de 50 a 200 g/L - 

sobre a demanda de oxigênio. Para concentrações iniciais do açúcar de 150 e 200 g/L houve 

inibição, não havendo consumo do mesmo antes de 18 e 24h, respectivamente. Assim, a 

produtividade foi menor para meios mais ricos em açúcar. Contudo, em termos do fator YP/X, 

houve aumento de 9 para 20,6 gramas de xilitol por grama de massa celular formada. Para 

todas as concentrações de xilose estudadas, a demanda global de oxigênio (OUR, na sigla em 

inglês) cresceu proporcionalmente ao crescimento celular, havendo estabilização do mesmo 

uma vez atingida a fase estacionária de crescimento do micro-organismo.  A demanda 

específica de oxigênio (SOUR, na sigla em inglês), porém, se comportou de modo diferente. 

Até o início da fase exponencial, o mesmo apresentava crescimento, instante a partir do qual 

houve diminuição. O incremento nas concentrações do açúcar provocaram um aumento no 

SOUR de 265 a 370 mg O2/(g de cél.h) e na OUR de 2,08 para 2,55 g de O2/L.h, 

evidenciando a influência do substrato sobre a demanda de oxigênio. 

Somente houve crescimento celular significativo durante a fermentação para a maior 

disponibilidade de oxigênio estudada, com o concomitante aumento da demanda global de 

oxigênio. A demanda específica de oxigênio, contudo, cresceu até atingir um valor máximo 

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

O trabalho de Faria (2000) também contribuiu bastante para elucidar questões relativas 

aos efeitos da concentração inicial de D-xilose sobre o crescimento celular e a produção de 

xilitol e ao suprimento de oxigênio. 

Ao avaliar concentrações iniciais de substrato na faixa de 50 a 200 g/L, Faria (2000) 

verificou que, à exceção do caso de maior concentração (201 g/L), no qual a xilose não foi 

totalmente consumida e apenas 50,1 g/L de xilitol foram formados após 192 horas de 

fermentação, ocasionando uma baixa produtividade (0,26 g/L.h), nos demais a quantidade de 
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poliol aumentou com a elevação da carga inicial de substrato. O melhor rendimento em 

células (YX/S igual a 0,25 g/g) foi alcançado para a menor concentração de açúcar 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 conversão de substrato em produto (YP/S igual a 0,61 g/g) foi alcançado 

para 80 g/L, ainda que a 55 g/L e 201 g/L, os valores tenham sido bem próximos, da ordem de 

0,55 g/g e 0,57 g/g, respectivamente. 

Neste mesmo estudo, foram conduzidas fermentações, com concentração inicial de D-

xilose de 80 g/L, a diferentes concentrações mínimas de oxigênio dissolvido de 30%, 1% e 

0,5% da saturação. Para a bioconversão em meio com 30% de O2, ou seja, com abundância do 

mesmo, foi favorecido o crescimento celular, em detrimento da formação de xilitol, o qual 

nem mesmo foi acumulado, o que está de acordo com a bioquímica do processo, segundo a 

qual um excesso de oxigênio é responsável pela reoxidação do cofator envolvido na reação de 

conversão do poliol a xilulose pela ação da Xilitol desidrogenase.  

Ao se restringir a disponibilidade de O2 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 açúcar não foi acompanhado por 

um aumento da formação do poliol, o qual, inclusive, sofreu redução de sua concentração no 

meio, fato este que Faria assume ser consequência do restabelecimento, por parte da célula, do 

equilíbrio entre os cofatores envolvidos nas reações de formação 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 o que seria esperado a partir da redução da oxigenação, com concentrações finais de 

cerca de 22 g/L. 

Para uma concentração de oxigênio a 0,5% da saturação, houve uma nova redução no 

fator YX/S, 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 (YP/S) de 0,31 g/g. Nesta condição, o baixo suprimento de 

O2 já não parece ser capaz de regenerar o NAD
+
, o que explica o fato do contínuo acúmulo de 

xilitol até o esgotamento da xilose. 

2.6 Trabalhos prévios do LADEBIO 

É fundamental ressaltar 5 trabalhos prévios desenvolvidos no Laboratório de 

Desenvolvimento de Bioprocessos (LADEBIO) acerca da produção de xilitol por leveduras 

do tipo Candida guilliermondii. Afinal, desde o princípio da presente dissertação, estes 
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exerceram um importante papel no sentido de nortear e indicar novos caminhos. Dois deles – 

o de Faria (2000) e o de Gimenes et al (2002) – já foram referenciados, de modo que a seguir 

são tecidos comentários sobre os demais.  

Um dos pioneiros foi o de Sá (1993), durante o qual foi realizada uma triagem para se 

investigar a ação 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 parâmetro de avaliação o fator de rendimento em xilitol por xilose 

consumida (YP/S), Candida guilliermondii 50088 IM/UFRJ foi eleita. As linhagens de Pichia, 

por sua vez, apresentaram maior capacidade de produção de etanol em detrimento à 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 aeração através do parâmetro kLa. Foi 

constatado que o crescimento celular, o consumo de D-xilose e a produtividade aumentaram 

com uma elevação do fornecimento de oxigênio. Em relação à produtividade, este resultado 

parece não estar de acordo com o que seria esperado, uma vez que, de acordo com a 

bioquímica do processo, a produção de xilitol é favorecida em condições de aeração restrita. 

Contudo, a própria autora defende a hipótese de que tal fato se deva à utilização de frascos 

agitados, os quais já apresentam baixas transferências de oxigênio – possivelmente condições 

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

Em 1996, Guerrante deu continuidade ao trabalho anterior, empregando a linhagem 

previamente selecionada por Sá (1993). Importantes questões foram investigadas e 

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

 Imprescindibilidade do extrato de levedura: quando da ausência deste componente 

nos meios de crescimento e de fermentação não foi sequer constatada qualquer 

produção de xilitol. 

 

 Efeito da aeração em reator CSTR: os maiores rendimentos em termos de xilitol 

formado por xilose consumida foram obtidos para a menor condição de aeração 

empregada (0,08 vvm). A produtividade volumétrica, contudo, alcançou seu maior 

valor a 0,25 vvm. 
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 Fermentação em meio hidrolisado sintético: os bons resultados em termos dos 

fatores YP/S (0,61 g/g) e QP (0,53 g/L.h) permitiram vislumbrar futuras 

fermentações em hidrolisados hemicelulósicos reais. 

 

 Xilitol é um soluto compatível: Esta talvez seja a contribuição mais interessante do 

estudo para uma maior compreensão dos mecanismos envolvidos na produção de 

xilitol. Ao se aumentar a concentração inicial de xilose no meio de 50 a 300 g/L, 

ou seja, tornando a pressão osmótica do meio cada vez maior e as condições mais 

adversas, houve uma elevação no fator de rendimento em xilitol por biomassa 

formada de cerca de 300% (Figura 13).  

 

 

Figura 13 – Influência da concentração inicial de D-xilose no fator YP/X 

 

A dissertação de Fogel (2004), através de técnicas de Planejamento Experimental, 

buscou otimizar a hidrólise ácida em frascos cônicos. Ao investigar a adição de fontes 

nitrogenadas ao hidrolisado, os melhores resultados foram obtidos para ureia, a uma 

concentração ótima de 1 g/L. Para a fermentação conduzida em biorreator a elevada 

concentração de inóculo inicial foi capaz de contornar efeitos inibitórios do hidrolisado, sem 

haver a necessidade de destoxificação do mesmo. A Tabela 6 compara os resultados obtidos 

em biorreator àqueles em frascos. 
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Tabela 6 – Comparação entre os resultados obtidos por FOGEL (2004) 

Parâmetro Frasco (ureia a 1 g/L) Frasco sem fonte de N Biorreator 

YP/S (g/g) 0,440 0,272 0,486 

QP (g/L.h) 0,323 0,085 0,837 

t (h) 75 > 127 30 

 

A operação em biorreator, com controle de pH (na faixa de 6,0 a 7,0), aeração e adição 

de ureia já na condição otimizada propiciou resultados superiores, com maiores rendimento e 

produtividade e grande redução do tempo de fermentação. 
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

O emprego de leveduras da espécie Candida guilliermondii para a produção de xilitol 

a partir de materiais lignocelulósicos constitui-se numa interessante possibilidade tecnológica, 

a qual está inserida em um contexto de busca por materiais renováveis, compatível com os 

ideais da Química Verde, e capaz de se integrar à Biorrefinaria, inclusive como um 

importante building block, aspecto de extrema relevância na concretização de uma economia 

pautada em renováveis. Além disso, apresenta vantagens frente à tradicional rota química de 

produção, a qual utiliza catalisadores inespecíficos e requer etapas de separação e purificação, 

responsáveis por tornarem-na onerosa. 

