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REsuMO

CANILHA, L. Producéo de xilitol no hidrolisado hemiceluldsico de palha de trigo. 2006.
153f. Tese de Doutorado (Biotecnologia Industrial), Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de S&o Paulo, Lorena, S&o Paulo.

Materiais lignoceluldsicos, como a palha de trigo, sdo fontes abundantes e de baixo
custo, com potenciais aplicacbes em diversos processos biotecnoldgicos. A fracdo
hemiceluldsica desses residuos lignocelulésicos pode ser hidrolisada usando-se &cidos
minerais, liberando a xilose, substrato primordial para a producdo de xilitol por via
microbiana. Este trabalho tem como objetivo principal estudar e definir as melhores condicoes
de cultivo da levedura Candida guilliermondii FT1 20037 a fim de converter a xilose, presente
no hidrolisado hemiceluldsico de palha de trigo, em xilitol. Também foram realizados ensaios
de clarificacgéo do caldo fermentado obtido e ensaios de cristalizagédo do xilitol.

Um planejamento fatorial fracionario 2>* em face centrada foi utilizado para verificar
a influéncia das concentragdes de sulfato de amonio, cloreto de célcio e farelo de arroz, da
concentracdo do hidrolisado e do pH inicial do meio de fermentacdo sobre a concentracdo
final de xilitol, produtividade volumétrica em xilitol e o fator de conversdo de xilose em
xilitol. Os ensaios fermentativos foram realizados em frascos agitados a 200 rpm, 30 °C por
72 h. De acordo com os resultados, a concentracdo de farelo de arroz, a concentragdo do
hidrolisado e o pH inicial influenciaram significativamente a bioconversdo de xilose em
xilitol. A anélise geral dos resultados levou a conclusdo de que 1,0 g/L de sulfato de aménio,
sem adicdo de cloreto de calcio, 5,0 g/L de farelo de arroz, concentracdo do hidrolisado igual
a trés e pH inicial 6,0, representam a composicdo do meio mais adequada para a producao de
xilitol no hidrolisado de palha de trigo. Neste estudo também foi avaliada a percentagem de
carvao ativo usada no tratamento do hidrolisado e a composi¢do do meio para o crescimento
da levedura. Como resultado final, foram obtidos 30,5 g/L de xilitol, 0,42 g/L.h de
produtividade volumétrica e 0,59 g/g de fator de conversdo em Xxilitol. Apds a obtencdo das
melhores condi¢bes de cultivo em frascos agitados, foi realizado um ensaio em fermentador
de bancada de 2 L com 1,3 L de meio de fermentacdo a 30 °C, sob agitacdo de 300 rpm e
aeracdo de 0,4 vvm (k.a = 15 h™). Visando a cristalizac&o do xilitol, ampliou-se sua producéo
em um fermentador de 16 L com 12 L de meio, utilizando-se o mesmo kia. Os valores
encontrados de concentracdo final de xilitol (30,68 g/L), produtividade volumétrica (0,37
g/L.h) e de fator de conversao em xilitol (0,65 g/g) foram semelhantes aos valores
encontrados em frascos agitados.

Para a clarificacdo do caldo fermentado foram realizados estudos com as resinas de
troca ibnica A-860S, A-500PS e C-150. Os melhores resultados em termos de reducdo da
coloracdo (99,5%) e remocdo de fendis totais (93%), acido acético (97%) e solidos totais
(67%) foram obtidos quando as resinas aniénicas A-860S e A-500PS, regeneradas com
solucdo de NaOH a 10%, foram utilizadas em sequiéncia. O caldo clarificado foi concentrado,
resultando num licor com 726,50 g/L de xilitol, 4,30 g/L de xilose, 3,20 g/L de arabinose e
12,18 g/L de fenois totais.

Os ensaios de cristalizacdo foram realizados utilizando-se dgua-etanol como solvente,
temperatura de saturacdo de 50 °C e velocidades de resfriamento linear de 0,2 e 0,4 °C/min.
Cristais de xilitol com 99,87%, 95,89% e 95,33% de pureza foram obtidos com solucéo de
xilitol pura, com mistura de 30% de caldo clarificado com 70% de solucéo de xilitol e com
mistura de 50% de caldo clarificado com 50% de solucdo de xilitol, respectivamente.

Palavras-chave: hidrolisado de palha de trigo, fermentacdo, Candida guilliermondii, xilitol,
clarificacdo, cristalizagéo.



ABSTRACT

CANILHA, L. Xylitol production from wheat straw hemicellulosic hydrolysate. 2006.
153f. Doctorate Thesis (Industrial Biotechnology), Engineering School of Lorena, S&o Paulo
University, Lorena, Sdo Paulo.

Lignocellulosic materials, like wheat straw, are abundant and cheap sources, with
potential applications in different biotechnological processes. The hemicellulosic fraction of
these lignocellulosic residues can be hydrolyzed using mineral acids, liberating xylose,
primordial substrate for the xylitol production by microbial path. This work has as main
objective to study and define the adequate conditions of Candida guilliermondii FT1 20037
cultivation to convert xylose, present in a wheat straw hydrolysate, into xylitol. Assays of
fermented broth clarification and xylitol crystallization were also performed.

A 2> factorial design at centered face was used to verify the influence of ammonium
sulphate, calcium chloride and rice bran concentrations, the hydrolysate concentration and
initial pH of fermentation medium on xylitol final concentration, volumetric productivity and
xylose-to-xylitol bioconversion yield. The fermentative assays were carried out in stirred
flasks at 200 rpm stirring rate, 30 °C for 72 hours. According to the results, rice bran
concentration, hydrolysate concentration and initial pH significantly influenced the xylose-to-
xylitol bioconversion. The general analysis of the results considered that 1.0 g/L ammonium
sulphate, without addition of calcium chloride, 5.0 g/L rice bran, 3.0 hydrolysate
concentration and 6.0 initial pH, represent the medium composition more adequate for xylitol
production from wheat straw hydrolysate. Besides, the active charcoal percentage used in a
hydrolysate treatment and the medium composition for yeast growth were also analyzed. As
final result, 30.5 g/L xylitol concentration, 0.42 g/L.h volumetric productivity and 0.59 g/g
bioconversion yield were obtained. After the attainment of the best cultivation conditions in
stirred flasks, an assay in 2-L bench fermentator with 1.3 L of fermentation medium was
conducted at 30 °C, 300 rpm stirring and 0.4 vvm aeration rates (k,a = 15 h™®). Aiming the
xylitol crystallization, its production was amplified in a 16-L fermentator with 12 L of
medium, using the same ki a. The values obtained for xylitol final concentration (30.68 g/L),
volumetric productivity (0.37 g/L.h) and bioconversion yield (0.65 g/g) were similar to the
results obtained in stirred flasks.

For the fermented broth clarification, a study with ion exchange resins A-860S, A-
500PS and C-150 were carried out. The best results in relation coloration reduction (99.5%)
and removal of phenols (93%), acetic acid (97%) and total solids (67%) were obtained when
the A-860S and A-500PS resins, regenerated with 10% NaOH solution, were used in
sequence. The clarified broth was concentrated, resulting in liquor with 726.50 g/L xylitol,
4.30 g/L xylose, 3.20 g/L arabinose and 12.18 g/L phenols.

The crystallization assays were carried out using water-ethanol as solvent, 50 °C
saturation temperature and 0.2 and 0.4 °C/min linear cooling rates. Xylitol crystals with
99.87%, 95.89% and 95.33% purity were obtained from a pure xylitol solution, from a
mixture of 30% clarified broth with 70% xylitol solution and from a mixture of 50% clarified
broth with 50% xylitol solution, respectively.

Key-words: wheat straw hydrolysate, fermentation, Candida guilliermondii, xylitol,
clarification, crystallization.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho se insere nas linhas de pesquisa “Desenvolvimento de processos
fermentativos” e “Aproveitamento de residuos agroindustriais”, em desenvolvimento nos
laboratérios do Grupo de Microbiologia Aplicada e Bioprocessos (GMBio) do Departamento
de Biotecnologia (DEBIQ) da Escola de Engenharia de Lorena (EEL/USP), ex-Faculdade de
Engenharia Quimica de Lorena (FAENQUIL).

Especificamente, foi dada continuidade aos estudos iniciados no GMBio, os quais
visavam a utilizagdo da xilose, presente na fragdo hemicelulosica da palha de trigo, como
substrato para a obtencdo de xilitol por via microbiana (CANILHA, 2002). Canilha (2002)
tornou conhecido que a palha de trigo apresenta alta propor¢ao de hemicelulose (portanto de
xilose), semelhantemente a outros residuos lignocelulésicos utilizados como matéria-prima
nas pesquisas do GMBio para a producao de xilitol. Apos a defini¢do das condigdes Stimas
para a obtencdo de um hidrolisado com baixos teores de compostos toxicos para a levedura
Candida guilliermondii FTI 20037 e apos a fermentacdo desse hidrolisado, foi determinado o
fator de conversdo e a produtividade volumétrica em xilitol que se mostraram superiores aos
encontrados em hidrolisados de eucalipto, palha de arroz e bagaco de cana-de-agucar. Apesar
dos bons resultados obtidos anteriormente no hidrolisado de palha de trigo, as condigdes
adequadas de fermentacdo nao haviam sido estabelecidas para a melhoria deste bioprocesso.

Dai ter sido decidido dar continuidade aos estudos utilizando o hidrolisado de palha de
trigo a fim de avaliar: a necessidade de sua suplementagdo com nutrientes, o fator de
concentragdo do hidrolisado (concentragdo inicial de xilose), o pH inicial de fermentagdo, o
aumento da escala de producgao de xilitol e a utilizagdo de resinas de troca idnica e de solugdes
regenerante na etapa de clarificacdo do caldo fermentado, para iniciar estudos visando a

cristalizagdo do xilitol.



De uma maneira geral, os principais objetivos do presente trabalho foram: estudar e
definir as melhores condigdes de cultivo da levedura Candida guilliermondii FTI 20037 a fim
de converter a xilose em xilitol, clarificar o caldo fermentado obtido e cristalizar o xilitol
presente no caldo fermentado. Desta forma, este trabalho foi dividido em cinco fases, das
quais a primeira foi a hidrolise acida da palha de trigo sob condi¢des previamente definidas.
Na segunda fase foi avaliada a suplementag@o do hidrolisado com sulfato de amoénio, farelo de
arroz e cloreto de calcio, bem como os valores adequados do fator de concentracdo do
hidrolisado e do pH de fermentagdo, de acordo com metodologias estatisticas (planejamento
de experimentos e metodologia de superficie de resposta), de forma a propiciar o
favorecimento da bioconversdo de xilose em xilitol pela levedura. As primeiras fermentagdes
foram realizadas em frascos Erlenmeyer incubados em estufa com movimento circular e
forneceram subsidios para a realizagdo da terceira fase do projeto em biorreator de bancada de
2 L, sob condi¢des controladas e definidas de agita¢ao e vazao de ar. Apds a obtencao de bons
resultados quanto a concentracao final de xilitol, produtividade volumétrica em xilitol e fator
de conversao de xilose em xilitol, ampliou-se a produg¢do em um fermentador de 16 L,
visando a quarta fase do projeto. Nesta fase, foram realizados ensaios de clarificacdo do caldo
fermentado, em frascos agitados, que forneceram subsidios para a realizacdo da quinta e

ultima fase do projeto, a cristalizacao do xilitol.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os materiais lignocelulésicos representam a maior fonte de compostos organicos da
biosfera, compreendendo os residuos florestais e agricolas, os subprodutos da industria
alimenticia e as forragens (MONTEIRO, 1986). Estes residuos, gerados em grandes
quantidades todos os anos, podem ser utilizados como fonte de carboidratos em bioprocessos
(CARVALHEIRO et al., 2005; MOSIER et al., 2005). Além disso, estes materiais apresentam
baixo custo e s3o renovaveis. Para se ter uma idéia da producao anual destes residuos, cita-se
o trabalho de Singh e Mishra (1995), que estimam uma produgdo de biomassa seca de 155
bilhdes de toneladas.

Os materiais lignocelulosicos sdo constituidos por uma mistura de carboidratos
polimerizados (celulose e hemicelulose) e lignina. A composi¢do exata varia de espécie para
espécie com relagdo aos constituintes e as propor¢des entre eles (KUHAD; SINGH, 1993;
MOSIER et al., 2005).

A celulose, principal componente da parede celular da fibra vegetal, ¢ um
polissacarideo linear composto de unidades anidroglicosidicas interligadas por ligacdes -
glicosidicas (1,4), formando a celobiose que se repete varias vezes em sua cadeia
(GOLDSTEIN et al., 1978). Esta fracdo celulosica pode ser convertida em glicose por
hidrolise enzimatica, utilizando as celulases, ou por via quimica, utilizando acidos como o
sulfurico (MOSIER et al., 2005).

A hemicelulose difere substancialmente da celulose por ser amorfa, o que a torna mais
facil de ser hidrolisada do que a celulose (SINGH; MISHRA, 1995). A fracdo hemicelulosica

chega até 40% do material da parede celular da fibra vegetal e age como substancia de reserva



e de sustentacdo. Apresenta estrutura ramificada e composta por pentoses (xilose e arabinose),
hexoses (galactose, manose e glicose) e pequenas quantidades dos acidos acético e urdnico
(Figura 1) (FENGEL; WEGENER, 1989; SAHA, 2003). As hemiceluloses sdo classificadas
basicamente de acordo com os agucares presentes na cadeia principal do polimero: xilanas,
glucomananas e galactanas (FENGEL; WEGENER, 1989; KUHAD; SINGH, 1993).

Pentoses Hexoses Acidos Deoxi-hexoses
Hexurdnicos

COOH
GHa0H OH HO OH
OH OH H CH,
OH OH H
H
H H H H

- P - Xilose p-D -Glicose acido p-D -Glucurénico a-L-Ramnose
H,OH COOH
HO, OH oM OH
OH OH OH OH H; OH
H HO'
H 3 :
H H
a-L - Arabinopiranose p-D -Manose 4cido oq-D -4 -0 - Metilglucurénico a-L -Fucose
oH CH,0H COOH
HO
HOH.C” \ oy _ OH H OH
H
a—L - Arabinofuranose a-D-Galactose acido «-D -Galacturénice

Figura 1 Férmula estrutural dos agucares e acidos presentes nas hemiceluloses (FENGEL; WEGENER, 1989).

A lignina ¢ um complexo estrutural cujo esqueleto ¢ formado por quatro ou mais
unidades de fenilpropano, sendo o terceiro maior componente dos materiais lignoceluldsicos,
compreendendo aproximadamente 25%. A lignina serve como um cimento entre as fibras de
celulose e hemicelulose, constituindo a principal barreira para hidrolise enzimatica
(GOLDSTEIN et al.,, 1978; KUHAD; SINGH, 1993). Além desses trés componentes
principais, a biomassa lignoceluldsica contém outros componentes em menores quantidades,
como extrativos e carboidratos nao estruturados (FENGEL; WEGENER, 1989).

Para a utilizacdo destes diferentes constituintes dos materiais lignocelulosicos ¢

necessaria uma separacao seletiva de cada uma das fragdes por técnicas de pré-tratamento,



hidrodlise e deslignificacao, implicando a ruptura do complexo lignina-hemicelulose-celulose
(FENGEL; WEGENER, 1989).

A estrutura heterogénea e com baixo grau de polimerizagdo da fracdo hemiceluldsica
faz com que esta seja a principal fracdo de interesse para os processos fermentativos, uma vez
que a conformagdo tridimensional aberta favorece a difusdo do catalisador na molécula,
propiciando um melhor rendimento de hidrélise em condi¢cdes amenas (MAGEE; KOSARIC,

1985; WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998).

2.2 PALHADE TRIGO

Dentre os materiais lignocelulosicos, a palha de trigo constitui um residuo agricola
abundante. No Brasil, ¢ utilizada como matéria organica, racdo animal e como fonte de
energia para combustdo (SEAGRI, 2005). Em alguns paises da Europa, a palha de trigo ¢
usada para produgdo de polpa e papel (HAMILTON; LEOPOLD, 1987).

O trigo ¢ o alimento basico predominante no Ocidente, como também na China e na
india. E uma planta origindria do Oriente Médio (Asia), cultivada ha mais de 500 anos na
Siria e de grande importincia para povos babilonicos e egipcios (era dos farads). E um dos
principais alimentos da humanidade e ocupa 20% da area cultivada no mundo. Sua producao
estd em torno de 500 milhdes de toneladas/ano, tendo como principais produtores mundiais
Russia (Ucrania), Estados Unidos, China, India e Franga (juntos ofertam 60% da produgéo)
(SEAGRI, 2005).

No ano de 2003 a area cultivada com trigo no Brasil foi de 2.441.450 hectares e a
produgdo atingiu cerca de 5,3 milhdes de toneladas. Em 2004, a produgdo chegou a alcancar a
marca de 6,0 milhdes de toneladas (EMBRAPA, 2005). De acordo com dados do IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), a producdo de trigo em 2005 foi de 5,0

milhdoes de toneladas, estimando-se manter esta mesma marca nas safras de 2006.



Comparando algumas matérias-primas em 2005, observa-se que a produgdo de trigo no Brasil
foi maior do que a produ¢do de cevada e aveia (aproximadamente 397 e 531 mil toneladas,
respectivamente), porém inferior a producdo de arroz e cana-de-agticar (em torno de 13 e 405
milhdes de toneladas, respectivamente).

De acordo com Tsao (1978), a palha de trigo € constituida de celulose, hemicelulose e
lignina, nas proporg¢des de 30%, 50% e 20%, respectivamente. Também segundo Hon (1996),
a fracdo hemiceluldsica da palha de trigo estaria em torno de 50% em massa seca, conforme
pode ser observado na Tabela 1, a qual apresenta a composi¢do percentual de diferentes
materiais lignocelulosicos. Garde et al. (2002) também estudaram a composicao
lignoceluldsica da palha de trigo e obtiveram 35-40% de celulose e 30-35% de hemicelulose.
Estudos realizados por Canilha (2002) mostraram uma composi¢do percentual de celulose,

hemicelulose e lignina igual a 33%, 33% e 20%, respectivamente.

Tabela 1 Composigéo percentual dos materiais lignoceluldsicos (%) (HON, 1996).

Fontes lignocelulosicas Celulose Hemicelulose Lignina Extrato
Madeira dura 43-47 25-35 16-24 2-8
Madeira mole 40-44 25-29 25-31 1-5
Bagaco de cana 40 30 20 10
Palha de arroz 433 26,4 16,3 ND
Talo de milho 35 25 35 5
Espiga de milho 45 35 15 5
Algodéo 95 2 0,9 0,4
Juta 71,5 13,6 13,1 1,8
Palha de trigo 30 50 15 5
Ramie 76,2 16,7 0,7 6,4
Sisal 73,1 14,2 11 1,7

ND: Nao determinado

Devido a elevada proporcao de hemicelulose em relagdo aos outros residuos (Tabela

1), e a elevada concentracdo de xilose presente no hidrolisado hemicelulésico, conforme



relatado por Canilha (2002), ¢ promissor avaliar este hidrolisado como meio de fermentacao

para obtencao biotecnoldgica de xilitol.

2.3  XILITOL

O xilitol (CsH;,0s5), um alcool pentahidroxilado de massa molar 152,15 g/mol, ¢ um

produto intermedidrio do metabolismo de carboidratos no homem e em animais (MANZ;

VANNINEN; VOIROL, 1973). Algumas das suas propriedades fisico-quimicas estio

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 Propriedades fisico-quimicas do xilitol (HY VONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982; BAR, 1986).

Formula Quimica
Massa Molar

Cor

Sabor

Odor

Aparéncia

Ponto de fusao
Ponto de ebuli¢ao
pH (solugdo aquosa a 10%)
Viscosidade a 20 °C
Solubilidade a 30 °C

Densidade

Calor de dissolugao
Poder adogante

Valor calérico

Indice de refragio a 25 °C
Estabilidade

Higroscopicidade

CsHi,0s

152,15 g/mol

Branca

Doce

Nenhum

Po cristalino

92-96 °C

216 °C

5-7

a 10%: 1,23 cP; a 60%: 20,63 cP

68 g xilitol /100 g de solugdo, igual a da sacarose (abaixo desta
temperatura o xilitol ¢ menos soltivel, com o aumento da
temperatura o xilitol se torna significativamente mais solavel que
a sacarose).

a 10%: 1,03 g/mL; a 60%: 1,23 g/mL

+34,8 cal/g (efeito “refrescante™)

Igual ao da sacarose, superior ao sorbitol € manitol.

4,06 kcal/g

a 10%: 1,3471 ; a 50%: 1,4132

Estavel a 120 °C (ndo carameliza)

em umidade relativa alta, o xilitol é mais higroscopico que a

sacarose, mas menos que o sorbitol.




A importancia econdmica do xilitol deve-se principalmente ao seu potencial como
substituto de aglicares convencionais, apresentando poder adogante superior ao do sorbitol e
ao do manitol, e comparavel ao da sacarose (BAR, 1986; GALES; NGUYEN, 2000). O xilitol
também apresenta propriedade anticariogénica, uma vez que niao ¢ fermentado por
microrganismos da flora bucal, evitando a formacdo de acidos que atacam o esmalte dos
dentes (LINGSTROM et al., 1997; GALES; NGUYEN, 2000). Além da redu¢do de caries
dentarias, o xilitol induz a remineralizagdo do esmalte dos dentes, revertendo lesoes recém-
formadas (MAKINEN, 1976; SHEN et al., 2001).

Devido a auséncia de grupos aldeidicos e cetonicos em sua molécula, o xilitol ndo
participa de reagdes de escurecimento do tipo “Maillard”, sendo apropriado para o
processamento de alimentos em temperaturas elevadas nos quais estas reagdes sdo
indesejaveis. Sua utilizagdo no preparo de xaropes e refrescos ¢ altamente vantajosa,
podendo-se eliminar a necessidade de pasteurizacdo do produto e da adicdo de conservantes
para estoque (MANZ; VANNINEN; VOIROL, 1973; LAM et al., 2000). Por ser bem tolerado
pelo organismo humano (MAKINEN, 1976), o xilitol ¢ empregado com seguranga na area
clinica. De fato, esse adogante ¢ indicado para pacientes com doencas biliares e renais, como
também para pessoas obesas, ja& que contribui muito pouco para a formagao de tecidos
gordurosos quando comparado a outros agucares (BAR, 1986). O xilitol pode ser também
eficazmente empregado no tratamento de outras desordens metabolicas como a anemia
hemolitica, causada em pacientes portadores de deficiéncia da enzima glicose 6-fosfato
desidrogenase (HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982; WINKELHAUSEN;
KUZMANOVA, 1998), ¢ na dieta de diabéticos, por ndo requerer insulina para o seu
metabolismo (BAR, 1986; PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998a; VALERO et al.,
2001). Também tem sido relatado que este poliol previne a reducdo da densidade dos ossos,

bem como seu conteudo de minerais, calcio e fosforo, podendo ser utilizado no tratamento de



doengas Osseas como a osteoporose (MATTILA et al., 2002; MATTILA; KANGASMAA;
KNUUTTILA, 2005).

Viarios estudos t€ém mostrado que o xilitol inibe efetivamente o crescimento das
espécies bacterianas Streptococcus pneumoniae € Haemophilus influenzae que causam a otite
média aguda, portanto, ¢ recomendado como um tratamento alternativo promissor ao emprego
de antibidticos para combater esta doenga (UHARI; TAPIAINEN; KONTIOKARI, 2000;
TAPIAINEN et al., 2002; BANDON et al., 2003). Recentemente foi demonstrado que o
xilitol é capaz de intervir no passo inicial de infecgdes em pacientes com fibrose cistica, além
de prevenir a invasdo de microrganismos oportunistas em pacientes transplantados de pulmao.
O xilitol inibe o crescimento da bactéria Burkholderia cepaciae, uma das principais
responsaveis por infec¢des e morte nestes pacientes (SAJJAN et al., 2004).

Essas caracteristicas fazem do xilitol um insumo de grande importancia nas industrias
alimenticia, odontoldgica e farmacéutica. Prova disso ¢ o nimero crescente de produtos que

vém sendo langados no mercado (Figura 2).

2.4 PRODUCAO DE XILITOL EM EscaLA COMERCIAL

O xilitol é produzido em escala comercial por processo quimico através da
hidrogenacdo catalitica de xilose pura, obtida por hidrolise de materiais lignoceluldsicos
(HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982). De modo geral, sio necessarias quatro
etapas basicas: 1. desintegracdo (hidrolise acida) de materiais naturais ricos em xilana; 2.
separagdo da xilose do hidrolisado por cromatografia, resultando uma solucao de xilose pura;
3. hidrogenagdo catalitica da xilose pura a xilitol na presenga do catalisador niquel; 4.
cristalizagio do xilitol na forma ortorrdbmbica (MELAJA; HAMALAINEN, 1977;
HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982). O rendimento e a qualidade do xilitol

obtido por esse processo estdo intimamente relacionados com a pureza da solucdo inicial de
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xilose, j4 que a presenca de impurezas interfere no processo de catdlise. Além disso, a
produgdo de xilitol por via quimica requer varias etapas posteriores de purificagdo para
remocao de residuos toxicos do catalisador niquel, o qual ¢ um metal toxico e prejudicial a
saude humana, e de subprodutos originados durante o processo de hidrogenacdo, o que
ocasiona aumento do tempo de processo e encarecimento do produto (MELAJA;

HAMALAINEN, 1977; PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998a).

36% ylitol
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Figura 2 Exemplos de produtos que contém xilitol.

2.5 PRODUCAO DE XILITOL POR VIA BIOTECNOLOGICA

O uso do xilitol como adogante ainda ¢é bastante limitado devido ao seu custo ser alto

em relagdo a outros agucares (cerca de 10 vezes o custo de produgdo da sacarose ¢ do



11

sorbitol). Isto tem encorajado o desenvolvimento de tecnologias capazes de diminuir os custos
de sua producao (PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998a).

Viarios trabalhos véem sendo conduzidos na busca de uma via alternativa para a
produgdo do xilitol, destacando-se o processo biotecnoldgico. Este se apresenta promissor,
uma vez que ndo requer uma solucdo de xilose de alta pureza, pois a bioconversao da xilose
em xilitol ocorre no proprio hidrolisado hemiceluldésico (FELIPE et al., 1997a). Ademais, o
processo biotecnologico opera em condigdes mais brandas de pressdo e temperatura que o
processo quimico, e seu emprego pode reduzir os altos niveis de polui¢do ambiental bem
como os gastos relacionados com o tratamento dos residuos produzidos pela via quimica
(WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998).

Existem bactérias, fungos e leveduras capazes de assimilar e fermentar a xilose
produzindo etanol, xilitol ¢ outros compostos (PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ,
1998a; SAHA, 2003). As leveduras tém sido apontadas como as melhores produtoras de
xilitol, especialmente as do género Candida (SIRISANSANEEYAKUL; STANISZEWSKI;
RIZZ1, 1995; WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998). Dentro deste género, Candida
guilliermondii tem se mostrado uma espécie promissora para produzir xilitol, tanto quando
cultivada em meio sintético (BARBOSA et al., 1988; SILVA et al., 1996; MUSSATO, 2002),
quanto em hidrolisado de materiais lignoceluldsicos (CANILHA; ALMEIDA E SILVA;
SOLENZAL, 2004; SILVA; MUSSATO; ROBERTO, 20006).