3.1 Objetivo geral 

 

Esta dissertação tem como objetivo geral a produção de xilitol a partir de hidrolisado 

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

guilliermondii. 
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3.2 Objetivos específicos 

 Busca de diferentes estratégias de reativação para a linhagem Candida 

guilliermondii 50088. 

 

 Avaliação de distintas alternativas para crescimento celular de Candida 

guilliermondii, tanto em frascos agitados como em biorreator. 

 

 Avaliação de diferentes concentrações iniciais de xilose (100, 200 e 300 g/L) em 

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

 

 Condução de ensaios de bioconversão de xilose a xilitol, visando maximizar as 

variáveis de resposta Pmáx (concentração máxima de xilitol, g/L) e YP/S máx (fator de 

rendimento máximo em xilitol por xilose consumida, g/g), sob diferentes formas de 

operação do sistema: 

 Frascos agitados 

 Biorreator instrumentado 

 One-pot fermentation 

 

 Avaliação da fermentabilidade de hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-

de-açúcar. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Micro-organismo e inóculo 

Os experimentos de ativação, propagação e fermentação para produção 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 

insatisfatórios, empregou-se a linhagem INCQS 40037. 

O padrão adotado para a sequência de experimentos foi constituído de algumas etapas, 

as quais são descritas brevemente a seguir e serão tratadas de forma mais minuciosa em 

subtópicos subsequentes: 

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

organismo 

 

b) Inoculação de soluções líquidas contendo meio de ativação a partir da retirada de 

colônias presentes nas placas de Petri mencionada acima 

 

c) Uma vez decorrido o tempo estabelecido para ativação da linhagem - isto será 

descrito posteriormente - procedia-se à propagação - para obtenção de maiores 
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concentrações celulares - ou à fermentação direta em meio sintético ou hidrolisado, 

de acordo com a estratégia adotada. 

4.2 Meios de cultura 

Previamente à descrição 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 rotatório New 

Brunswick Scientific Innova 44 (Edison N.J., U.S.A). 

4.2.1 Meio de manutenção em placa de Petri 

Para fins de manutenção e armazenamento do micro-organismo por um curto período 

de tempo foram preparados, em placas de Petri, meios com a seguinte composição (FOGEL, 

2004): 

Tabela 7 – Composição do meio de manutenção para Candida guilliermondii 

Componente Concentração 

D-xilose 5 g/L 

Peptona 5 g/L 

Extrato de levedura 2 g/L 

Ágar-ágar 30 g/L 

 

4.2.2 Meio de ativação/propagação 

Com o objetivo de se proceder à ativação e propagação celular, as células de levedura 

previamente mantidas no meio acima descrito foram inoculadas em meio líquido, cuja 

composição está na Tabela 8 (FOGEL, 2004): 

 

Tabela 8 – Composição do meio de ativação/propagação para Candida guilliermondii 

Componente Concentração 

D-xilose 10 -20 g/L 

Ureia 1,25 g/L 

KH2PO4 1,10 g/L 

Extrato de levedura 2 g/L 

Solução de sais minerais (SSM) 40 ml/L 
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A variação no valor da D-xilose é justificada na seção de Resultados e Discussões, 

mas pode-se adiantar que ao se trabalhar com 20 g/L iniciais deste açúcar houve uma grande 

fase lag, de cerca de 12 horas, e pensou-se que tal fato poderia estar relacionado à repressão 

catabólica. Assim, optou-se por reduzir a concentração do mesmo para 10 g/L. 

Para o preparo deste meio, a solução de D-xilose foi preparada de forma separada de 

outra contendo os demais componentes, de modo a evitar reações de Maillard entre o açúcar e 

outros compostos. 

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

constituída pelas seguintes substâncias: 

 

Tabela 9 – Composição da solução de sais minerais (SSM) 

Componente Concentração (g/L) 

MgSO4.7H2O 12,5  

CaCl2.2H2O 1,25  

FeSO4.7H2O 0,90  

MnSO4 0,19  

ZnSO4.7H2O 0,30  

CuSO4.5H2O 0,025  

CoCl2.6H2O 0,025  

NaMoO4.2H2O 0,035  

KI 0,009  

Al2(SO4)3 0,0125  

H3BO3 0,050  

Ácido cítrico 12,5  

 

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

contendo 200 mL em condições de 200 min
-1

 e 30 °C. 

Para a etapa posterior de propagação, conforme os resultados demonstrarão, foram 

realizados experimentos tanto em frascos agitados - inoculados com 10 % de volume 

proveniente da etapa de ativação e mantendo-se as mesmas condições desta - como em 

biorreatores. 

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

HCl 2M ou NaOH 2M previamente à esterilização. 
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4.2.3 Meio de fermentação sintético 

O meio de fermentação sintético, por sua vez, já com a concentração de ureia 

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

 

Tabela 10 – Composição do meio de fermentação sintético 

Componente Concentração 

D-xilose 40-50 g/L, 80-100g/L, 200 e 300 g/L 

Ureia 1,25 g/L 

KH2PO4 1,10 g/L 

Extrato de levedura 2 g/L 

Solução de sais minerais 40 ml/L 

 

A concentração de xilose no meio de fermentação 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 há um maior rendimento em xilitol por substrato consumido, ou simular um meio 

de hidrolisado hemicelulósico, cujas concentrações de açúcares redutores geralmente são da 

ordem de 40 a 50 g/L. As concentrações de 100, 200 e 300 g/L são relativas aos ensaios para 

avaliação de S0. 

Tanto para as propagações em batelada alimentada como para os experimentos one-

pot fermentation e de fermentação em biorreator, a fim de se evitar uma excessiva diluição 

dos compostos presentes no meio quando das alimentações extras, foram preparadas soluções 

concentradas de cada um dos componentes. Para a D-xilose, por exemplo, o componente 

presente em maior quantidade nos meios, uma solução de aproximadamente 500 g/L foi 

preparada com o auxílio de agitação mecânica e leve aquecimento, de forma a propiciar a 

homogeneização da mesma. 

Nos casos de one-pot fermentation, os meios de fermentação foram inoculados com a 

adição de 10% de seu volume total oriundos da etapa de ativação celular, enquanto para 

aqueles em que a etapa fermentativa ocorreu de forma separada da de crescimento celular, de 

modo a se obter uma elevada concentração celular inicial, optou-se pela centrifugação dos 

frascos contendo o meio de crescimento e posterior descarte da solução sobrenadante 

acompanhada da ressuspensão das células em uma parcela do próprio meio fermentativo. 
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4.3 Obtenção do hidrolisado hemicelulósico 

Para obtenção da fração hemicelulósica a ser utilizada nos experimentos de 

fermentação foi utilizado bagaço de cana-de-açúcar, o qual, após ser lavado e, posteriormente, 

secado em estufa a 60ºC para retirada de sua umidade, foi submetido a um processo de pré-

tratamento tendo como objetivo a hidrólise ácida e composto pelas seguintes etapas 

(BETANCUR, 2010): 

 

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

 

Conforme ilustrado (Figura 14), a concentração do ácido sulfúrico, em % v/v, 

empregado foi de 1,1 e a relação sólido-líquido de 1 kg de bagaço para 2,8 litros do ácido. A 

prensagem do material para extração da fase líquida contendo o hidrolisado hemicelulósico, 

por sua vez, foi realizada antes do resfriamento do mesmo com o auxílio de uma prensa 

hidráulica.  
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Uma vez obtido, o hidrolisado foi neutralizado com adição de Ca(OH)2 sob agitação e, 

em seguida, filtrado a vácuo para retirada do precipitado formado (BETANCUR., 2010). 

A composição deste hidrolisado hemicelulósico é explicitada a seguir: 

Tabela 11 – Composição do hidrolisado hemicelulósico utilizado nos experimentos de fermentação 

Componente Concentração (g/L) 

Xilose 45 

Glicose 3 

Arabinose 5 

Furfural 0,015 

HMF 0,15 

Ácido acético 6 

 

4.4 Ativação de Candida guilliermondii INCQS 40037 

Uma vez que os resultados com Candida guilliermondii50088 - conforme serão vistos 

na seção de Resultados e Discussões - não corresponderam às expectativas, optou-se pelo 

emprego de uma linhagem alternativa da mesma espécie. 

Desta forma, graças à Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), foi obtida a linhagem de 

nomenclatura Candida guilliermondii INCQS 40037, pertencente à Coleção de Micro-

organismos de Referência em Vigilância Sanitária (CRVMS). 

O micro-organismo encontrava-se liofilizado em uma ampola selada à vácuo. Para sua 

reativação, o mesmo foi reidratado com solução salina de NaCl 0,9%. A partir desta solução 

foram inoculados frascos agitados com o meio de ativação (200 min
-1

 e 30 ºC) e placas 

contendo o meio de manutenção, as quais serviriam de estoque temporário. 