O processo microbioldgico tornou-se possivel a partir da descoberta por Onishi e
Suzuki (1966), de leveduras capazes de induzir, na presenca de xilose, a enzima xilose
redutase (E.C.1.1.1.21) que catalisa a redugdo de xilose a xilitol na presen¢a dos cofatores
NAD(P)H ou NADH, no inicio do metabolismo da xilose (HAHN-HAGERDAL et al., 1994).
Em estudos realizados com a levedura Candida guilliermondii a xilose redutase mostrou ser

dependente de NAD(P)H (SENE et al., 2001). Posteriormente, o xilitol é excretado da célula
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ou ¢ oxidado a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (E.C.1.1.1.9), cuja atividade requer
NAD" ou NAD(P)" como cofatores. A xilulose é fosforilada a xilulose 5-fosfato, que, na via

das fosfopentoses, ¢ convertida em frutose 6-fosfato. A frutose 6-fosfato pode ser convertida

em piruvato, pela conexd3o com a via Embden Meyerhof Parnas ou retornar a

\

via das

fosfopentoses (HAHN-HAGERDAL et al., 1994), conforme apresentado na Figura 3.
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Figura 3 Principais vias metabdlicas utilizadas na fermentacio de xilose por leveduras (HAHN-HAGERDAL et

al., 1994).



13

2.6 FATORES QUE INTERFEREM NA BIOCONVERSAO DE XILOSE EM XILITOL

Diversos fatores influenciam a bioconversdao da xilose, presente em hidrolisados
hemicelulésicos, em xilitol. Com base na experiéncia até entdo adquirida pela equipe do
GMBIio/DEBIQ/EEL e nos dados divulgados na literatura, pode-se afirmar que a
concentragdo de aglicares no meio, a temperatura, o pH, o fornecimento de oxigénio para o
meio de fermentagdo, a fonte de nitrogé€nio, o tipo de substrato utilizado ¢ a forma de
condugdo do processo, sdo fatores primordiais e reguladores desta bioconversdo. Como
exemplo, ja foi constatado a necessidade da adigdo de alguns nutrientes para a produgdo de
xilitol em hidrolisado de cavacos de eucalipto (CANETTIERI; ALMEIDA E SILVA;
FELIPE, 2002) e de bagago de cana-de-agucar (CARVALHO, 2004). Por outro lado, Silva e
Roberto (1999) verificaram que a adi¢do de nutrientes ndo favorece a producdo de xilitol em
hidrolisado de palha de arroz. Com relagdo ao hidrolisado de palha de trigo, ndo ha relatos na
literatura quanto as condigdes nutricionais € operacionais para a obtengdo microbioldgica de

xilitol.

2.6.1 Presenca de glicose

A presenga de glicose no meio pode ser considerada um fator limitante para a
bioconversdo de xilose em xilitol, reduzindo o consumo de xilose e a produtividade em xilitol
por repressao catabolica (BICHO et al., 1988; YAHASHI et al., 1996). Felipe et al. (1993),
cultivando a levedura Candida guilliermondii FT1 20037 em hidrolisado de bagaco de cana,
verificaram que o efeito da glicose estava relacionado a relagdo glicose/xilose presente no
meio, sendo que quanto maior esta propor¢ao maior a inibi¢ao causada pela glicose. Quando a
concentragdo inicial de glicose foi inferior a 10% da concentragdo inicial de xilose, a

producao de xilitol ndo foi afetada.
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Segundo Girio et al. (2000), altas concentragdes de glicose favorecem a repressao
catabolica sobre as enzimas-chave da bioconversido de xilose em xilitol, xilose redutase e
xilitol desidrogenase, causando a diminuicao das atividades enzimaticas. Por outro lado, este
comportamento ¢ acompanhado do consumo mais rapido de glicose, precedente ao consumo
de xilose, nas primeiras horas de fermentacdo. Lee et al. (2003) observaram que, em um
processo fermentativo contendo estes dois substratos, a glicose ¢ usada como fonte de energia
para o crescimento celular e como um co-substrato para regeneragao de cofatores; e a xilose é
utilizada como substrato primordial para a conversao em xilitol.

Por outro lado, Silva (2004) observou que a presenca de glicose favorece a
bioconversdo de xilose em xilitol por C. guilliermondii FT120037 em hidrolisado de bagaco
de cana-de-acticar. O efeito da glicose neste metabolismo foi dependente da relagdo

glicose/xilose no hidrolisado e da presencga de glicose durante o cultivo da levedura.

2.6.2 Concentrac¢do inicial de xilose

A concentragdo inicial de xilose no meio de fermentacdo exerce grande influéncia
sobre a producdo de xilitol por leveduras, sendo que elevadas concentragdes promovem o
consumo desse agucar e, conseqiientemente, intensificam a produgao de xilitol. Entretanto, o
aumento excessivo da concentragdo de xilose provoca um decréscimo na velocidade de
crescimento do microrganismo, com conseqiiente queda na produgdo de xilitol (SILVA;
AFSCHAR, 1994; PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998b).

Segundo Gong, Chen e Tsao (1981), a produgdo de xilitol por Candida tropicalis em
meio YME (extrato de levedura, extrato de malte, peptona, xilose) foi favorecida quando se
aumentou a concentracdo de xilose de 50 para 200 g/L. Entretanto, em concentracdes de
xilose superiores a 300 g/L, verificou-se interferéncia negativa na producdo de xilitol.
Vandeska et al. (1995) constataram que a producdo de xilitol por Candida boidinii em meio

sintético (sulfato de amonio, uréia, acido casamino e xilose) aumentou significativamente
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quando a concentracdo inicial de xilose foi aumentada de 20 para 150 g/L. Entretanto,
concentragdes iniciais de xilose de 200 g/L. provocaram um decréscimo na concentracdo de
xilitol. Felipe et al. (1997a) utilizando a levedura C. guilliermondii FTI 20037 em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana, observaram que o aumento da concentracdo inicial de
xilose de 37,6 g/L para 54,5 g/L resultou em aumentos de 40%, 20% e 44%, na concentracao
de células, fator de conversdo em xilitol e na produtividade volumétrica em xilitol,
respetivamente. Porém, utilizando valores superiores de concentra¢do inicial de xilose
(74,2 g/L), ocorreu uma reducdo na concentracdo de células e na produtividade em xilitol.
Silva e Roberto (2001), utilizando hidrolisado hemicelulosico de palha de arroz para a
produgdo de xilitol com a mesma levedura, determinaram uma méxima concentragao inicial
de xilose da ordem de 80 g/L, de forma a se evitar problemas de inibicdo com conseqiiente

queda nas taxas de bioconversao.

2.6.3 pH inicial

Outro fator importante na bioconversdao de xilose em xilitol ¢ o pH do meio de
fermentagdo. De acordo com Winkelhausen ¢ Kuzmanova (1998), as leveduras geralmente
sdo cultivadas em meios com valores de pH entre 4,0 ¢ 6,0, porém diferentes valores de pH
tém sido relatados como melhores para a producao de xilitol com 0 mesmo microrganismo. O
efeito do pH em fermentagdes de hidrolisados hemiceluldsicos pode estar relacionado com a
presenga de compostos inibitorios, principalmente o acido acético, considerado potente
inibidor do crescimento de varios microrganismos (KUSUMEGI; YOSHIDA; TOMIYAMA,
1998).

Felipe et al. (1997b), estudando o efeito do pH sobre a fermentacdo de hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana-de-aglcar, constataram inibicdo do consumo de glicose,
xilose e arabinose, bem como da producao de xilitol e células em pH inferior a 4,5. Porém, em

valores de pH superiores ou igual a 5,5, a producdo de xilitol pela levedura correspondeu a
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um fator de conversao de 0,75 g de xilitol/g de xilose e uma produtividade volumétrica de
0,57 g/L.h. Roberto et al. (1996a) também estudaram diferentes valores de pH inicial para a
fermentagdo do hidrolisado de palha de arroz para produgdo de xilitol, e constataram que em
pH 5,3 foram alcancados os méaximos valores de concentragdo de xilitol (36,92 g/L), fator de
conversao (0,68 g de xilitol/g de xilose) e produtividade volumétrica em xilitol (0,51 g/L.h).
Canettieri, Almeida e Silva e Felipe (2001) também estudaram o efeito do pH sobre a
produgdo de xilitol, porém em hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto, e verificaram que os
maximos valores de concentracgao de xilitol (10,0 g/L), fator de conversao de xilose em xilitol
(0,2 g/g) e produtividade volumétrica em xilitol (0,1 g/L.h) foram obtidos com um pH inicial
de fermentagdo igual a 8,0. Martinez et al. (2003) observaram a influéncia do pH do meio de
fermentagdo para produgdo de xilitol em hidrolisado hemicelulosico de bagago de cana-de-
acucar. Segundo estes autores, os maximos valores de fator de conversao (0,69 g de xilitol/g
de xilose) e produtividade (0,68 g/L.h), ¢ uma concentragdo de xilitol de 18,0 g/L, foram
obtidos com o uso de um pH de fermentacdo igual a 6,7. A levedura utilizada em todos os

trabalhos citados foi a mesma: C. guilliermondii FT120037.

2.6.4 Oxigénio

A velocidade de transferéncia de oxigénio ¢ o fator mais importante na bioconversao
xilose em xilitol, uma vez que a variagdo acima ou abaixo de um valor 6timo leva a uma
diminui¢ao significativa do fator de conversao e/ou da produtividade em xilitol (SILVA et al.,
1996).

De acordo com Delgenes, Moletta e Navarro (1989), o fator de conversdo em xilitol
depende da velocidade de transferéncia de oxigénio, estando esta influéncia relacionada com a
regeneragdo de coenzimas e com a produgdo de ATP durante a fosforilagdo oxidativa
(NOLLEAU et al., 1995). Em condigdes aerdbicas ocorre maior produgdo de massa celular,

enquanto que em condi¢des limitadas de oxigénio uma grande parte da xilose é convertida em
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xilitol (BRUINENBERG et al., 1984). Um rigoroso controle da disponibilidade de oxigénio ¢
fundamental para se obter elevada eficiéncia fermentativa, evitando-se o desvio do
metabolismo para a formagao de células. Por outro lado, a falta de oxigénio proporciona um
desbalanco no potencial redox das células ocasionando a paralisa¢ao de crescimento celular,
da assimilagdo da xilose e, conseqiientemente, da formagao de xilitol (VANDESKA et al.,
1995). Sob condicdes anaerobias, ou em velocidades de transferéncia de oxigénio muito
baixas, o sistema de transporte de elétrons ndo é capaz de oxidar todo o NADH, produzido.
Como conseqiiéncia, o nivel de NADH; intracelular aumenta, reduzindo a velocidade de
reacdo da enzima xilitol desidrogenase ¢ determinando acumulo de xilitol no meio de cultivo
(HAHN-HAGERDAL et al., 1994; OH; KIM; KIM, 1998).

Silva et al. (1996), cultivando Candida guilliermondii FTI 20037 em hidrolisado de
bagago de cana com uma concentragao inicial de xilose de 65,0 g/L, obtiveram maximos
valores de producao de xilitol (22,2 g/L) e produtividade volumétrica (0,55 g/L.h) utilizando
uma aeragdo de 0,46 vvm e uma agitacdo de 300 rpm (k;a = 10,6 h™). Segundo estes autores,
quando se aumentou o k;a para 41 h”, ocorreu uma diminui¢io de 71% na produtividade
volumétrica em xilitol. Roberto, Mancilha e Sato (1999) estudaram o efeito do kia em
fermentagdo descontinua, cultivando C. guilliermondii FT1 20037 em hidrolisado de palha de
arroz, com uma concentragdo inicial de xilose de 62,0 g/L. Os maximos valores de
produtividade volumétrica (0,52 g/L.h) e concentracao de xilitol (36,8 g/L) foram obtidos com
uma agitagio de 300 rpm e aeracio de 1,3 vvm (kra = 15 h'). Morita e Silva (2000)
estudaram o efeito da aeracdo na produgdo de xilitol em hidrolisado de bagago de cana
cultivando C. guilliermondii FTI 20037, e observaram que os maximos valores de
produtividade volumétrica (0,72 g/L.h) e concentracao de xilitol (28,6 g/L) foram obtidos com
uma aeragdo de 3,0 vvm e agitacdo de 300 rpm (kia = 22,5 h™). Martinez, Silva e Felipe

(2000) estudaram a transferéncia de oxigénio na produgdo de xilitol, também utilizando
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hidrolisado de bagago de cana e cultivando a mesma levedura, e puderam observar maximos
valores de produtividade volumétrica (0,70 g/L.h), fator de conversao (0,58 g de xilitol/g de
xilose) e concentra¢io de xilitol produzida (23,1 g/L) quando foi utilizado um kea de 20 h™".
Santos et al. (2005) estudaram a producdo de xilitol por células imobilizadas de C.
guilliermondii FTI 20037 em reator de leito fluidizado, também em hidrolisado de bagaco de
cana. Estes autores observaram que maiores valores de kia (0,093 h™') e de concentragio
inicial de xilose (125 g/L) proporcionaram menores valores de fator de conversdo de xilose
em xilitol (0,21 g/g) e de produtividade volumétrica em xilitol (0,18 g/L.h). Por outro lado,
proporcionaram a maior concentragdo celular (23,9 g/L), indicando que o metabolismo celular
foi preferencialmente dirigido para a producao de biomassa.