Uma vez constatada, por observação visual, grande turbidez nas soluções inoculadas, 

estas foram centrifugadas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e a massa seca restante 

foi ressuspensa em solução contendo o meio de ativação e glicerol a 10%. Alíquotas de 800 

µL desta suspensão foram, então, transferidas para criotubos, os quais foram armazenados a -

80 ºC para conservação. Estocado desta forma, o material apresenta validade bem superior, 

evitando que eventuais pesquisas futuras enfrentem problemas relativos à dificuldade de 

reativação 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 30ºC e 

pH na faixa entre 6,0 e 7,0. 

Tanto nos experimentos de propagação celular como nos de fermentação, a fração da 

solução contendo xilose foi esterilizada no próprio vaso do reator, enquanto a solução 

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 DISCUSSÕES.  

Quando se optou por inocular o meio fermentativo com elevada densidade celular 

inicial, esta mesma solução contendo as demais substâncias foi utilizada para ressuspender a 

massa celular obtida durante o estágio de crescimento celular. 

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

com pipetas de vidro. 

4.6 Análise das amostras 

4.6.1 Amostragem dos experimentos 

 

As amostras coletadas ao longo dos ensaios realizados foram centrifugadas a 10000 

min
-1

 por 10 minutos, com posterior separação entre o sobrenadante e o sedimentado. O 

primeiro era destinado à quantificação de substrato e produtos, enquanto o segundo era 

homogeneizado a partir da adição de água destilada e novamente submetido à centrifugação 

para, então, após nova homogeneização, ser utilizado na determinação da concentração 

celular. 

Cabe enfatizar que nos experimentos em que se empregou hidrolisado hemicelulósico 

como substrato não foi possível proceder à quantificação do material celular, em virtude do 

material conter, além da biomassa do micro-organismo, outros sólidos suspensos, o que 

acarretaria erros nesta determinação. 
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4.6.2 Quantificação de biomassa 

 

A determinação da biomassa celular foi realizada por meio da relação estabelecida 

entre a medida de absorvância (Abs) a 570 nm – lida em espectrofotômetro UV 1800 

Shimadzu – e a concentração 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 balança de aquecimento por 

infravermelho, a umidade das amostras foi retirada e as massas das membranas – agora com 

as amostras - foram determinadas. O cálculo da biomassa contida foi, portanto, calculado por 

diferença. 

O valor obtido foi utilizado como base para uma série de diluições sucessivas – em 

triplicata – capazes de fornecer a curva-padrão responsável por relacionar a massa seca de 

material celular com a leitura da absorvância.  

Procedimento análogo foi realizado no caso da Candida guilliermondii 40037, 

exceção feita à determinação do peso seco, que envolveu amostras - em decuplicata – 

coletadas em tubos cônicos de 2 mL. Inicialmente, cada um dos tubos, sem conter qualquer 

amostra, tinha sua massa determinada. Uma vez recolhidas, as amostras passavam por 

centrifugação e, então, era retirado o máximo possível do sobrenadante. Em seguida, os tubos 

eram postos na estufa a 60 ºC até que a massa de cada um atingisse valor constante, sendo a 

massa celular contida nos 2 mL obtida por diferença. 

A seguir, são apresentadas as curvas de calibração para Candida guilliermondii 50088 

(Figura 15) e Candida guilliermondii 40037 (Figura 16), acompanhadas de suas respectivas 

equações para determinação da concentração celular:  
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Figura 15 - Curva-padrão construída para Candida 

guilliermondii 50088 

𝑋(𝑔/𝐿) =
𝐴𝑏𝑠 − 0,026

2,3325
 

 

 
Figura 16 - Curva-padrão construída para Candida   

guilliermondii 40037 

𝑋(𝑔/𝐿) =
𝐴𝑏𝑠 − 0,0874

2,8205
 

 

4.6.3 Quantificação do substrato e de produtos do bioprocesso 

 

As medidas relativas ao produto desejado (xilitol) e ao substrato (xilose), bem como 

dos demais glicídios presentes no hidrolisado hemicelulósico, foram realizadas por meio de 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em cromatógrafo Shimadzu acoplado a uma 

coluna Hi-Plex-H. As condições operacionais utilizadas para as análises foram: fase móvel de 

0,005 mol/L de H2SO4; fluxo de 0,6 mL/min; temperatura da coluna a 60 ºC e detectores de 
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Índice de Refração (RID) para os açúcares e xilitol e de ultravioleta (UV) para ácido acético 

(210 nm) e HMF e furfural (230 nm). Por sua vez, as concentrações das substâncias 

analisadas foram calculadas a partir de comparações com padrões de concentração conhecida. 

Na Figura 17, está ilustrado um exemplo de cromatograma com identificação de D-xilose e 

xilitol. 

A quantificação da D-xilose nos meios sintéticos também foi realizada por meio da 

técnica de DNS, que envolve a determinação de açúcares redutores totais, conforme descrito 

por Miller (1959) e a qual fornece resultados mais imediatos, um fator muito importante 

quando da condução de experimentos em batelada alimentada. Seu princípio, basicamente, 

consiste na redução do ácido 3,5-dinitro-salicílico a ácido 3-amino-5-nitro-salicílico a partir 

da reação com aldoses e cetoses com hidroxilas heterocíclicas livres, a exemplo dos açúcares. 

 

Figura 17 – Cromatograma típico com identificação de xilose e xilitol 

 

4.7 Variáveis de resposta 

Para uma avaliação quantitativa dos fenômenos mais relevantes ao processo, convém 

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

𝑌𝑃/𝑆 =
𝑃𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑃𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

−(𝑆𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑆𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 )
 

 

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

𝑌𝑋/𝑆 =
𝑋𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑋𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

−(𝑆𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑆𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 )
 

 

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

𝑌𝑃/𝑋 =
𝑃𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑃𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝑋𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑋𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 

 

 Produtividade volumétrica em xilitol (QP) e massa celular (QX) (g/L.h) 

 

𝑄𝑃 =
𝑃𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑃𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜
 𝑄𝑋 =

𝑋𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑋𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜
 

 

Para os processos conduzidos sob batelada alimentada, sempre ao final de cada 

alimentação era retirada uma amostra e, em seguida à adição de uma nova carga, após 

homogeneização do meio, uma nova alíquota era retirada. Desta forma, era possível conhecer 

os valores de concentração das substâncias ao início e ao término de cada alimentação, 

tornando possível o cálculo dos fatores de rendimento para cada uma destas etapas. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 EXPERIMENTOS COM Candida guilliermondii IM/UFRJ 50088 

5.1.1 Reativação 

 

A partir do comentado estudo de Sá (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 necessária a reativação da linhagem, a qual se encontrava armazenada em tubos 

contendo ágar inclinado, não estando apta para uso imediato. 

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

seguintes tentativas: 

 Preparo e inoculação de placas contendo o meio de manutenção a partir de alçadas 

da cultura estoque presente nos tubos inclinados com ágar. 

 

 Preparo e inoculação de meios líquidos para crescimento também a partir de 

alçadas da cultura estoque. 
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 Preparo de solução para ativação acompanhada de transferência para cada um dos 

tubos (Figura 18) submetidos à agitação (200 min
-1

) e posterior transferência de 

alíquota dos mesmos para placas de manutenção. 

 

 

Figura 18 – Tubo após adição do meio para crescimento seguido de agitação 

 

Embora as duas primeiras alternativas acima listadas não tenham sido bem sucedidas, 

a última logrou êxito, conforme pode ser visualizado na Figura 19, em que percebe-se o 

aparecimento de colônias 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 à 

construção da curva-padrão - explicitada em MATERIAIS E MÉTODOS - de modo a 
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permitir que as posteriores leituras de absorvância a 570 nm pudessem ser convertidas em 

concentração celular. 

5.1.2 Curva de ativação 

 

Em uma primeira tentativa para a construção da curva de ativação do micro-

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

Figura 20: 

 

Figura 20 – Curva de ativação para Candida guilliermondii 50088 (S0=20 g/L) 

 

É nítida a presença de uma fase lag de aproximadamente 12 horas, durante as quais 

não parece haver crescimento celular, embora isto não seja reportado em trabalhos prévios. A 

fase exponencial se estendeu por cerca de 15 horas, ao final da qual houve desaceleração da 

taxa de crescimento seguida de uma estagnação da mesma, com concentrações celulares finais 

próximas a 3 g/L. Esta mesma linhagem, contudo, quando selecionada por Sá (1993) para 

avaliação de sua cinética de crescimento e em condições de equivalente concentração de 

substrato, não apresentou qualquer fase lag, além de ter alcançado valores finais de 10 g/L de 

células após 50 horas.  

Assim, embora tanto o estudo de Sá (1993) como os de Guerrante (1996) e Fogel 

(2004) – os quais fizeram uso da mesma linhagem de levedura -, não mencionem qualquer 

efeito inibitório para concentrações de xilose de 20 g/L, esta foi uma hipótese cogitada para a 
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presente pesquisa. Uma hipótese para explicar este fato seria o período de tempo durante o 

qual o micro-organismo originalmente esteve armazenado, sem repiques, o que talvez tenha 

provocado alguma modificação em seu metabolismo. Supondo um efeito de repressão 

catabólica, optou-se por reduzir a concentração de D-xilose no meio de crescimento para 10 

g/L, mantendo-se constante as dos demais componentes. O resultado desta curva de 

crescimento está ilustrado na Figura 21. 

 

 

Figura 21 - Curva de ativação para Candida guilliermondii 50088 (S0=10 g/L) 

 

A nova curva também apresentou uma pronunciada fase lag, não 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 concentrações 

celulares finais, próximas a 5 g/L. Logo, para ativação do micro-organismo foi adotado como 

padrão o meio de crescimento com 10 g/L de D-xilose, além de ter sido definido o tempo de 

ativação celular em 30 horas, instante no qual os micro-organismos estão no estágio 

exponencial de crescimento e, portanto, mais ativos. 

Com o objetivo de se obter maiores concentrações celulares e tornar os posteriores 

processos fermentativos mais rápidos e produtivos, após a ativação procedeu-se a 

experimentos de propagação do micro-organismo. 
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5.1.3 Propagação 

 

Uma única tentativa de propagação simples em frascos agitados, utilizando a 

metodologia já descrita de se inocular o meio com 10% de seu volume total oriundo da etapa 

de ativação, foi realizada e o resultado está expresso no gráfico da Figura 22. Convém 

ressaltar que para esta propagação os meios de ativação continham ainda 20 g/L de xilose, 

pois não havia sido discutida e avaliada a possibilidade de se buscar melhores resultados neste 

estágio a partir da alteração da concentração inicial de substrato. 

 

 

Figura 22 – Propagação simples para Candida guilliermondii 50088 após ativação com S0=20 g/L 

 

Conforme o esperado, não se notou a presença da fase lag, uma vez que as células já 

foram ativadas. Contudo, as concentrações celulares obtidas foram baixas, não atendendo às 

exigências para uma eficiente fermentação. Inclusive, não houve vantagens em se proceder à 

propagação nestas condições, visto que após 20h a concentração celular se manteve inferior 

àquela obtida ao final da ativação. Além disso, quando se faz uso de hidrolisados 

hemicelulósicos, que, conforme já comentado, apresentam compostos inibitórios, uma das 

maneiras de se contornar este obstáculo é mediante a utilização de altas densidades celulares 

(FOGEL, 2004). 

Optou-se, assim, por uma estratégia de batelada alimentada para novas tentativas de 

propagação. Este processo consiste em uma batelada simples inicial acompanhada de seguidas 
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alimentações de substrato, de modo a mantê-lo em baixas concentrações, inferiores àquelas 

que podem provocar inibição. 

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

quais estão discriminadas a seguir: 

 Propagação I: Frascos agitados - 400 mL de meio em frasco de 1 L a 200 min
-1

 e 

30ºC. 

 

 Propagação II: Frascos agitados - 200 mL de meio em frasco de 1 L a 200 min
-1

 e 

30ºC. 

 

 Propagação III: Biorreator - concentração de oxigênio dissolvido (OD) a pelo 

menos 30% da saturação 

Cabe reiterar que as alimentações, além de D-xilose, continham os demais nutrientes 

iniciais do meio, os quais foram preparados separadamente em soluções concentradas de 

modo a se promover o menor aumento de volume possível e evitar diluição das 

concentrações. 

5.1.3.1 Propagação I 

 

Para a Propagação I (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 (YX/S) foi de 0,33 g/g. Após a alimentação extra de substrato, 

contudo, praticamente não houve ganhos em termos de massa celular, de modo que optou-se 

pela interrupção do experimento, uma vez que o objetivo primordial da propagação, de se 

atingir elevadas concentrações celulares em um tempo reduzido, não foi atingido. Contribuiu 

também para este fato a constatação, a partir da visualização em microscópio das células 

coradas com azul de metileno, de que uma grande parte dos micro-organismos se encontrava 

inviável (coloração azul). 

No que tange à produção de xilitol, após 10h, uma vez alcançada uma concentração 

deste poliol equivalente a 1 g/L, não houve mais acúmulo do mesmo. Entretanto, é importante 

enfatizar que o objetivo deste experimento não consistia na obtenção de xilitol e sim na 

produção de altas densidades celulares.  
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Figura 23 – Propagação I (400 mL de meio em frasco de 1L agitado a 200 min
-1

 e 30ºC) 

 

5.1.3.2 Propagação II 

 

Na propagação II (Figura 24), é nítida a redução do tempo de consumo do substrato 

durante a batelada inicial, sendo obtidas, ao final deste estágio, concentrações celulares 

próximas a 5 g/L. Nas duas alimentações subsequentes, porém, o rendimento em células 

(YX/S) foi baixo. Para a primeira alimentação extra o mesmo foi de 0,20 g/g, enquanto na 

segunda alimentação decorreram 10h sem qualquer aumento da densidade celular. O substrato 

continuou a ser consumido sem, contudo, haver conversão a xilitol ou mesmo à massa celular. 

Talvez o mesmo tenha sido assimilado pelas células para manutenção energética. Assim, 

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

O maior crescimento celular alcançado neste caso, em comparação à Propagação I, 

pode ser explicado pelo menor volume de meio presente no frasco agitado, capaz de propiciar 

uma maior área superficial para transferência de oxigênio, condição fundamental para o 

crescimento de Candida guilliermondii. 
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Figura 24 - Propagação II (200 mL de meio em frasco de 1L agitado a 200 min
-1

e 30ºC) 

 

5.1.3.3 Propagação III 

 

Na Propagação III (Figura 25), houve uma redução do tempo da batelada inicial para 

14 horas, tempo inferior até mesmo ao da Propagação II. Além disso, observou-se uma ligeira 

aceleração no consumo de substrato a partir da primeira alimentação, muito possivelmente em 

virtude de um aumento da massa celular, o que provocou um aumento da demanda por D-

xilose, com valores de YX/S superiores a 0,6 durante as duas alimentações extras A 

visualização das leveduras no microscópio, desta vez, ao contrário da Propagação I, indicou 

ainda haver muitas células viáveis.  

Embora tenham sido obtidas concentrações celulares bastante elevadas, próximas a 20 

g/L, convém ressaltar que a necessidade de manter o meio bastante aerado, a partir da 

conjugação de uma forte agitação e de um intenso suprimento de ar, provocou a formação de 

muita espuma, uma condição indesejada. Logo, ainda que esta tenha se mostrado a melhor 

alternativa para a propagação celular, estes obstáculos deveriam ser enfrentados, buscando 

condições que propiciassem a elevada densidade celular aliada a uma operação do 

equipamento sem grandes percalços. 
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.  

Figura 25 - Propagação III conduzida em Biorreator (mínimo de 30% da OD) 

 

5.1.3.4 Comparação entre propagações 

 

De modo a se optar pela melhor forma de propagação, as três alternativas foram 

comparadas no que diz respeito à produtividade celular máxima alcançada, levando em conta 

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

Conforme fica claro pela visualização do gráfico (Figura 26), a propagação celular em 

biorreator mostrou-se a melhor opção, visto que propiciou o maior QXmáx - equivalente a 0,61 

g/L.h, um valor mais de seis vezes superior ao da Propagação I (0,09 g/L.h) - muito 

possivelmente em virtude do maior suprimento de O2 proporcionado neste equipamento. É 

interessante constatar também que, na Propagação III, após o final da primeira alimentação 

extra, decorridas 26 horas, a concentração celular era de 12 g/L, um valor bastante elevado. 
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Figura 26 - Comparação entre as propagações em relação à produtividade celular máxima (QXmáx) 

 

5.1.4 One-pot fermentation 

 

A partir da opção pelo biorreator para a propagação do micro-organismo, buscou-se 

uma proposta mais ousada, constituída de duas etapas: primeiro, a propagação celular e, em 

seguida, a fermentação, ambas no mesmo vaso do biorreator, prescindindo das usuais etapas 

de centrifugação e posterior inoculação do meio fermentativo. Esta abordagem recebe o nome 

de one-pot fermentation. 

O processo é constituído por uma batelada inicial, seguida de alimentações para a 

obtenção de maiores densidades celulares, e de uma fermentação. 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 fermentação, buscou-se conferir uma carga de xilose de modo a manter o açúcar 

entre 80 e 120 g/L, concentrações reportadas por Faria (2000), como aquelas responsáveis 

pelo melhor rendimento em xilitol. Além disso, como as condições de aeração são distintas 

para as etapas de crescimento celular e fermentação – excesso e restrição de oxigênio, 

respectivamente, o suprimento de oxigênio foi ajustado para cada fase, tendo como parâmetro 

a % OD.  
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Uma série de tentativas de se conduzir o processo one-pot fermentation foi realizada. 