De uma forma geral, o fornecimento do oxigénio ¢ um parametro chave que determina
se ocorrera maior producdo do xilitol ou maior crescimento celular. Para se ter um processo
eficiente, ¢ muito importante determinar o fluxo de oxigénio que permitira uma utilizagao
balanceada do carbono tanto para o crescimento como para a producdo de xilitol

(WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998).
2.6.5 Fonte de nitrogénio

A conversao de xilose em xilitol por leveduras também ¢ influenciada pela fonte de
nitrogénio, como foi constatado por Barbosa et al. (1988). Estes autores avaliaram o efeito do
uso de sulfato de amonio (5,0 g/L) e uréia (5,0 g/L) em fermentacdes com C. guilliermondii
em meio sintético, e observaram que a suplementa¢ao do meio com uréia resultou em maior
favorecimento desta bioconversdo, quando comparado com a suplementacdo com sulfato de
amonio. Vandeska et al. (1995), em experimentos realizados com a levedura Candida boidinii
em meio sintético, também observaram um favorecimento da producao de xilitol quando a
uréia foi utilizada como fonte de nitrogénio. Por outro lado, Roberto et al. (1996a), em

fermentagdes com C. guilliermondii FTI 20037 em hidrolisado hemiceluldsico de palha de
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arroz, constataram maiores valores de produtividade volumétrica em xilitol (0,51 g/L.h) e
fator de conversao de xilose em xilitol (0,68 g/g) quando se utilizou sulfato de amoénio como

fonte de nitrogénio.

2.6.6 Concentracdo celular inicial

A bioconversdo de xilose em xilitol por diferentes microrganismos também ¢
influenciada pela concentragdo inicial de células, uma vez que a maioria dos trabalhos indica
uma concentragdo ideal para a maxima producdo de xilitol. Um aumento excessivo desta
concentragdo provoca um decréscimo no fator de conversdao de xilose em xilitol. Sreenath et
al. (1986), citado por Roberto, Sato e Mancilha (1996b), observaram que o fator de conversao
de xilose em xilitol para Candida shehatae diminuiu de 0,20 para 0,14 g/g quando a
concentragdo celular foi aumentada de 0,42 para 3,6 g/L. Por outro lado, Vandeska et al.
(1995), utilizando a levedura Candida boidinii em meio sintético, observaram que o fator de
conversao em xilitol obtido com uma alta concentragdo celular inicial (5,1 g/L) foi o dobro
daquele obtido quando da utilizagdo da mais baixa concentracdo celular (1,3 g/L),
aumentando de 0,12 para 0,24 g/g.

Segundo Roberto, Sato e Mancilha (1996b), o aumento na concentragdo celular afetou
negativamente na produgdo de xilitol por C. guilliermondii FTI 20037. Quando o meio,
formado a base de hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz, apresentava uma
concentragdo inicial de células de 0,67 g/L, o valor da concentracdo de xilitol foi de
39,46 g/L, decrescendo para 20,76 g/L ao se utilizar 2,41 g/L. de células. Comportamento
semelhante foi constatado por Felipe et al. (1997a), durante a fermentacdo em hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana, pela mesma levedura, para a produgado de xilitol. Segundo
estes autores, o aumento da concentragdo inicial de células de 0,1 para 3,0 g/L, diminuiu o

fator de conversao em xilitol de 0,75 para 0,62 g/g.
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2.6.7 Inibidores presentes nos hidrolisados

A bioconversao de xilose em xilitol é afetada pela presenca de compostos inibitdrios,
resultantes da degradacdo da estrutura lignoceluldsica, em fun¢do do tipo de composto e sua
concentragdo, da concentracdo de oxigénio dissolvido, do pH do meio e da temperatura
utilizada (PARAJ 0O; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998b; PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

Os inibidores podem ser divididos em trés grandes grupos de acordo com sua origem:
derivados da degradagdo das pentoses e hexoses (furfural e hidroximetilfurfural), derivado do
grupo acetil da hemicelulose (acido acético) e derivados da degradacao da lignina (compostos
fenolicos) (LOHMEIER-VOGEL; SOPHER; LEE, 1998). Parajo, Dominguez ¢ Dominguez
(1998b) também destacam os ions metalicos (cobre, cromo, ferro e niquel), provenientes da
corrosao dos equipamentos, como inibidores do metabolismo microbiano. A Figura 4 destaca

os principais inibidores formados durante a etapa de hidrolise.

Materiais Lignoceluldsicos

4 4 4

Hemicelulose Celulose Lignina
o Xilose Galactose Manose Glicose J l
Acido
acetico Compostos
l fendlicos

Furfural Hidroximetilfurfural

l Acido Levulinico

Acido Férmico

Figura 4 Principais inibidores (em negrito) formados durante a hidrélise, baseado em Lohmeier-Vogel, Sopher e

Lee (1998), Palmqvist e Hahn-Hégerdal (2000).
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Os produtos provenientes da degradacao dos agucares durante a hidrolise acida sdo
furfural e hidroximetilfurfural (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Fermentacdes
realizadas com C. guilliermondii na presenca de furfural e hidroximetilfurfural demonstraram
que os referidos compostos inibem o crescimento celular em concentragdes acima de 1,0 e
1,5 g/L, respectivamente (SANCHEZ; BAUTISTA, 1988). Segundo Larsson et al. (1999a), o
acido formico, que ¢é o produto proveniente da degradacdo do furfural e do
hidroximetilfurfural sob temperaturas elevadas, possui um maior potencial inibidor sobre a
atividade fermentativa de Saccharomyces cerevisae que o acido acético e o levulinico.

Com relacdo ao acido acético, este foi apontado como forte inibidor do metabolismo
de xilose em xilitol por Candida guilliermondii FT1 20037, em meio sintético, quando em
concentragdes acima de 3,0 g/L (FELIPE et al., 1995). Sua agdo inibitdria tem sido atribuida a
sua forma ndo dissociada, que depende do pH do meio. Sua toxicidade ¢ aumentada em
valores de pH inferiores ao seu pKa (4,75), pois neste caso a maioria das moléculas se
encontram na sua forma nao dissociada, podendo desta forma passar mais facilmente através
da membrana citoplasmatica. Ao entrar na célula e encontrar um pH interno de 7,4, este acido
se dissocia no plasma celular liberando proton H', o pH intracelular vai se acidificando e
inibindo a atividade da célula que pode chegar até a morte (LOHMEIER-VOGEL; SOPHER;
LEE, 1998). O efeito do acido acético sobre a bioconversdao de xilose em xilitol por C.
guilliermondii FT1 20037, em hidrolisado de bagago de cana, foi avaliado por Silva (2001).
Segundo o autor, o efeito inibitdorio do acido acético ndo depende s6 da sua concentragdo, mas
também da fase de crescimento da levedura, uma vez que, o maior efeito inibitério deste acido
ocorreu quando as células foram expostas a 5,0 g/l do acido ap6s 12 horas de cultivo, o que
corresponde a fase de méaxima atividade metabolica da levedura. Lima et al. (2004) avaliou o
efeito do acido acético, presente no hidrolisado de bagago de cana, nas atividades das enzimas

xilose redutase e xilitol desidrogenase em C. guilliermondii FT1 20037, e concluiram que este
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acido nao interfere na produgdo de xilitol desde que o aumento na atividade da enzima xilose
redutase seja proporcional a atividade da enzima xilitol desidrogenase.

Segundo Clark e Mackie (1984), citados por Paraj6o, Dominguez ¢ Dominguez
(1998b), dentre os inibidores do metabolismo da xilose, os produtos da decomposicido da
lignina sdo mais toxicos que o furfural e o hidroximetilfurfural. Rodrigues et al. (2001),
estudando a remog¢ao dos compostos inibitorios presentes no hidrolisado hemicelulésico de
bagacgo de cana, identificaram alguns destes compostos fendlicos, tais como: acido p-hidroxi-
benzoico, acido vanilico, acido siringico, vanilina, siringaldeido, acido p-cumarilico e acido
ferulico. Paraj6, Dominguez e Dominguez (1998b) constataram que estes compostos
presentes no meio de cultivo, mesmo em concentragcdes menores que 0,1 g/L, possuem uma
elevada potencialidade inibitoria. Segundo Palmqvist e Hahn-Hégerdal (2000), o mecanismo
envolvido na toxicidade dos compostos fenodlicos com as células esta relacionado a perda da
integridade da membrana celular, interferindo na sua capacidade de atuar como barreira

seletiva, o que reduz o crescimento celular e a assimilagdo de agtcares.

2.7 METODOS DE DESTOXIFICACAO DO HIDROLISADO

Existe uma variedade de métodos para minimizar o efeito inibitdrio dos compostos
sobre a atividade microbiana. Entre eles, a adsor¢do por carviao ativo (GINORIS, 2001;
MARTON, 2002) ou por terra diatomacea (RIBEIRO et al, 2001; CARVALHO, 2005),
retencdo em resinas de troca idnica (CANILHA; ALMEIDA E SILVA; SOLENZAL, 2004;
CARVALHEIRO et al., 2005), ajuste do pH do hidrolisado com a adi¢do de acidos e bases
(ALVES et al., 1998; MARTINEZ et al., 2001) e a utilizacdo de células adaptadas ao
hidrolisado (FELIPE et al., 1996; MATOS, 2004). Porém, algumas dessas técnicas sdo caras,
sendo que dependendo do tipo do hidrolisado, seu uso pode se tornar economicamente

inviavel. Além disso, devido a presenga nos hidrolisados de compostos inibitérios com
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diferentes propriedades fisico-quimicas, a maioria desses tratamentos, quando usados
separadamente, ndo ¢ eficaz para remover ou reduzir as concentracoes de todos esses
compostos a niveis que permitam o desenvolvimento do processo de bioconversao

(GINORIS, 2001).
2.7.1 Carvdo ativo

O tratamento com carvao ativo constitui um dos métodos mais econdmicos para a
reducdo de compostos inibitdrios presentes no hidrolisado (GINORIS, 2001). Este tratamento
baseia-se na capacidade deste material poroso de origem natural, de adsorver sobre sua
superficie diferentes tipos de moléculas, as quais sdo retidas por forgas fracas denominadas de
Van Der Waals. Estas for¢as sdo resultantes de uma atra¢ao intermolecular de tal modo que
seu potencial ¢, basicamente, uma fun¢do da area superficial do material. Dentre os varios
materiais comumente usados em processos de adsor¢do fisica, o carvdo ativo apresenta a
maior 4rea superficial, podendo variar entre 600 e 1600 m*/g, dependendo da matéria-prima
empregada para sua fabricagdo (CONSIDINE, 1974). Marton (2002) verificou uma redugao
das concentracdes de acido acético e de compostos aromaticos em hidrolisado de bagago de
cana-de-agucar, obtendo uma maior produtividade e um maior fator de conversdo em xilitol

utilizando hidrolisado tratado com carvao ativo que o hidrolisado no tratado.
2.7.2  Alteragdo do pH

O tratamento baseado na alteracdo do pH com 4lcalis e acidos consiste da elevacdo do
pH inicial do hidrolisado com uso de um 4lcali seguido da redugdo deste pela adicdo de um
acido, até o pH o6timo de fermentagdo. O resultado da destoxificagdo depende da temperatura,
do hidréxido usado, e de quando e quanto de sulfito é adicionado (OLSSON; HAHN-
HAGERDAL, 1996). Este tratamento tem sido proposto como um método para a

destoxificacdo dos hidrolisados devido a sua eficiéncia para remover compostos inibitorios.



24

Porém tem um marcado efeito benéfico devido a precipitagdo de compostos aromaticos de
baixa massa molar e a conversdo de furfural em alcool furfurilico (Strickland e Beck (1984),
citados por ROBERTO et al., 1991). No entanto, este tratamento pode provocar degradagao

parcial dos acucares (AMARTEY; JEFRIES, 1996).
2.7.3 Resinas de troca ionica

O tratamento de hidrolisados hemiceluldsicos com resinas de troca idnica remove
eficientemente ndo sé a cor, mas também inibidores do processo fermentativo, tais como
compostos fenolicos, acidos organicos e inorganicos, compostos furdnicos e metais, além de
ndo acarretar perda de xilose dos hidrolisados hemicelulésicos (NAPOLES et al., 1998).

As resinas de troca idnica sdo compostos macromoleculares constituidos por um
esqueleto tridimensional ao qual se fixam os grupos ativos. Estas permitem a troca de ions
ndo desejaveis da solugdo a ser purificada por aqueles que se encontram saturando os grupos
funcionais da resina. Este processo de equilibrio pode ser representado da seguinte forma:
RA+B—>RB+A (Eq.1)
Em que RA e RB representam as resinas na forma A e B, respectivamente, ¢ A ¢ B
representam os ions trocados.

As reagdes de troca i0nica sdo estequiométricas, reversiveis e possiveis com qualquer
composto ionizavel. A natureza reversivel da reacdo permite o repetido uso das resinas desde
que estas ndo sofram mudangas substanciais da sua estrutura. A velocidade da reacdo depende
da seletividade da resina (DECHOW, 1989).

Como caracteristicas principais das resinas encontram-se: insolubilidade em agua, em
solventes orgénicos e inorginicos mais comuns; possuem uma estrutura hidréfila; capacidade
efetiva e controlada de troca idnica; rdpida velocidade de troca e estabilidade fisica em termos

de resisténcia mecanica e resisténcia a friccao (HARLAND, 1994).
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As resinas sdo classificadas como trocadoras de cations ou trocadoras de anions,
dependendo dos grupos trocadores que estdo ligados a matriz. Os trocadores anidnicos
apresentam grupamentos idnicos positivos ligados a matriz, e tém, portanto, afinidade pelos
anions presentes na solu¢do. Ao contrario, os trocadores catidnicos t€m grupamentos
negativos ¢ afinidade por cations da solugdo. Os grupamentos anidnicos mais comuns sao
derivados de aminas como trimetilamina, dimetiletanolamina, amina quartenaria € amoénia. Os
grupamentos catidnicos podem ser radicais carboximetil, fosfato, sulfoetil e sulfopropil
(GURGEL, 1993; APPLEXION, 2006).