Os estágios de crescimento celular foram exitosos em seus propósitos, contudo, durante a 

etapa fermentativa houve interrupção no consumo de substrato, embora as concentrações de 

D-xilose utilizadas não devessem causar qualquer efeito inibitório de acordo com os já 

comentados estudos prévios da literatura científica. Talvez a alteração súbita das condições no 

meio reacional quando do início da fermentação (restrição da aeração e carga com elevada 

concentração de substrato) tenha sido responsável por tal comportamento. 

A seguir, são apresentados dois exemplos de experimentos conduzidos de acordo com 

esta estratégia, acompanhados dos respectivos resultados e observações. 

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

 

A primeira tentativa de one-pot fermentation (OPF I, Figura 27), é 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 aeração se deu por monitoramento da %OD, mantendo-a a 30% durante a fase de 

propagação celular. Porém, com o crescimento da biomassa, este valor não foi possível de ser 

mantido, havendo decréscimo do mesmo. Após o fim da primeira alimentação extra de 

substrato, constavam cerca de 12 g/L de células no biorreator, com rendimentos YX/S iguais a 

0,47 e 0,41 g/g para a batelada inicial e a primeira alimentação, respectivamente. Buscando 

concentrações ainda maiores, de modo a se ter uma melhor fermentabilidade, com menores 

tempos de conversão e maior produtividade, uma alimentação extra foi realizada. No entanto, 

a partir desta, por mais que se tentasse elevar a %OD mediante incrementos na vazão de ar ou 

na agitação mecânica – fato que provocou uma grande formação de espuma - houve 

estagnação do consumo de substrato e da formação de xilitol, cuja concentração máxima 

atingida foi de 5 g/L, com um fator YP/S equivalente a 0,21 g/g. A interrupção no aumento da 

densidade celular talvez seja explicada pela já expressiva concentração celular alcançada, a 

qual, para as condições de cultivo, possivelmente estava próxima ao máximo possível, 

hipótese reforçada pela tendência, ao final da primeira alimentação extra, de estabilização nos 

valores de massa celular. Com relação à estagnação na formação do poliol, convém 

mencionar que neste experimento ainda não se havia iniciado a fase de fermentação 

propriamente dita, na qual se trabalharia com maior concentração de açúcar e menor aeração, 

de forma a se atender às condições para acúmulo do produto desejado. 
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Figura 27 – One-pot fermentation I (reator de 3 L com 600 mL de meio e OD a 30%) 

 

5.1.4.3 One-pot fermentation II (OPF II) – 2 L de meio em reator de 4 L 

 

Para a tentativa seguinte (OPF II), com o objetivo de se contornar os problemas 

relativos à formação de espuma, optou-se, por razões de geometria do vaso, por um reator de 

maior volume (4 L) contendo 2 L de meio iniciais e por uma condição de oxigenação inferior 

(OD equivalente a 10 % da saturação) à da OPF I, mas ainda de forma a se manter um 

suprimento de oxigênio capaz de favorecer o crescimento celular durante as etapas iniciais de 

propagação da massa de células.  

Neste caso, conforme evidenciado na Figura 28, houve ligeiro aumento do tempo da 

batelada inicial em relação ao OPF I, o que seria esperado a partir de uma redução na 

intensidade da aeração. Ao final dos dois estágios iniciais de crescimento celular, com valores 

de YX/S respectivamente equivalentes a 0,40 e 0,36 g/g, a concentração celular era de 

aproximadamente 6 g/L, indicando terem sido estas etapas bem-sucedidas em seus objetivos. 

Finda esta fase de propagação celular, foi adicionada xilose em elevada quantidade 

(aproximadamente 100 g/L) para a fermentação, reiterando que o xilitol é um soluto 

compatível e que este valor para a concentração de substrato está de acordo com aqueles 

indicados por Faria (2000) como capazes de promover o melhor rendimento em termos do 
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fator YP/S. A grande adição de volume explica a diminuição expressiva dos valores de 

concentração celular observados, pois por mais que a solução preparada deste açúcar fosse 

extremamente concentrada (500 g/L), ainda assim houve diluição das concentrações.  

Além disso, para a etapa fermentativa, buscou-se, a partir do controle da aeração e 

agitação mecânica do meio de cultivo, uma disponibilidade de oxigênio inferior àquela dos 

estágios de crescimento celular, em conformidade com a bioquímica do processo. 

O consumo da xilose uma vez mais ficou interrompido, talvez até mesmo por motivos 

inibitórios de repressão catabólica decorrente da elevada carga de substrato adicionada. Isto, 

contudo, não corrobora trabalhos prévios da literatura, a exemplo do de Guerrante (1996), o 

qual indica que o micro-organismo não é inibido por concentrações elevadas de xilose, mas, 

sim, é capaz de maior produção de xilitol quando presente em meio de elevada pressão 

osmótica. O comportamento anômalo pode encontrar explicação em um provável processo 

biológico de degenerescência celular em virtude do período de inativação a que as células 

estiveram submetidas e no qual se encontravam inicialmente. Outra possível hipótese para o 

observado é a já comentada mudança repentina das condições de cultivo quando da passagem 

do estágio de crescimento celular para o fermentativo, sem ter havido uma transição mais 

gradual de um meio de cultivo ricamente aerado e com menores concentrações de D-xilose 

para um restrito suprimento em oxigênio e com elevada pressão osmótica oriunda da elevada 

concentração de substrato. 

Com relação aos resultados para a produção deste poliol, percebe-se que a formação 

do mesmo foi baixa, com fator de rendimento máximo (YP/S máx) – calculado para a maior 

concentração 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, 

não estão aqui expostos devido ao fato de seus resultados terem sido semelhantes aos 

expostos acima (OPF I e OPF II), com bons rendimentos em termos de conversão de substrato 

à massa celular quando dos estágios de crescimento de células, mas com interrupções no 

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

 

5.1.5 Avaliação da concentração inicial de substrato (S0) 

 

Os experimentos conduzidos em reator, ao não corresponderem às expectativas e não 

corroborarem trabalhos prévios desenvolvidos no próprio LADEBIO, suscitaram a hipótese 

de que a linhagem Candida guilliermondii 50088 utilizada nos mesmos estivesse com sua 

capacidade produtora de xilitol alterada, possivelmente em decorrência da degenerescência 

celular – ou até mesmo mutação - após um longo tempo de armazenamento sem repiques. 

De forma a se verificar tal fato, um experimento simples, em frascos agitados, análogo 

ao de Guerrante (1996) de avaliação da concentração inicial de substrato (D-xilose a 100, 200 

e 300 g/L) foi realizado. 

Para cada uma destas condições foram avaliados a taxa de consumo do substrato, o 

crescimento celular e a formação de xilitol. Embora os perfis para cada um destes indicadores 

estejam de acordo com os de Guerrante (1996), os tempos de fermentação foram bem 

distintos e sempre superiores. 
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No que diz respeito ao consumo de D-xilose (Figura 29), as taxas foram próximas 

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 variação desta taxa foi de 1,34 a 1,51 g/L.h. É fundamental ressaltar ainda que, 

enquanto no presente estudo não houve esgotamento da xilose para nenhum dos casos 

investigados após 240 horas de experimento, na pesquisa original somente para a condição de 

300 g/L iniciais ainda restava algum substrato uma vez decorrido o mesmo período de tempo. 

Para as concentrações de 100 e 200 g/L, em cerca de 70 e 130 horas, respectivamente, a D-

xilose já estava consumida integralmente. Apesar destas discrepâncias, os perfis de consumo 

do substrato, em ambos os trabalhos, mostraram-se lineares, o que, conforme ressaltado por 

Sá (1993) e Guerrante (1996), é um forte indicativo de uma deficiência nutricional, muito 

provavelmente em relação ao suprimento de oxigênio, o qual, ao se trabalhar com frascos 

agitados, não é muito eficiente. 

 

  

Figura 29 – Consumo de D-xilose durante fermentações em frascos agitados para S0=100, 200 e 300 

g/L  

 

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

Guerrante (1996), observou-se que os maiores valores foram obtidos para a menor 
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concentração de substrato avaliada, uma vez que a elevação da pressão osmótica – resultado 

de meios muito concentrados em açúcar – provoca inibição do crescimento celular 

(GERVAIS et al., 1992). Mais uma vez, porém, ainda que o comportamento geral esteja de 

acordo com o trabalho original, as concentrações celulares alcançadas na presente pesquisa 

foram inferiores, atingindo um valor máximo de 10 g/L para o caso de 100 g/L iniciais de 

substrato após 240 horas, enquanto no estudo de Guerrante, para esta mesma condição foram 

obtidas concentrações de cerca de 18 g/L em aproximadamente 150 horas. 