Além da classificacdo por trocadores de ions, as resinas também sdo classificadas
segundo seus grupos funcionais: catidnica acido forte, cationica acido fraco, anidnica base
forte e anidnica base fraca, conforme apresentado na Tabela 3. A defini¢do de fraca ou forte
ndo depende da resina mas da natureza do ion fixado na matriz polimérica. As resinas sao
comercializadas na forma idnica que também se mostra na Tabela 3 (HARLAND, 1994;

APPLEXION, 2006).

Tabela 3 Classificagdo das resinas de troca i6nica em fungdo do grupo funcional e da forga i6nica.

Classificacdo Grupo funcional Forma ibnica
Catiénica acida forte -SO5 -SO;H", -SO;Na"
Catidnica 4cida fraco -COO -COOH"

Anidnica base forte Tipo 1 -CH,-N"* (CH3); -CH, -N* (CH;); CI'
Anidnica base forte Tipo 2 -CH,-N" (CH;),(CH,),0H -CH, -N" (CH3),(CH,),OHCI
Anibnica base fraca -CH,-N" (CH;), -CH,-N" (CH;),

-CHy-N* (CH;),CI

A capacidade de troca méxima das resinas ¢ um parametro importante no processo de
troca i0nica e varia segundo as caracteristicas das resinas, como o tamanho dos poros ¢ da
area superficial, e com as caracteristicas das solugdes a serem tratadas, devido a sua densidade

e viscosidade. Esta capacidade também pode ser influenciada pelos canais preferenciais que
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podem ser formados no leito das resinas, pelo fluxo de trabalho e pela eficiéncia da
regeneragio (NAPOLES et al., 1998).

Em estudos realizados por Néapoles et al. (1998) foi possivel constatar uma redugdo de
acido acético (em 15,2%) e fendis totais (em 54,7%), presentes no hidrolisado de bagago de
cana-de-agucar, quando foi utilizado carvao ativo no tratamento deste hidrolisado. Por outro
lado, quando o hidrolisado foi tratado com resinas de troca idnica, estes autores observaram
uma maior reducdo destes inibidores (92,5% e 98,9%, respectivamente) além de constatarem
aumentos na conversdo de xilose em xilitol (de 36,5%) e na produtividade em xilitol (de
85,6%) em relacdo ao tratamento com carvao ativo.

Larsson et al. (1999b), comparando quatro diferentes métodos de destoxificagdo do
hidrolisado de madeira (mudanga de pH com NaOH ou Ca(OH),, evaporacdo, resinas
anidnicas ¢ o uso de microrganismos), observaram que as resinas anidnicas apresentaram
maiores remogdes quanto aos fenois totais (91%), acido acético (96%), furfural (73%) e
hidroximetilfurfural (70%).

Estudos realizados por Nilvebrant et al. (2001), usando resina de troca anidnica forte
em ciclo OH’, mostraram uma reducdo de 91% dos acidos alifaticos (acido formico, acético,
latico, oxalico e levulinico) em pH 5,5, sendo esta remog¢ao muito eficiente neste pH devido a
maioria destes acidos encontraram-se na forma ionizada.

Com o objetivo de minimizar os compostos inibitorios presentes no hidrolisado de
bagagco de cana-de-acucar, Vinals (2001) estudou o tratamento do hidrolisado utilizando
carvao ativo ou resinas de troca idnica em diferentes combinagdes. Este autor observou que os
melhores resultados foram obtidos ao destoxificar o hidrolisado com a seguinte seqiiéncia de
resinas: A-860S, A-500, C-155S, A-39RAD, sendo possivel a remocao de 100% de furfural,
hidroximetilfurfural e acido acético, 98,19% de fendis totais e 99,08% da cor do hidrolisado.

Outro fato observado foi que o hidrolisado destoxificado por qualquer uma das seqiiéncias das
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resinas de troca i0nica estudadas, apresentou valores de remogao de inibidores superiores ao
hidrolisado tratado com carvao ativo.

A destoxificagdo do hidrolisado de “corn stover”, utilizando-se resinas de troca idnica
(A-103S, A-860S, A-500P, C-155S, CS-11GC, CS-13GC e CS-14GC), foi estudada por
Mancilha e Karim (2003). As resinas foram estudadas uma a uma, separadamente. Estes
autores observaram uma recupera¢ao de aproximadamente 97% da xilose presente no
hidrolisado utilizando-se as resinas anidnicas A-860S ¢ A-500P. A maior redugdo da
coloracdo foi observada com as resinas anionicas A-103S (95%) e A-500P (74%) e catidnica
C-155S (83%). Em relagdo aos inibidores, foi possivel remover entre 53 ¢ 99% de furfural,
entre 37 ¢ 100% de hidroximetilfurfural ¢ 100% de acido acético, onde a maior remog¢ao de
furfural foi observada nas resinas anionicas (A-103S, A-860S e A-500P) e a maior remogao
de hidroximetilfurfural e acido acético em apenas uma das anionicas (A-103S).

Estudos realizados por Carvalho et al. (2004a) mostraram que a seqiiéncia de resinas
A-103S, A-860S, Applexion catidnica e Applexion anidnica, promoveu remocdes dos
inibidores furfural (82,1%), hidroximetilfurfural (66,5%) e lignina soluvel (61,9%), além de
também remover metais como cromo (100%), zinco (46,1%), ferro (28,5%), sédio (14,7%) e
niquel (3,5%), presentes no hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar. Porém, estes autores
ndo verificaram remoc¢ao de acido acético utilizando esta seqii€ncia de resinas.

Canilha, Almeida e Silva e Solenzal (2004), utilizando hidrolisado hemiceluldsico de
eucalipto, também estudaram o tratamento do hidrolisado obtido, usando carvao ativo ou
resinas de troca idnica seqiienciais (MN-150, A-860S, Applexion catidnica e anidnica). Estes
autores verificaram perdas de 14% de xilose para o hidrolisado tratado com carvao ativo e um
aumento nos parametros fermentativos nos hidrolisados tratados com resinas de troca ionica,
quando estes foram fermentados com a levedura C. guilliermondii FTI 20037. Para o

hidrolisado tratado com carvao ativo obteve-se um fator de conversao de xilose em xilitol de
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0,66 g/g e uma produtividade de 0,50 g/L.h, enquanto que para o hidrolisado tratado com
resinas, obteve-se 0,76 g/g e 0,68 g/L.h, respectivamente.

Martinez (2005) clarificou um meio obtido por fermentagao de hidrolisado de bagaco
de cana-de-agucar por C. guilliermondii FTI 20037. Este autor utilizou as resinas de troca
ionica A-505 e C-505 e observou diminui¢des tanto na concentracdao de arabinose quanto na
coloracdo do caldo fermentado. Também foi possivel observar perdas em xilitol apds esta
etapa de purificagdo. Ressalta-se que o processo de purificagdo de licores, como o caldo
fermentado, ¢ abordado na literatura superficialmente, ndo havendo muitos detalhes técnicos

disponiveis, seja a partir de solugdes de xilitol pura ou em sistemas complexos.

2.8 PROCESSO DE CRISTALIZACAO

2.8.1 Cristalizacdo

A cristalizagdo ¢ um dos métodos de finalizagdo de produtos mais utilizado em
industrias quimicas e farmacéuticas. Em muitos casos, ¢ utilizada como uma forma vantajosa
de separagdo de espécies quimicas de uma mistura de substancias representada por matérias-
primas ou subprodutos de reagdes (GIULIETTI et al., 2001; NYVLT; HOSTOMSKY;
GIULIETTI, 2001). A complexidade da cristalizacdo consiste no surgimento e no crescimento
de particulas solidas no meio, provocados por uma instabilidade na solug¢do, que pode ser
devida a variagdes nas propriedades fisicas da solucdo, tais como concentragdo e temperatura
(DERENZO, 1994; BECKETT et al., 2003). Segundo Derenzo (1994), essas variagdes podem
gerar particulas de diversos tamanhos e formas durante a cristalizacdo, exigindo um
tratamento complexo dos dados experimentais.

A cristalizagdo provavelmente ¢ a tecnologia de separagdo mais comum, com

aplicagdes em todos os ramos da industria quimica, como petroquimica (mondmeros),
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quimica fina (pigmentos), alimentos (agucar, sucos e adogantes), farmacos (antibioticos,
enzimas), agricultura (fertilizantes), entre outros (IPT, 2004).

Como todo método, a cristalizacdo tem as suas vantagens e desvantagens. Como
vantagens destacam-se: processo altamente seletivo, baixo consumo energético, condigdes
amenas de trabalho, dispensa uma fase auxiliar, obtengdo de produto sélido. Processo lento,
manuseio de suspensdes, controle dificil do processo, conhecimento fundamental e processo
especifico para cada produto sdo apresentadas como as desvantagens da cristalizagdo (IPT,
2004).

A predominancia da cristalizagdo como método de purificagdo seria devido: 1) aos
cristais obtidos serem de pureza excepcional, 2) a produgdo de cristais uniformes facilitar os
préoximos passos da producgdo (filtragdo e secagem), 3) o processo melhorar a aparéncia do
produto, aspecto importante para a aceitacdo pelo consumidor (BELTER; CUSSLER; HU,
1988).

Os tipos de cristalizadores podem ser classificados de acordo com as condigdes
hidrodinamicas no equipamento. Tém-se cristalizadores ndo agitados e agitados (com
classificagdo de produto e com circulagdo externa ou interna). Os tipos basicos de
cristalizadores incluem aqueles com resfriamento direto por ar ou por liquidos imisciveis, com
resfriamento indireto ou com vacuo, de evaporacdo por solvente, de leito fluidizado,
secadores de nebulizagdo (“spray dryers”), com reacdo quimica, a partir do estado fundido e
cristalizagdo fracionada (NYVLT; HOSTOMSKY; GIULIETTI, 2001; van ROSMALEN et
al., 2004). A escolha do tipo de cristalizador depende do material a ser cristalizado e do
solvente utilizado, do método de cristalizacdo, das especificagdes do produto e, sobretudo, da
distribuicdo de tamanho dos cristais. Outro fator que deve ser levado em consideragdo ¢ se o
processo vai ser conduzido em forma descontinua, semicontinua ou continua (dependente da

quantidade de material a ser produzido) (van ROSMALEN et al., 2004).
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Quando se estuda o equilibrio de fases de um sistema sélido-liquido, geralmente
consideram-se dois estados da solugdo: a saturada e a insaturada. Porém, é um outro estado da
solugdo que permite a cristalizagdo, a supersaturacdo. Uma solugdo supersaturada ¢ aquela
que contém um teor de soluto acima do equilibrio, nas mesmas condi¢des de temperatura e
concentracdo dos outros componentes (NYVLT et al., 1985; BELTER; CUSSLER; HU,
1988). A supersaturagdo pode ser criada por resfriamento, evaporagdo, anti-solvente ou por
precipitagio (NYVLT; HOSTOMSKY; GIULIETTI, 2001; GIULIETTI et al., 2001; van
ROSMALEN et al., 2004). Estes diferentes comportamentos da curva de solubilidade estao

apresentados na Figura 5.

_ AT resfriamento
concentracio 5<0,01

A

AT he EVap oragac
A 0=0,01

T anti-solvente
A
o<1

temperatura T

Figura 5 Curvas tipicas de solubilidade (van ROSMALEN et al., 2004).

Pela supersaturacao relativa sabe-se qual destes métodos sera o mais adequado a ser
utilizado na cristalizacdo. A supersaturacdo relativa (o) pode ser descrita pela seguinte

formula:

:A*Czc_f —5—1 (Eq.2)

C C

O
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Em que AC ¢ a supersaturagdo do sistema em estudo (kg de soluto por kg de solvente), ¢ ¢ a
concentragdo da solucdo supersaturada (kg de soluto por kg de solvente), c* ¢ a concentragao
de equilibrio (kg de soluto por kg de solvente) e S ¢ a supersaturacao.

Uma curva de solubilidade ingreme que apresente ¢ < 0,01, indica que o resfriamento
¢ o método mais apropriado, gerando cristais grandes e com ocorréncia de nucleagdo
secundaria. Este método ¢ o mais aplicado para compostos facilmente soluveis podendo ser
por resfriamento indireto, direto ou por vacuo. Uma curva de solubilidade achatada com ¢ <
0,01, indica que o método a ser utilizado ¢ a evaporagdo, também gerando cristais grandes e
com ocorréncia de nucleacdo secundaria. Se a curva for achatada ou ingreme, mas com ¢ < 1,
indica que o método de cristalizagdo a ser utilizado ¢ o anti-solvente, com a formagdo de
cristais de tamanho médio e com ocorréncia de nucleagdo primaria ou secundaria. Se a curva
for achatada ou ingreme, mas com ¢ >> 1, a precipitagdo ¢ o método a ser utilizado, gerando
cristais pequenos e com ocorréncia de nucleacdo primaria (van ROSMALEN et al., 2004).