 

Figura 30 – Crescimento celular durante fermentações em frascos agitados para S0=100, 200 e 300 g/L  

 

Em termos da produção de xilitol, ao contrário do verificado para o crescimento 

celular, a alta pressão osmótica decorrente de meios mais concentrados favoreceu a produção 

de xilitol (Figura 31), confirmando ser este poliol um soluto compatível. O estudo de 

Guerrante (1996) ainda constatou, para as concentrações iniciais de substrato de 100 e 200 

g/L, um consumo deste produto uma vez esgotada a xilose presente originalmente, 

demonstrando a busca por fontes alternativas de carbono por parte dos micro-organismos. 

Durante a presente dissertação, no entanto, uma vez que não houve consumo total do 

substrato, este comportamento não foi observado. 
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Figura 31 – Produção de xilitol durante fermentações em frascos agitados para S0=100, 200 e 300 g/L 

 

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

rendimento YX/S, YP/S e YP/X. 

Tabela 12 – Resultado dos ensaios de avaliação da concentração inicial de substrato 

So (g/L) 
Fatores de rendimento (g/g) 

YX/S YP/S YP/X 

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, é nítido constatar, por meio do fator YP/X, 

que para uma mesma densidade celular, a produção de xilitol é favorecida em condições de 

estresse provocadas por elevadas concentrações de substrato, uma característica das 

substâncias ditas ‘solutos compatíveis’. 

Os resultados destes experimentos de avaliação da concentração inicial de substrato, 

aliados àqueles de fermentação – principalmente one-pot fermentation – indicaram não estar a 



84 
 

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 produção do poliol 

com elevados rendimento e produtividade. 

5.2 EXPERIMENTOS COM Candida guilliermondii INCQS 40037 

A linhagem alternativa para o prosseguimento dos experimentos, em substituição à 

Candida guilliermondii 50088, foi Candida guilliermondii 40037, a qual foi obtida junto à 

Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Em outras coleções de micro-organismos recebe 

também as nomenclaturas Candida guilliermondii ATCC 7350 e Candida guilliermondii CBS 

566. 

Conforme descrito na seção de MATERIAIS E MÉTODOS, 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 obstáculos semelhantes ao da atual pesquisa. 

5.2.1 Curva de ativação 

 
De maneira análoga ao realizado para Candida guilliermondii 50088, o primeiro passo 

para os novos experimentos de bioconversão consistiu na realização do peso seco, 

acompanhado da determinação das curvas-padrão - ambos demonstrados em MATERIAIS E 

MÉTODOS - e de ativação para a nova linhagem, 

Com base nestas informações, procedeu-se à elaboração da curva de ativação (Figura 

32), novamente utilizando uma concentração inicial de xilose de 10 g/L e o mesmo meio de 

cultivo empregado para Candida guilliermondii 50088. 

À primeira vista, pelo menos no que diz respeito à ativação, a nova linhagem 

apresentou algumas vantagens frente à 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 concentrações celulares atingidas ao 

final também foram superiores, em torno de 6,5 g/L, enquanto anteriormente fora de no 

máximo 5 g/L. O tempo de ativação 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 ativação para Candida guilliermondii 40037 (S0=10 g/L) 

 

Ao contrário do realizado anteriormente para Candida guilliermondii 50088, optou-se 

por não proceder a uma etapa extra de propagação celular, visto que no caso anterior, à 

exceção do crescimento em biorreator – o qual, contudo, apresentou problemas relativos à 

formação de espuma -, as tentativas de propagação não se mostraram muito frutíferas, com 

pequenos – ou até mesmo inexistentes – ganhos em termos de massa celular. Assim, para 

obtenção de elevadas concentrações celulares para posterior inoculação e fermentação a 

alternativa escolhida foi a de centrifugação para posterior inoculação. 

5.2.2 Fermentação  

5.2.2.1 Frascos agitados 

 

Devido aos resultados anteriores alcançados com a estratégia one-pot fermentation 

para a linhagem 50088, os quais não foram bem sucedidos, optou-se por abrir mão deste 

procedimento e realizar uma fermentação em frascos agitados concentrando a massa celular 

obtida com 24 horas de ativação e inoculando-a em um novo frasco contendo o meio de 

fermentação rico em xilose, uma vez que, reiterando, o xilitol é um soluto compatível, 

excretado pela célula em condições de estresse, a exemplo daquela provocada por uma 

elevada pressão osmótica do ambiente. 

Os resultados para esta fermentação estão ilustrados na Figura 33 a seguir: 
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Figura 33 – Fermentação em frascos agitados para Candida guilliermondii 40037 

 

O esgotamento do substrato (S0 = 85 g/L) ocorreu em cerca de 90 horas, tendo sido 

obtidos 35,5 g/L de xilitol, com fatores YP/S = 0,41 g/g e QP = 0,39 g/L.h. O crescimento 

celular, por sua vez, foi bem pequeno, com uma conversão de D-xilose a massa celular 

equivalente a 0,03 g/g. Assim, parece que a fermentação em frasco foi capaz de propiciar um 

suprimento de oxigênio capaz de favorecer a formação de xilitol em detrimento do 

crescimento de células, ainda que o mesmo não seja plenamente adequado, conforme o perfil 

linear de consumo do substrato – indicativo de meios fermentação com deficiências 

nutricionais; neste caso, possivelmente, relacionado à capacidade de oxigenação do sistema – 

sugere. Novamente, convém reiterar que uma condição de baixa aeração é justamente aquela 

favorável à produção de xilitol. 

Sá (1993), utilizando frascos cônicos de 500 mL com 450 mL de meio em agitador 

rotatório a 250 min
-1

 e 30ºC – condições capazes de fornecer um kLa de 0,135 min 
-1 

- 

inoculados com Candida guilliermondii 50088, obteve 33,0 g/L de xilitol após 120 horas de 

fermentação, partindo de uma concentração inicial de substrato de 50 g/L. Desta forma, 

embora a concentração final do poliol obtida neste estudo seja inferior ao da presente 

dissertação, o fator de rendimento YP/S equivalente a 0,73 g/g é superior, indicando que as 
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condições empregadas foram mais satisfatórias no que diz respeito ao desvio do fluxo de 

carbono para o acúmulo de xilitol. A produtividade volumétrica de 0,275 g/L.h, alcançada por 

Sá (1993), porém, foi inferior à obtida no atual ensaio, devido ao menor tempo de 

fermentação deste, atrelado à concentração final de xilitol ligeiramente mais elevada. 

Guerrante (1996), também empregando Candida guilliermondii 50088, ao avaliar 

fermentações em frascos cônicos de 500 ml contendo 200 mL de meio – condição idêntica à 

da presente dissertação – agitados a 250 min
-1

, conseguiu ótimos resultados para a produção 

de xilitol a partir de 100 g/L iniciais de D-xilose. O consumo total de substrato após 

aproximadamente 70 horas, aliado a concentração de poliol próxima 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 (YP/S), embora superior ao da pesquisa atual, foi 

inferior ao de Sá (1993). Também foi constatado que, após o tempo necessário para o 

esgotamento de xilose, houve decréscimo na concentração de xilitol no meio, provavelmente 

devido à busca das células por alguma fonte de carbono capaz de propiciar sua manutenção e 

crescimento.  

É interessante observar ainda que em todos estes três estudos foram observados perfis 

de consumo de xilose lineares, sugerindo que, embora alguns tenham se destacado perante o 

outro em algum parâmetro relativo à produção de xilitol, a condição desejada de pequeno 

suprimento de oxigênio parece ter sido mantida. 

Ao conduzir fermentações em frascos agitados, Gimenes et al.(2002), em seu já 

comentado trabalho de avaliação do suprimento de oxigênio para uma adequada bioconversão 

de D-xilose a xilitol, obtiveram ótimos resultados, com fatores de rendimento YP/S entre 0,76 e 

0,84 g/g. Não obstante, para a menor taxa de aeração investigada (kLa = 15 h
-1

), o consumo de 

xilose foi mais lento, restando ainda, após as 48 horas de processo, açúcar 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 bagaço de cana-de-açúcar como fonte de substrato, foram 

alcançados excelentes resultados, com produção de xilitol máxima de 50,5 g/L e fator YP/S de 

0,81 g/g. 
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5.2.2.2 Biorreator - Batelada alimentada (meio sintético) 

 

Além de fermentações conduzidas em frascos agitados, foram realizados ensaios em 

biorreatores também contendo meio sintético. Novamente, optou-se pela estratégia de 

concentração de células para inóculo do meio fermentativo uma vez decorridas 24 horas de 

ativação, ou seja, a etapa de crescimento celular ocorreu de forma separada da de 

bioconversão. O vaso reacional apresentava 3 L nominais, com 900 mL totais de volume de 

trabalho. Esta opção por um pequeno volume é justificada pelo desejo de se inocular o meio 

com elevada concentração celular, a fim de se obter maiores taxas de consumo de D-xilose e 

de produtividade. 