Conforme descrito anteriormente, a nucleagdo e o crescimento dos cristais, que juntos
com fendmenos secundarios vao gerar a distribui¢do granulométrica dos cristais, estdo
relacionados com os métodos de cristalizagdo (DERENZO, 2003; YU et al.,, 2004). A
formag¢do de nucleos e seu posterior crescimento em cristais ocorrem somente quando a
supersaturagdo ¢ criada, atuando como for¢a motriz para a cristalizacdo. A nucleacdo pode ser
induzida por agita¢do, choque mecanico, friccdo ou pressdes externas, porém € necessaria a
presenca de corpos solidos (embrides ou nucleos) na solugdo, atuando como centros de
cristalizacdo (MULLIN, 2001). A formacao de nucleos cristalinos pode ser considerada como
0 processo que determina o tamanho do cristal produzido e assim também desempenha um
papel substancial na determinac¢do de vérias de suas propriedades fisicas e sua pureza (YU et
al., 2004). Os mecanismos de nucleacdo podem ser classificados em nuclea¢do primaria,

homogénea ou heterogénea e nucleacdo secundaria, originada por cristais, por camada
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intermediaria ou por colisao (MULLIN, 2001; NYVLT; HOSTOMSKY; GIULIETTIL, 2001;
van ROSMALEN et al., 2004).

A nucleagdo primaria ocorre na auséncia de particulas solidas da substancia a ser
cristalizada e se a solucdo for absolutamente pura, 0 mecanismo ¢ de nucleagdo homogénea.
Na presenca de substancias solidas estranhas ao meio (p6, coldides e paredes do cristalizador),
a nucleagdo ocorre de forma heterogénea (NYVLT; HOSTOMSKY; GIULIETTI, 2001). A
nucleagdo secundaria é dependente da presencga de cristais da substancia a ser cristalizada, em
solugodes supersaturadas. Entre os mecanismos de nuclea¢do secundaria, dois sdo de particular
importancia na cristalizacdo industrial: o0 mecanismo de camadas de superficie, no qual os
nucleos sdo formados na camada liquida adjacente a superficie do cristal e 0 mecanismo de
contato (por colisdo), predominante em solu¢des concentradas, no qual novos cristais sdo
formados por colisdes dos cristais ja existentes com a superficie solida do cristalizador
(paredes, agitador) ou pelas colisdes entre os proprios cristais (NYVLT; HOSTOMSKY;
GIULIETTI, 2001).

Uma vez nucleados, seja por nuclea¢do primaria ou secunddaria, os cristais comecam a
crescer pela incorporacdo do soluto na sua estrutura. O mecanismo em geral, leva ao
crescimento das faces do cristal em diferentes velocidades e podem sofrer da mesma maneira
da nucleagdo, efeitos de impurezas e aditivos presentes na solugdo (DERENZO, 1994; van
ROSMALEN et al., 2004). Segundo Nyvlt, Hostomsky e Giulietti (2001), ¢ praticamente
impossivel assegurar idénticas condi¢des de crescimento para os cristais no volume inteiro do
cristalizador, pois ha novos cristais se formando durante todo o processo de cristalizagdo,
resultando um produto que possuira tamanhos diferentes de cristais.

A andlise granulométrica em peneiras ¢ o método mais utilizado na pratica da
cristalizagdo para determinar a distribuicdo de tamanhos de cristais (DTC). O tamanho

caracteristico do cristal ¢ dado pela abertura da peneira através da qual a particula pode
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passar. O peneiramento pode ser efetuado manualmente ou por equipamentos mecanicos que
fornecem resultados mais reproduziveis a uma série de medidas (NYVLT; HOSTOMSKY;
GIULIETTT, 2001).

A modelagem matematica desenvolvida por Nyvlt et al. (1985) baseia-se nas equagdes
cinéticas para distribui¢do granulométrica (M(L)), velocidades especificas de crescimento (G)
e de nucleagdo (dN/dT). Cabe ressaltar que o modelo matematico ja estd bem documentado na
literatura (DERENZO, 1994; NYVLT; HOSTOMSKY; GIULIETTI, 2001) e que nesta
revisdo apenas serdo apresentadas formulas que por ventura poderiam ser utilizadas no
presente trabalho. A distribui¢do granulométrica dos cristais (M(L)) ¢ considerada uma
distribuicdo massica acumulada (M) até o tamanho correspondente ao da abertura da peneira

(L), conforme as equagdes 3 a 6:

2 3

100(1+z+-+7)

2 6
M(L)= exp(—(z—z,)) (Eq.3)
f(Zn)
Onde:
L—L
Lol L @)
3L, Gt,
zZ 2 z 3
=l+z +— +—— Eq.5
f(z,) Lt (Eq.5)
L
z =—1= Eq.6
731, (Eq.6)

Em que z ¢ o tamanho adimensional do cristal, Lp ¢ o tamanho dominante dos cristais (mm),
L, ¢ o tamanho minimo dos cristais na distribuicdo (mm), G ¢ a velocidade especifica de
crescimento (m/s).

A velocidade especifica de crescimento (G) estd expressa na equacao 7:
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L
G =L (Eq.7)

Em que, Lp ¢ o tamanho dominante dos cristais (mm) e z¢ € o tempo de cristalizagdo (min).

A velocidade especifica de nucleacdo (dN/dT) esta expressa na equagao 8:

(Eq.8)

dN _ 27 MG
drT | 2ao (L, —L,)"

Em que, M. ¢ a massa cristalizada da substancia (kg/m’), a é o fator volumétrico do cristal, o
¢ a densidade da substancia (kg/m’) ¢ Lp = (L — Ly) ¢ o tamanho dominante dos cristais
(mm).

A partir da equagdo 8, pode-se estimar os valores de ¢, g/n e By aplicando-se logaritmo
nos dois lados da equagdo e realizando uma regressdo multilinear em uma série de dados

experimentais (DERENZO, 2003):

Yzlogj—];=(logk1v /kg"/g)+clong +%logG=A+clogmc +%logG (Eq.9)

45 "
‘(—expu)apc] (a1

Em que Ky € a constante cinética de nucleacdo; k, € a constante cinética de crescimento; ¢ € o

g/n nlg g/n

45"k 4,5k

B = £ g
g/n
(apckN) akaN

expoente da concentragdo massica dos cristais na cinética de nucleacdo; g ¢ o expoente da
supersaturagdo na cinética de crescimento; n € o expoente da supersaturagdo na nucleagdo; By
r . r JOoR) P . 1. 3
¢ a constante do sistema; a € o fator de forma volumétrico e p ¢ a densidade do solido (kg/m”).

Assim, segundo Derenzo (2003), podem-se obter os valores dos parametros cinéticos

sem que o perfil da supersaturacdo tenha sido monitorado ao longo do ensaio.
2.8.2 Cristalizacdo do xilitol

Os trabalhos descritos na literatura, com relagdo a producdo de xilitol, enfatizam

principalmente aspectos relacionados com o tratamento de hidrolisados a serem utilizados
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como fonte de carbono, com a suplementagdo destes hidrolisados, com a reducdo de xilose a
xilitol empregando-se catalisadores quimicos e com os aspectos metabolicos da bioconversao,
existindo poucas informagdes em relacdo a recuperagdo do produto. Estes estudos poderiam
ser baseados em parte nos métodos gerais aplicados a agucares diversos, devido a similaridade
estrutural e fisico-quimica entre estes compostos. No entanto, caracteristicas especificas do
sistema, tais como alta viscosidade, reologia complexa, instabilidade a altas temperaturas,
semelhancas fisico-quimicas entre produtos e contaminantes, tais como pequenas diferencas
de densidade, fazem da purificacdo de agucares uma das etapas mais dificeis na produgao de
substancias puras (WEATHERLEY, 1994).

Em geral, a cristaliza¢do de agucares ¢ bastante complexa, com muitas dificuldades no
controle do tamanho e da forma dos cristais gerados. Normalmente, a solugdo a ser
cristalizada deve conter por volta de 60% do total de actcares e 40% de agua. Os agucares
mais utilizados por industrias no processo de cristalizagdo sdo tipicamente: sacarose, glicose,
frutose, trealose, lactose, sorbitol, manitol, eritritol, ou combinagdes entre estes (BECKETT et
al., 2003).

A cristalizagdo de xilitol a partir de solugdo aquosa tem sido estudada por alguns
pesquisadores (HEIKKILA et al., 1992; GURGEL et al., 1995; De FAVERI et al., 2002;
MARTINEZ et al., 2005; HAO et al., 2006), mas ndo ha informagdes suficientes para se
desenvolverem processos industriais. Segundo De FAVERI et al. (2002), a recuperagdo do
xilitol ¢ a etapa mais dificil do que o processo de fermentacdo em si, devido a baixa
concentragdo do produto produzido apos a fermentacdo e a composicao complexa do caldo
fermentado obtido.

Wolfrom e Kohn (1942) observaram a formacgao de cristais de xilitol obtidos a partir
da hidrogenacdo da xilose de alta pureza, mantendo a solugdo de xilitol em baixas

temperaturas durante algumas semanas. Os cristais foram caracterizados como anidros,
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higroscopicos e com ponto de fusdo igual a 61 °C, o que ¢ significativamente menor que o
ponto de fusdo de xilitol puro, de 93,5 °C (LIDE; MILNE, 1996).

Vyglazov e Khol’kin (1984) estudaram a influéncia da temperatura e da composicao
da mistura de solvente dgua-etanol na solubilidade do xilitol. Ao diminuirem a temperatura de
60 para 5 °C, observaram que a solubilidade do xilitol em 4gua pura diminuiu de 85 para
50 g/100 g de solucdo, em mistura com 90% de etanol. Estes autores também puderam
observar que ao aumentarem a concentragdo de etanol até¢ 95,3% na solugdo, a solubilidade do
xilitol foi menor, diminuindo seus valores de 18 até proximo de 0 g/g com a mesma
diminui¢do na temperatura. Portanto, a solubilidade do xilitol puro depende
significativamente da temperatura ¢ da composi¢ao da mistura de solvente utilizado.

A cristalizagdo do xilitol a partir de meio de fermentacdo oriundo de materiais
lignoceluldsicos foi desenvolvida por Heikkild et al. (1992). Estes autores utilizaram a
separagdo cromatografica para obter uma solucao com 82,5% de xilitol. A solugdo foi entdo
evaporada a 65 °C até obterem uma solugdo com 92% de xilitol. Apds a evaporagdo, a
solugdo foi semeada com cristais de xilitol, diminuindo-se a temperatura até¢ 45 °C, em 55 h.
Todo o processo foi realizado em um cristalizador vertical equipado com misturador. A
separacdo dos cristais (com pureza de 99,4% e 0,37 mm de tamanho médio) foi realizada por
centrifugacdo, utilizando-se agua na lavagem.

Gurgel et al. (1995), a partir do caldo fermentado de hidrolisado hemiceluldsico de
bagago de cana (anteriormente filtrado, concentrado e tratado), estudaram a formagdo de
cristais de xilitol a -15 °C, durante uma semana, empregando como semente uma solugao de
1 g/L de xilitol (grau comercial). Os cristais formados apresentaram forma de agulha e cor
uniforme. Entretanto, quando ndo se adicionou semente durante um periodo de cinco semanas
na mesma temperatura, ndo houve formacao visivel de cristais. Os cristais de xilitol, na sua

forma estavel, sdo rombicos, enquanto que na sua forma metaestavel sio monoclinicos (Weast
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e Astle (1980), citados por GURGEL et al. (1995)). Kim e Jeffrey (1969), citados por Gurgel
et al. (1995), observaram a formagdo de cristais de xilitol em duas morfologias diferentes da
forma ortorrombica, uma na forma de agulhas alongadas e a outra na forma de prismas bem
desenvolvidos.

De Faveri et al. (2002) estudaram a recuperagao de xilitol por cristaliza¢do a partir de
solugdes sintéticas simulando a composi¢cdo do hidrolisado hemicelulésico de madeira
fermentado por Debaryomyces hansenii, contendo xilose (93-223 g/L) e xilitol (270-730 g/L).
Os experimentos foram realizados em tubos de vidro de 25 mL submergidos em um banho de
etilenoglicol, sendo agitados suavemente, variando-se a temperatura de resfriamento. Foi
adicionado 1,0 g/L de sementes de xilitol comercial para favorecer a nucleacdo dos cristais.
Apos a etapa de cristalizagdo, as solu¢des foram centrifugadas (5000 rpm por 15 minutos) e
filtradas a vacuo (filtros com 0,45 um de diametro) para a separagdo dos cristais formados. Os
melhores valores de rendimento de cristalizagdo (56%) e grau de pureza (1,00) foram obtidos
com solugdes concentradas de xilitol (730 g/L) na temperatura de -5 °C.

Pela metodologia de superficie de resposta, De Faveri et al. (2004) estudaram a
recuperagao de xilitol a partir de solugdes sintéticas, simulando a composi¢do de hidrolisado
de madeira fermentado, variando valores de supersaturacao inicial do xilitol (Xts) e da
temperatura de resfriamento na cristalizagdo (T¢). A metodologia de cristalizagdo utilizada foi
a mesma descrita em De Faveri et al. (2002), onde o licor contendo xilitol foi concentrado,
cristalizado e centrifugado para separacao dos cristais obtidos. O modelo estatistico operando
nas condi¢des Otimas definidas (Xts = 728 g/l e T¢ = -6,0 °C) apresentou valores de
rendimento de cristalizacdo de 54% e grau de pureza de 0,97. Segundo o modelo obtido por
estes autores, também se pode concluir que o rendimento de cristalizagdo pode ser aumentado

com um aumento da supersaturacao de xilitol ou com o decréscimo da temperatura de
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resfriamento. Porém, o decréscimo da temperatura pode provocar uma redugdo da pureza dos
cristais.

Martinez (2005) estudou o processo de cristalizagdo de xilitol obtido por via
fermentativa, tanto por caldo obtido a partir de solug¢do sintética quanto por hidrolisado de
bagago de cana-de-agucar fermentado. A cristalizagdo dos caldos contendo xilitol utilizando
etanol 99,7% como solvente, temperatura de 50 °C e velocidade de resfriamento de
0,5 °C/min, proporcionou cristais com 95 e 85% de pureza, respectivamente. Os produtos
obtidos foram filtrados, lavados com etanol, secos e submetidos a uma recristalizagdo a fim de
aumentar a pureza dos cristais. Nesta segunda etapa de cristalizagdo, os cristais obtidos por
esse autor apresentaram entre 98 e 99%, ¢ 92 e 94% de pureza, a partir de solugdo sintética e
de hidrolisado fermentado, respectivamente.

Hao et al. (2006) avaliaram o efeito de diferentes solventes na cristalizagao de xilitol.
Utilizando um sistema metanol-agua, estes autores puderam determinar a solubilidade e a
cinética de cristalizagdo, observando que: 1) a solubilidade do xilitol aumenta quando a
concentragdo do metanol aumenta, com aumento da temperatura; 2) a solubilidade do xilitol
diminui quando a concentragdo de metanol diminue, em temperatura constante; 4) as
velocidades de crescimento e de nucleagdo do xilitol diminuem quando a concentracdo de

metanol aumenta, em temperatura constante.
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3  OBJETIVOS

Estudar e definir as condi¢des de cultivo da levedura Candida guilliermondii FTI
20037 no hidrolisado hemicelulosico de palha de trigo, de forma a favorecer a
bioconversao de xilose em xilitol;

Estudar a clarificacdo do caldo fermentado com resinas de troca ionica, quanto a
redu¢do da coloracao e a remog¢ao de compostos toxicos;

Estudar a cristalizacdo do xilitol presente no caldo fermentado clarificado.
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 PALHADE TRIGO

A palha de trigo utilizada nos experimentos foi proveniente da estacdo experimental
do Instituto Agrondmico de Campinas localizado no municipio de Tatui, SP. A palha foi
moida e seca ao sol. Foi determinado o seu teor de umidade, e posteriormente, a palha foi

ensacada ¢ armazenada até a realizacdo das hidrolises.

4,2 DETERMINACAO DA COMPOSICAO DA PALHA DE TRIGO

A andlise da palha de trigo foi feita de acordo com a metodologia descrita por
Dunning e Dallas (1949), que se fundamenta na sacarificagdo quantitativa dos polissacarideos
de diferentes matérias-primas vegetais. A palha de trigo foi moida e passada por peneira de
diametro nominal do fio de 0,510 mm e abertura da peneira de 0,841 mm (20 “mesh’). Todo
o material peneirado foi seco em estufa a 60 °C por 30 minutos. Apds a reducdo da umidade
do material até 10%, foi feita a pesagem da palha de trigo moida. Aproximadamente 2 g de
palha foram pesadas e transferidas para um béquer com 10 mL de acido sulfarico 72% (p/p).
A mistura foi agitada continuamente em banho de dgua a 50 °C por 7 minutos. Nessa etapa,
denominada hidrdlise principal, ocorreu o rompimento das fibras de celulose em oligdmeros.

Ao completar o tempo da hidrélise, a reagdo foi interrompida com adi¢do de 275 mL
de agua destilada e o conteudo foi transferido para um frasco Erlenmeyer de 500 mL. A
suspensdo foi autoclavada a 121 °C por 15 minutos. Esta etapa é denominada pés-hidrolise,

onde oligdmeros sdo transformados em mondmeros. Apos resfriamento, a suspensdo foi
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transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 500 mL. O volume foi
completado com agua destilada e, em seguida, homogeneizado e filtrado.

O residuo (ap6s varias lavagens) foi secado em estufa a 105 °C e pesado até massa
constante. A relagdo entre a massa do residuo e a massa inicial da amostra foi utilizada para
determinar a percentagem de lignina presente na palha de trigo. A fracdo liquida obtida foi
analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para determinag¢des das
concentragdes de glicose, xilose e arabinose, utilizadas para o calculo da percentagem de
celulose e hemicelulose na palha de trigo.

Para determinacdo das cinzas, 1 g de palha de trigo foi submetida a um tratamento
térmico em mufla elétrica a 600 °C, durante 4 horas, combustao total da matéria organica. Em

seguida, foi pesada até se obter massa constante (SILVA; QUEIROZ, 2005).

4.3 OBTENCAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE PALHA DE TRIGO

A palha de trigo foi hidrolisada em um reator de aco inox de 350 L de capacidade qtil,
equipado com camisa de 6leo térmico para aquecimento indireto por resisténcia elétrica. A
hidrolise foi realizada nas seguintes condic¢des: solucdo de acido sulftrico a 1,0%, relacdo
solido-liquido de 1,76 kg de palha para cada 20 L de solugdo acida, temperatura de 121 °C e
tempo de 20 minutos. O hidrolisado resultante foi centrifugado e, depois de resfriado, foi

estocado em camara fria para posterior concentrago e tratamento.

4,4 CONCENTRACAO DO HIDROLISADO

O hidrolisado obtido foi concentrado trés, quatro e cinco vezes, em evaporador a
vacuo de 30 L de capacidade util, operando a 70 °C, com a finalidade de aumentar o seu teor

inicial de xilose.
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4.5 DESTOXIFICACAO DO HIDROLISADO

O meio de fermentagdo foi preparado com os hidrolisados concentrados e submetidos
ao seguinte tratamento: elevacdo do pH inicial para 7,0 com 6xido de calcio comercial e
posterior reducdo do pH para 5,5 com acido fosforico comercial (ALVES et al., 1998). Foi
feita, ainda, a adi¢do de carvao ativo (2,5% ou 10%) sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C por 1 h.
Ap6s cada etapa deste tratamento, o hidrolisado foi filtrado em papel de filtro qualitativo para

a remogao do precipitado formado e depois autoclavado a 111 °C por 15 minutos.

4.6 MICRORGANISMO E PREPARO DO INOCULO

Foi utilizada a levedura Candida guilliermondii FT1 20037, da colecao de culturas do
GMBio/DEBIQ/EEL, selecionada por Barbosa et al. (1988). O indculo foi preparado a partir
de células obtidas de uma cultura estoque, mantidas em agar malte a 4 °C. O cultivo da
levedura foi feito inoculando-se as células da cultura recém-repicada (1-2 dias) em meio semi-
sintético contendo solucdes de sulfato de amonio (2,0 g/L), cloreto de célcio (0,1 g/L) e farelo
de arroz (20,0 g/L) com duas diferentes fontes de carbono: ou com glicose (7,0 g/L) e xilose
(30,0 g/L) ou somente com glicose (37,0 g/L). As solugdes de xilose, glicose e farelo de arroz
foram autoclavadas a 111 °C por 15 minutos enquanto que as solugdes de sulfato de amonio e
cloreto de calcio foram esterilizadas a 121 °C por 20 minutos.

As células foram cultivadas em incubadora de movimento circular a 200 rpm, 30 °C
por 24 horas. Em seguida, as células foram recolhidas por centrifugacdo a 2000 x g por 20
minutos, ¢ lavadas com agua esterilizada, para o preparo da suspensdo, que foi utilizada como

in6culo da fermentagao.
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4.7 MEIO E CONDICOES DE FERMENTACAO

Os experimentos foram realizados em frascos agitados ¢ em fermentadores, utilizando-
se como meio o hidrolisado hemicelulésico de palha de trigo suplementado com sulfato de
amonio, cloreto de calcio e farelo de arroz, em propor¢des adequadas ao consumo dos

acucares e a produgdo de xilitol.
4.7.1 Ensaios em frascos agitados

Nessa etapa de fermentacdo foi estudada a influéncia das concentragoes dos nutrientes
(sulfato de amonio, cloreto de cdlcio e farelo de arroz), do fator de concentra¢do do
hidrolisado (concentracao inicial de xilose) e do pH inicial do meio de fermentagdo (variaveis
independentes), bem como os efeitos de possiveis interagcdes entre estas, sobre a concentragao
final de xilitol, a produtividade volumétrica em xilitol e o fator de conversdo de xilose em
xilitol (variaveis dependentes). A analise foi baseada num esquema fatorial fracionario 2> em
face centrada com trés repeticdes do ponto central (BOX; HUNTER; HUNTER, 1978). Os
valores das variaveis independentes estdo apresentados na Tabela 4, onde (-1), (0) e (+1)
significam o menor nivel, o ponto central e o maior nivel, respectivamente. A Tabela 5 ilustra

a matriz experimental do planejamento estudado.

Tabela 4 Niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial fracionario 2°' em face centrada com trés

repeticdes do ponto central.

Fatores Siglas Niveis

-1) ) (+1)
Sulfato de Amonio (g/L) A 1,0 2,0 3,0
Cloreto de Calcio (g/L) B 0 0,5 1,0
Farelo de Arroz (g/L) C 5,0 12,5 20,0
pH D 4,0 5,0 6,0
Fator de concentragdo do hidrolisado E 3,0 4,0 5,0
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Tabela 5 Esquema da matriz de planejamento fatorial fracionario 2> em face centrada com trés repeticdes do

ponto central.

Ensaios A B C D E
01 -1 -1 -1 -1 +1
02 +1 -1 -1 -1 -1
03 -1 +1 -1 -1 -1
04 +1 +1 -1 -1 +1
05 -1 -1 +1 -1 -1
06 +1 -1 +1 -1 +1
07 -1 +1 +1 -1 +1
08 +1 +1 +1 -1 -1
09 -1 -1 -1 +1 -1
10 +1 -1 -1 +1 +1
11 -1 +1 -1 +1 +1
12 +1 +1 -1 +1 -1
13 -1 -1 +1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1
16 +1 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0
20 -1 0 0 0 0
21 +1 0 0 0 0
22 0 -1 0 0 0
23 0 +1 0 0 0
24 0 0 -1 0 0
25 0 0 +1 0 0
26 0 0 0 -1 0
27 0 0 0 +1 0
28 0 0 0 0 -1
29 0 0 0 0 +1

Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de meio
descrio no item 4.7, em incubadora de movimento circular (modelo: G25KC, New
Brunswick) a 200 rpm, 30 °C por 72 horas. A concentragao inicial de células nos frascos foi

de 0,5 g/L.
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4.7.2  Ensaios em fermentadores

Apobs a obtengdo dos resultados dos experimentos em frascos agitados, foi realizado
um ensaio em fermentador de bancada (modelo: Bioflo III, New Brunswick) (Figura 6), com
capacidade total de 2 L, contendo 1,3 L de meio. O fermentador é equipado com eletrodo de
oxigénio dissolvido, termopar e agitador. A concentracdo inicial de células era de 0,5 g/L. A
fermentagdo foi conduzida a 30 °C, sob agitagdo de 300 rpm e pelo tempo necessario para o
consumo de mais de 80% da xilose inicial. O valor de kra (coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio) foi de 15 h' (valor baseado em trabalhos conduzidos por
Rodrigues, 2005). O meio de fermentacdo foi o correspondente & melhor condi¢do definida

em frascos agitados.

Figura 6 Fermentador de bancada de 2 L de capacidade total.

Apds o experimento realizado em fermentador de bancada com capacidade total de

2 L, a producdao de xilitol foi ampliada em fermentador com capacidade total de 16 L
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(modelo: AG Tipo L 1523, Bioengineering) (Figura 7), contendo 12 L de meio, para posterior
clarificagdo do caldo obtido e cristalizagdo do xilitol. O fermentador utilizado nesta etapa ¢
equipado com eletrodo de oxigénio dissolvido, termopar e agitador. A concentragdo inicial de
células foi de 0,5 g/L. ¢ o meio de fermentacdo também foi o da melhor condig¢do definida em
frascos agitados. A fermentagdo foi conduzida a 30 °C, sob agitagdo de 300 rpm por 90 horas
(tempo necessario para que fosse consumida toda a xilose). O valor de kja também foi de
15 h" (RODRIGUES, 2005).

Nas fermentagdes realizadas em fermentadores foi adicionada benzilpenicilina
potassica (Benzecilin 5,000,000 UI, Teuto Brasileiro Ltda.) ao meio de fermentagdo para o
controle de possiveis contaminantes.

O caldo obtido na fermentagdo foi centrifugado a 2000 x g por 20 minutos para

retirada das células de levedura e congelado para posterior concentracao e clarificagdo.

Figura 7 Fermentador de 16 L de capacidade total.



4.8 CLARIFICACAO DO CALDO FERMENTADO

de 125 mL, com as seguintes resinas: resina acrilica de troca anionica fortemente basica tipo
01 (A-860S), resina macroporosa de poliestireno de troca anidnica fortemente basica tipo 01
(A-500PS) e resina macroporosa de troca catidnica fortemente acida (C-150). Estas resinas

sdo recomendadas pelo proprio fabricante (PUROLITE) para a purificagdo de solugdes de

Os testes de clarificagdo do caldo fermentado foram realizados em frascos Erlenmeyer

agucares.

avaliar diferentes solucdes regenerantes para as resinas e a quantidade de caldo fermentado

misturado a resina. Os regenerantes e a propor¢do entre a resina € o caldo para cada ensaio

Primeiramente, foram realizados oito ensaios com as trés resinas em série, a fim de

estdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 Regenerantes e proporgdo entre resina e o caldo fermentado utilizados na etapa de clarificagéo.