A concentração inicial de substrato adotada foi próxima a de açúcares 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 

alimentações extras de substrato, a primeira após aproximadamente 96 horas e a segunda 

depois de 167 horas totais.  

A concentração de oxigênio dissolvido oscilou entre 0,1 e 0,7 % da saturação durante 

a maior parte do processo, próxima à condição que Faria (2000) concluiu favorecer o 

rendimento em xilitol em detrimento do crescimento celular.  

Os perfis para D-xilose, xilitol e concentração celular estão ilustrados na Figura 34: 

Uma vez mais, o consumo do substrato foi linear, sugerindo um meio deficiente, 

possivelmente relacionado a uma restrição da oxigenação, capaz de manter um 

desbalanceamento do potencial redox da célula, uma vez que o acúmulo de xilitol foi bem 

superior ao crescimento celular, o que pode ser exemplificado pela obtenção de um fator YP/X 

equivalente a 4,60 g/g. 

Embora xilitol tenha sido produzido, durante as últimas 30 horas de processo 

praticamente não houve acúmulo do mesmo, ficando o mesmo estagnado em 

aproximadamente 22 g/L. As melhores conversões de substrato a produto ocorreram durante a 

alimentação inicial. Para efeito de comparação, 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 alimentações foram de 0,15 e 0,18 g/g, respectivamente. Por sua vez, o 

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

 

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

Tabela 13 – Resultados da fermentação em biorreator para Candida guilliermondii 40037 

Parâmetro Valor 

Qs inicial (g/L.h) 0,38 

Qs al.1 (g/L.h) 0,27 

Qs al.2 (g/L.h) 0,36 

YP/S global (g/g) 0,28 

YP/S inicial(g/g) 0,42 

YP/S al.1 (g/g) 0,15 

YP/S al.2 (g/g) 0,18 

YX/S global (g/g) 0,06 

YP/X global (g/g) 4,60 

 

Ao conduzir sua fermentação em biorreatores de 2 L de volume nominal com 1,2 L de 

meio de fermentação, Guerrante (1996), partindo de concentrações celulares e de substrato de 

3,0 e 50 g/L, respectivamente, obteve fatores YP/S na faixa de 0,49 a 0,69 g/g – exceção feita 
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ao ensaio conduzido em ausência de oxigenação, no qual o valor deste parâmetro foi nulo -, 

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

Somente para a batelada inicial da atual dissertação o resultado em termos de YP/S 

(0,42 g/g) foi próximo ao de Guerrante (1996). Embora o controle do suprimento de oxigênio, 

conforme já comentado, tenha se dado, nesta pesquisa corrente, através da concentração de 

oxigênio dissolvido em relação à saturação (%OD), caso seja feita uma análise comparando 

condições similares de vvm – neste ensaio trabalhou-se com cerca de 0,3 vvm –, os resultados 

de ambos os estudos estão próximos (0,42 e 0,49 g/g). A razão para o resultado ligeiramente 

mais elevado obtido por Guerrante talvez seja devido justamente à menor vazão de ar 

alimentada (0,25 vvm), favorável à conversão em xilitol. 

Para uma condição de oxigênio dissolvido de 0,5% da saturação – similar, portanto, à 

do atual ensaio -, Faria (2000), partindo de 50 g/L iniciais de xilose, atingiu concentrações 

finais de 15,2 g/L de xilitol, consequentemente alcançando fatores de rendimento YP/S 

equivalentes a 0,31 g/g, bem próximos, portanto, ao da presente pesquisa. 

Uma comparação 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 desígnios de produção de xilitol. Uma hipótese capaz de justificar este fato é a de que 

no caso do experimento em frascos a concentração inicial de D-xilose foi bem superior e, ao 

tornar a pressão osmótica do meio mais elevada, favoreceu a excreção do xilitol, cujo caráter 

de soluto compatível já foi devidamente enfatizado.  

5.2.2.3 Biorreator - One-pot fermentation 

Apesar dos resultados não satisfatórios em termos de produção de xilitol quando das 

tentativas de one-pot fermentation realizadas com a linhagem Candida guilliermondii 50088, 

os 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 concentração de oxigênio dissolvido entre 10 e 15% da saturação 

durante a fermentação, valores que podem até ser considerados elevados. Os experimentos 

prévios, no entanto, haviam demonstrado que, ao suprir oxigênio ao meio em condições ainda 

mais restritas, o consumo do substrato se tornava demasiadamente lento. Assim, para 

favorecer a conversão da xilose em xilitol durante a etapa de fermentação a estratégia adotada 

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

 

A parcela do experimento concernente ao estágio de crescimento celular compreendeu 

a batelada inicial (S0=10 g/L) e a primeira alimentação - uma carga adicional de 20 g/L do 

substrato -, com fatores YX/S respectivamente iguais a 0,43 e 0,19 g/g.  

A etapa dita fermentativa teve início após aproximadamente 65 horas – momento em 

que a concentração celular atingira 7,6 g/L -, com a adição de uma elevada concentração de 

xilose (≈ 90 g/L), a fim de favorecer a conversão a xilitol. 

Percebe-se que tanto no momento da primeira alimentação extra de substrato – e dos 

demais nutrientes – como no princípio do estágio de fermentação, há um decréscimo nos 

valores de concentração celular observados, o qual pode ser explicado pela adição de volume 

das soluções contendo D-xilose e os demais componentes.  

A taxa de consumo do substrato experimentou gradativa aceleração 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 fermentação foi ainda superior, com valores 

equivalentes a 0,67 g/L.h. Contudo, após 168 horas totais de experimento houve brusca 

redução da mesma, fato este que foi acompanhado por uma nova queda da concentração de 

massa celular.  
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A concentração final de xilitol alcançada foi de aproximadamente 10 g/L, com um 

parâmetro YP/S igual a 0,11 g/g para o estágio fermentativo. Apesar de não ser um ótimo 

resultado, algumas interessantes observações ainda podem ser feitas: durante os dois 

primeiros estágios, com uma pequena concentração de açúcar disponível e um maior 

suprimento de oxigênio (OD na faixa de 15 a 20% da saturação), o crescimento celular foi, de 

fato, favorecido, com uma formação negligenciável do poliol; somente quando da etapa 

fermentativa, caracterizada por uma alta concentração de xilose, houve o acúmulo de produto, 

conforme seria o esperado de um soluto compatível, tema este já amplamente discutido e 

referenciado nesta dissertação; concomitantemente à queda na taxa de consumo do substrato, 

a produção de xilitol ficou praticamente estagnada. 

Logo, este ensaio mostrou ser provavelmente viável a condução de um processo para 

produção de xilitol através 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 fermentação. Talvez isto tenha ocorrido em virtude da disponibilidade de 

oxigênio ainda ter sido bastante elevada, não permitindo um desbalanceamento do potencial 

redox da célula, condição fundamental para o acúmulo do produto e que parece não ter sido 

atendida, conforme o fator YP/X - equivalente a 1,11 g/g durante a fermentação e somente até 

as 168 horas totais, por razões já discutidas – parece sugerir. 

5.2.2.4 Biorreator (hidrolisado hemicelulósico) 

 

Um ensaio fermentativo utilizando hidrolisado hemicelulósico de cana-de-açúcar 

também foi conduzido, de acordo com o mencionado em MATERIAIS E MÉTODOS. 

A fase de aclimatação ocorreu em frascos agitados com posterior inoculação do reator 

contendo o substrato. Desde o início do processo, a taxa de consumo dos açúcares mostrou-se 

bastante lenta, havendo interrupção no consumo dos mesmos após aproximadamente 30 

horas. Enquanto a xilose e a glicose – esta, presente em baixas quantidades, foi esgotada - ao 

menos foram consumidas, a concentração de arabinose, de cerca de 5,0 g/L, praticamente 

manteve-se inalterada (Figura 36). O próprio estudo de Fogel (2004) constatou ser este 

glicídio o de menor taxa de consumo. Por sua vez, o consumo simultâneo de xilose e glicose 

está de acordo com a proposta de Guerrante (1996), de que estes açúcares sejam transportados 

para dentro das células de levedura por uma mesma proteína 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 

concentração final chegou a 7,2 g/L, acarretando um fator YP/S equivalente a 0,54 g/g, um 

rendimento superior até mesmo àqueles obtidos nos ensaios com meio sintético já discutidos. 

 

 

Figura 36 – Fermentação em biorreator contendo hidrolisado hemicelulósico 

 

Não obstante este bom valor no que diz respeito à conversão de D-xilose em produto, 

não se pode deixar de atentar para o restrito consumo de substrato, o qual talvez seja 

decorrente da inibição promovida por substâncias presentes no hidrolisado, tais como 

compostos furânicos, HMF e ácido acético. 

Este experimento com hidrolisado, portanto, embora não plenamente satisfatório em 

seu objetivo de atingir uma elevada fermentabilidade, ainda assim permitiu interessantes 

observações.  

Além disso, outros estudos reportados na literatura e que também empregaram como 

agente fermentativo linhagens de Candida guilliermondii e hidrolisados de resíduos 

hemicelulósicos como fonte de substrato – expostos na Tabela 14 – indicaram ser esta uma 

rota possível, 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 resíduos hemicelulósicos 

Linhagem 

Xilitol 

máximo 

(g/L) 

Resíduo 

lignocelulósico 

YP/S 

(g/g) 

QP 

(g/L.h) 
Referência 

Candida 

guilliermondii 

50088 

27,5 
Bagaço de cana-

de-açúcar 
0,486 0,837 FOGEL (2004) 

Candida 

guilliermondii FTI 

20037 

66,1 
Bagaço de cana-

de-açúcar 
0,84 0,17 

MUSSATTO et 

al. (2009) 

Candida 

guilliermondii FTI 

20037 

50,5 Palha de arroz 0,81 0,60 
ARRUDA et al. 

(2011) 

 

5.3 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

De forma a simplificar a apresentação dos resultados obtidos – já discutidos - e 

permitir uma comparação mais direta entre os mesmos, são enumerados na Figura 37 os 

principais ensaios fermentativos – em frascos agitados e biorreatores, sejam ou não one-pot 

fermentation - acompanhados dos seus respectivos parâmetros relativos à concentração 

máxima de xilitol obtida (Pmáx em g/L) e ao rendimento máximo em xilitol formado por xilose 

consumida (YP/S máx em g/g).  

Previamente à apresentação do gráfico algumas observações se fazem necessárias: 

 Optou-se pelo rendimento e concentração de produto máximos porque em alguns 

experimentos, a exemplo do OPF II, houve consumo de xilitol no processo.  

 

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

40037 o cálculo 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 o mais adequado e lógico, para os casos de OPF com a 

linhagem 50088, em virtude de a fase de fermentação ou não ter sido iniciada 

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

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

levasse em conta o consumo de substrato também ao longo dos estágios iniciais 

originalmente destinados ao crescimento da massa celular. 

 

 Devido ao fato da maior parcela dos açúcares não ter sido consumida no teste com 

hidrolisado hemicelulósico o mesmo não consta do gráfico.  

 

 

Figura 37 - Comparação entre os ensaios fermentativos realizados 

 

A visualização 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 reforçar a hipótese de que a linhagem 50088, conservada inativa, 

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

alguma mutação. 
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Dentre todos os ensaios, aquele capaz de conjugar a maior produção 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 YP/S equivalente a 0,41 g/g após 90 horas. 

Este resultado é bem superior àquele obtido no experimento com Candida guilliermondii 

50088 para uma concentração inicial de xilose de 100 g/L, em que, após quase 236 horas de 

processo a concentração 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 àqueles em frascos agitados. Uma possível explicação 

seria a dificuldade em suprir o oxigênio de maneira adequada, mantendo-o em níveis capazes 

de provocar o desbalanceamento do potencial redox. Talvez o Biorreator Batelada Alimentada 

e o OPF, operando, respectivamente, com uma OD entre 0,1 e 0,7% da saturação e entre 10 e 

15% da saturação tenham trabalhado em condições de pequena e excessiva aeração, distante 

do ótimo para a bioconversão a xilitol. Em frascos agitados, em que a aeração não é forçada e, 

portanto, a transferência deste gás para a fase líquida é mais lenta, é provável que os 

requisitos para a fermentação tenham sido melhor satisfeitos. 
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6 CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

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

dissertação, pode-se concluir que: 

 

 Embora tenha sido possível a reativação da linhagem Candida guilliermondi 50088 

IM/UFRJ, os resultados da bioconversão 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, após o período de 

inativação, talvez tenham passado por um processo biológico de “degenerescência 

celular”, responsável por afetar sua capacidade de produção do poliol. 

 

 Apesar do baixo rendimento em termos fermentativos quando do emprego da linhagem 

Candida guilliermondii 50088, interessantes estudos a respeito da propagação celular 

foram conduzidos. O emprego de biorreator através de batelada alimentada mostrou-se a 

melhor opção, tendo sido obtidas concentrações celulares superiores 20 g/L após cerca de 

35 horas. Este fato provavelmente é devido à maior capacidade de suprimento de 

oxigênio em reator, uma condição fundamental para o crescimento celular de Candida 

guilliermondii. É necessário, contudo, ressaltar que a aeração deve ser controlada de 
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modo a evitar a formação de muita espuma, com a consequente aderência de células às 

paredes do vaso reacional. 

 

 Em fermentações conduzidas em frascos agitados contendo concentrações iniciais de 

xilose de 100, 200 e 300 g/L inoculados com Candida guilliermondii 50088 a elevadas 

concentrações, os maiores fatores YP/S e YP/X – respectivamente 0,19 e 1,48 g/g - foram 

obtidos para a maior concentração de substrato avaliada, evidenciando ser o xilitol um 

soluto compatível. Os resultados, no entanto, ainda se mostraram bem inferiores aos 

reportados em trabalhos anteriores do LADEBIO/UFRJ. 

 

 Na fase de ativação, a linhagem Candida guilliermondii 40037, fornecida pela 

FIOCRUZ, apresentou melhores resultados do que a linhagem 50088, com uma redução 

da fase lag e maior concentração celular (≈ 6,5 g/L). Empregando a cepa 40037 para 

fermentação em frascos agitados contendo elevado teor inicial de xilose (≈ 90 g/L), foi 

alcançada uma concentração final de xilitol de 35,5 g/L e fatores YP/S e YX/S equivalentes 

a 0,41 e 0,03 g/g, sugerindo um favorecimento da produção 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 aeração inerente ao sistema de frascos 

agitados. 

 

 Utilizando a linhagem 40037 em biorreator operando em batelada alimentada com 

aproximadamente 50 g/L de substrato inicial (concentração semelhante a de um 

hidrolisado hemicelulósico) e em condições de pequeno suprimento de O2 (0,1 a 0,7% da 

saturação) foram alcançados 22 g/L finais de xilitol, com fatores YP/X e YP/S equivalentes 

a 4,60 e 0,28 g/g Apesar desta reduzida aeração ter favorecido a produção de xilitol, a 

taxa de consumo de substrato mostrou-se bastante lenta, corroborando pesquisas 

anteriores. 

 

 Foi possível conduzir de maneira satisfatória um processo one-pot fermentation quando 

da utilização de Candida guilliermondii 40037. Ainda que o rendimento em xilitol tenha 

se mostrado pequeno durante a fase fermentativa, é possível vislumbrar avanços desde 

que haja uma melhor compatibilização entre suprimento e demanda de oxigênio em 

relação às etapas de crescimento celular e de fermentação, cada qual com suas 

peculiaridades. No presente caso, a pequena produção de xilitol talvez seja justificada 
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pela utilização de uma OD (10 a 15% da saturação) ainda elevada para os propósitos de 

conversão ao poliol. Não obstante, cabe enfatizar que a opção por estes valores de OD foi 

feita de forma a se evitar taxas de consumo de xilose demasiadamente lentas e, assim, 

alcançar uma melhor produtividade. 

 

 Para o ensaio com hidrolisado hemicelulósico pôde ser observado que arabinose não 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 YP/S igual a 0,54 g/g.  

 

Tendo em vista experimentos futuros relativos à produção de xilitol por via 

biotecnológica, algumas sugestões podem ser de valia para a obtenção de resultados ainda 

melhores: 

 

 Em ensaios one-pot fermentation, os quais o presente trabalho mostrou possuírem 

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 atenção para que o mesmo não fique tão reduzido a ponto de 

provocar um consumo extremamente lento de substrato, o que provocaria baixas 

produtividades, inviabilizando o processo. O suprimento adequado de oxigênio, conforme 

discutido, constitui aspecto fundamental e de difícil solução; ao se basear em trabalhos 

prévios, a presente pesquisa não alcançou os resultados esperados, de modo que esta é 

uma questão digna de maior aprofundamento e investigação. 

 

 Também no caso de experimentos sob a abordagem one-pot fermentation, de modo a 

tentar minimizar os efeitos da mudança brusca de uma condição de elevada oxigenação e 

reduzida concentração de substrato - favorável ao crescimento celular - para uma 

condição de restrição de oxigênio e elevada pressão osmótica – favorável à bioconversão 

-, seria interessante trabalhar com um gradiente negativo de aeração e positivo no que 

tange ao substrato.  

 

 Para experimentos com hidrolisado hemicelulósico, seriam interessantes etapas extras de 

aclimatação, com aumento gradual da quantidade de meio hidrolisado em cada uma das 
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fases. Outra alternativa poderia contemplar uma destoxificação do mesmo, utilizando, por 

exemplo, carvão ativado, de modo a reduzir os efeitos inibitórios. Contudo, deve-se 

buscar minimizar as perdas de açúcares quando deste procedimento. 
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