Ensaios Resinas Regenerantes Proporgéo
Aniénicas Catibnicas Resina + caldo
01 A-860S, A-500PS e C-150 NaCl 10% NaCl 5% 1+1
02 A-860S, A-500PS e C-150 NaCl 10% NaCl 5% 1+2
03 A-860S, A-500PS e C-150 NaCl 10% NaCl 5% 1+3
04 A-860S, A-500PS e C-150 NaCl 10% NaCl 5% 1+4
05 A-860S, A-500PS e C-150 NaOH 10% HCI 5% 1+1
06 A-860S, A-500PS e C-150 NaOH 10% HCI 5% 1+2
07 A-860S, A-500PS e C-150 NaOH 10% HCI 5% 1+3
08 A-860S, A-500PS e C-150 NaOH 10% HCI 5% 1+4

cationicas foram solucgdes salinas de NaCl a 10% e 5%, respectivamente), portanto as resinas

A e - . A e + .
anionicas se apresentavam na forma CI e as resinas catidonicas na forma Na'. Nos ensaios de

Nos ensaios de 01 a 04, os regenerantes utilizados para as resinas anidnicas e
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05 a 08, os regenerantes utilizados para as resinas anioOnicas e cationicas foram solucdes
alcalinas e acidas, de NaOH a 10% e HCIl a 5%, respectivamente), portanto as resinas
anionicas se apresentavam na forma OH’ e as resinas catidnicas na forma H'. Além disso, nos
ensaios de 01 a 04, a quantidade de caldo misturado a resina aumentou a cada ensaio. O
mesmo ocorre nos ensaios de 05 a 08.

Na segunda etapa, os quatro melhores ensaios da etapa anterior, quanto as maiores
reducdes da coloracdo, remogdes de inibidores € menores perdas em xilitol (ensaios 01, 02, 05
e 06), foram novamente realizados, acrescentando a andlise da composicdo do caldo
fermentado ao final de cada uma das trés resinas testadas em cada ensaio.

Na terceira etapa, os dois melhores ensaios da etapa anterior, quanto as maiores
reducdes da coloragdo, remogdes de inibidores e menores perdas em xilitol (ensaios 02 e 06),
foram novamente realizados, acrescentando a analise da composi¢ao do caldo fermentado ao
final de apenas duas resinas testadas em cada ensaio.

Ap6s a realizagdo das trés etapas, a melhor clarificagdo foi obtida (ensaio 06 com duas
resinas anidnicas). O processo de troca ionica foi entdo realizado em frascos Erlenmeyer de
2000 mL, nas mesmas proporcdes selecionadas anteriormente.

O ciclo de operacdo das resinas de clarificagdo foi dividido em cinco fases: 1) As
resinas foram mantidas em agua desionizada por 24 horas; 2) Apods, foi feita a regeneracao
das resinas com os regenerantes e propor¢des indicados na Tabela 6. Em seguida, as resinas
foram lavadas com dgua desionizada a fim de eliminar o regenerante residual. O contato entre
as resinas e os regenerantes ¢ a lavagem com agua desionizada foram realizados em frascos
sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C por 90 minutos; 3) A terceira fase da clarificagdo
correspondeu a saturacdo da resina com o xilitol. O volume de solu¢do de xilitol utilizado foi
aproximadamente igual a metade do volume de resina utilizada. A saturacdo também foi

realizada em frascos sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C por 60 minutos; 4) Apds a saturagdo, o
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caldo permaneceu em contato com as resinas por 60 minutos, agitagao de 200 rpm a 30 °C; 5)
Por ultimo, as resinas foram novamente lavadas com a finalidade de remover qualquer
material proveniente do caldo fermentado.

Amostras do inicio e do final das clarificagdes foram analisadas quanto a concentragao
de xilose, arabinose, xilitol, fendis totais, acido acético, sélidos totais, solidos soluveis

(°Brix), cor e pH.

4,9 CONCENTRACAO DO CALDO FERMENTADO

O licor clarificado foi concentrado em evaporador a vacuo de 2 L de capacidade util,
operando a 60 °C, com a finalidade de aumentar o teor inicial de xilitol presente até a

condig¢ao de saturagao.

4,10 CRISTALIZACAO DO XILITOL

Para a realizacdo dos ensaios de cristalizacdo, foram empregadas as condigdes obtidas
por Martinez (2005). Este autor obteve a curva de solubilidade de xilitol em agua-etanol (50-
50%) além de realizar um estudo cinético da cristalizagao de xilitol, variando a temperatura de
saturagdo (T) e a velocidade de resfriamento linear (Vr). A melhor condi¢do encontrada em
seus experimentos (T = 50 °C e Vg = 0,5 °C/min) com caldo proveniente da fermentagdo de
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar, foi aqui testada com o caldo proveniente da
fermentagdo de hidrolisado da palha de trigo. Também foram realizados novos ensaios de
cristalizagdo a fim de se obter a melhor condicdo para o caldo fermentado da palha. Esta parte
do trabalho foi realizada no laboratério de Tecnologia de Particulas da Divisdo de Quimica do

Instituto de Pesquisas Tecnologicas (IPT) do Estado de Sao Paulo.
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Primeiramente, o caldo fermentado contendo xilitol foi colocado em um cristalizador
de 300 mL, encamisado, provido de bocais de alimentacdo e medicdo de temperatura (Figura
8), com agitador tipo hélice sob agitagdo de 450 rpm. Elevou-se a temperatura do caldo até
60 °C, permanecendo durante 20 minutos para completa homogeneizagdao. O controle de
temperatura foi feito por um banho termostatico (modelo: RC6CP, Lauda) provido de
refrigeracdo, operando na faixa de 10 a 60 °C. Posteriormente, a solucdo foi sendo resfriada e,
ao atingir a temperatura de saturag¢do (50 ou 40 °C, dependendo da cristalizagdo em questdo),
adicionou-se etanol (99,7% na mesma temperatura do processo). Ajustou-se a velocidade de

resfriamento linear (0,2 ou 0,4 °C/min, dependendo da cristaliza¢do em questdo) e adicionou-

se 200 mg de xilitol (sementes) ao sistema.

e
Fob of LAUDA

-

I

\lll

Figura 8 Cristalizador de 300 mL de capacidade total.

A temperatura de nucleacdo pdde ser detectada visualmente pelo surgimento de
cristais e também pode ser detectada empregando-se o “software Whintherm-plus” (version

1.01, Lauda), ao ocorrer um aumento na temperatura da solug@o no grafico de temperatura em
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fungdo do tempo. O “software” utilizado registra os valores da temperatura da solucao, do
“set-point” e do banho termostatado, durante todo o ensaio.

Ao final de cada ensaio, a suspensdo era imediatamente filtrada a vacuo, utilizando
papel de filtro Whatman 42 para a retencdo dos cristais. Os cristais foram lavados com etanol
99,7% e mantidos em dessecador a vacuo por 48 horas (até secagem completa) para posterior
pesagem. Apos a determinacdo da massa seca, os cristais foram caracterizados quanto a
granulometria por peneiramento.

O peneiramento foi realizado em 07 peneiras de 12,6 cm (5 polegadas) de didmetro
(marca Granutest), colocadas em ordem decrescente de acordo com a diminui¢do da abertura
da malha (Tabela 7). Os cristais ficaram 15 minutos vibrando nas peneiras. Pela diferenga
entre as peneiras vazias com as peneiras contendo os cristais de xilitol, determinou-se a massa

retida em cada faixa de tamanho.

Tabela 7 Caracteristicas das peneiras séric ABNT P-EB22.

ABNT Abertura (mm) Tyler
25 0,71 24
30 0,59 28
40 0,42 40
50 0,297 48
60 0,25 60
80 0,177 80
140 0,106 150

4.11 METODOS ANALITICOS

A caracterizagdo da palha de trigo foi feita por analises quimicas (teor de lignina,
celulose, hemicelulose e cinzas). A caracterizacdo dos hidrolisados (original, concentrado e
tratado) foi feita pela determinagdao do pH e das concentracdes de acucares (xilose, glicose,

arabinose) e inibidores (acido acético, furfural, hidroximetilfurfural e produtos da degradagao
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da lignina). As fermentagdes foram acompanhadas por meio de retiradas periodicas de
amostras para determinacdo das concentragdes de xilose, glicose, arabinose, xilitol e acido
acético, de pH e concentragdo de células. A clarificagdo do caldo fermentado foi analisada
quanto a concentragdo de xilose, arabinose, xilitol, fendis totais, acido acético, sélidos totais,
solidos soluveis (°Brix), cor ¢ pH. A cristalizacdo foi analisada quanto ao rendimento da
cristalizagdo e a pureza do xilitol obtido. Os resultados foram descritos na forma de graficos e

tabelas.
4.11.1 Determinagdo do teor da lignina

O teor de lignina foi calculado conforme metodologia descrita por Rocha (2000):

massa da lignina (g)x 10000

% lignina = (Eq. 11)

massa amostra (g)x massa seca amostra (%)

4.11.2 Determinacdo do teor de celulose e hemicelulose

Os teores de celulose e hemicelulose foram calculados conforme metodologia descrita
por Irick et al. (1988):

glicose (g/L)x50x100 x FC x FP

massa amostra (g)x massa seca amostra (%)

% celulose =

(Eq. 12)

Em que FC: fator de conversao para celulose (0,9) e FP: fator de perda por hidrolise para
celulose (1,055).

[xilose (g / L)x 50 + arabinose (g /L)% 50]x 100 x FC x FP

% hemicelulose =
massa amostra (g) X massa seca amostra (%)

(Eq. 13)

Em que FC: fator de conversdo para hemicelulose (0,88) e FP: fator de perda por hidrdlise

para hemicelulose (1,155).
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4.11.3 Determinacdo do teor de cinzas

A determinacdo do teor de cinzas foi realizada de acordo com o método de Silva e
Queiroz (2005):

massa cinzas (g) x 100

% cinzas = (Eq. 14)

massa Sec a amostra (%)

4.11.4 Determinacdo da concentragdo celular

A avaliagdo do crescimento celular (células/mL) dos experimentos realizados em
frascos agitados, foi feita por contagem de células em Camara de Neubauer (1/400 mm® x
1/10 mm).

Para o preparo do indculo e para os experimentos conduzidos em fermentadores, foi
adotado o método de espectrofotometria. As concentragdes celulares foram determinadas por
turbidimetria em espectrofotometro no comprimento de onda de 600 nm, correlacionando-se
as absorbancias com a massa de células (g/L) por meio de curvas de -calibragdo

correspondentes.
4.11.5 Determinacdo da concentracgdo de acucares, xilitol e de acido acético

As concentragdes dos agucares, xilitol e do acido acético foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), sob as seguintes condigdes: coluna “Bio-Rad
Aminex” HPX-87H mantida a 45 °C, detector de indice de refracdo RID 6A; fase movel de
acido sulfurico 0,01 N; fluxo de 0,6 mL/min; volume da amostra injetada de 20 uL. As

amostras foram previamente diluidas e filtradas em filtro “Sep Pack” C18 (Millipore).
4.11.6 Determinacgdo da concentragdo de furfural e hidroximetilfurfural

As concentragdes de furfural e hidroximetilfurfural (HMF) foram determinadas por

HPLC, sob as seguintes condi¢des: coluna “Hewlett-Packard” RP18 mantida a 25 °C; detector
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de ultra-violeta SPD-10A UV-VIS; fase mdvel solucdo de acetronitrila/agua (1:8) com 1% de
acido acético; fluxo de 0,8 mL/min; volume da amostra injetada de 20 pL. As amostras foram

previamente filtradas em membrana ME25 com 0,45 pum e D13 mm.
4.11.7 Determinagdo da concentragdo dos fenois totais

A concentragdo de fendis totais foi determinada pela quantificagdo da lignina Klason
solivel em meio acido de acordo com a metodologia proposta por Rocha (2000).

Uma aliquota do hidrolisado foi alcalinizada até pH 12 pela adi¢do de solugdo de
hidroxido de s6dio 6 M e diluida com agua destilada de forma a se obter uma leitura inferior a
1 unidade de absorbancia. A absorbancia desta soluc¢ao foi determinada em espectrofotometro
em um comprimento de onda de 280 nm, utilizando-se agua destilada como referéncia. A
concentragdo de lignina foi calculada por meio das equagdes 15 ¢ 16:

C,c =4187 %107 (AUG280 — Appaso ) -3,279 %107 (Eq.15)

Em que Cy6: concentragdo de lignina solivel em meio 4cido (g/L) e Arig2s0: absorbancia de

todos os compostos em 280 nm.

APDZSO = CFﬂF + CHMFﬂHMF (Eq 1 6)

Em que Cr e Cuyr: concentragdo de furfural e HMF determinadas por HPLC e fr € fumr:

coeficientes a 280 nm de furfural (146,85 L/g.cm) e HMF (114 L/g.cm).
4.11.8 Determinagdo da concentragdo de solidos soluveis e pH

A concentragdo de sélidos soltveis (°Brix) foi determinada em refratdmetro € o pH em
pHmetro. Grau Brix ¢ a % de solidos soliiveis em uma amostra, ou g de solidos soluveis por
100 g de solugdo. O contetido de solidos soluveis € o total de todas as substancias dissolvidas

em agua (acucares, sais, proteinas, acidos, etc).
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4.11.9 Determinagdo da cor do caldo fermentado

A determinagdo da cor do caldo fermentado foi realizada segundo método da
Comissdo Internacional para a Unificagdo dos Métodos de Andlises Agucareiras (ICUMSA)
ajustado para o caldo fermentado por Napoles et al. (1998). Quanto mais baixo for o indice
ICUMSA, mais claro ou mais branco ¢ o produto. O pH das amostras foi ajustado para 5,0. As
amostras foram filtradas em filtros Swennex, em membrana HA, em éster de celulose de

0,45 pm de poro e 13 mm de didmetro (Millipore). Foram utilizadas as equacdes 17 e 18:

DO x1
Cor ICUMSA = 0 X. 000 x dilui¢do (Eq.17)
p % °Brix, /100
°Brix (200 + °Brix)
=1+ Eq.18
P 54000 (Eq.18)

Em que °Brix: % de so6lidos soluveis na amostra original; °Brix;: % de solidos soliiveis na
amostra diluida; DO: absorbancia determinada em espectrofotometro a 420 nm utilizando

agua desionizada como referéncia e p: densidade da amostra.
4.11.10 Determinacdo da concentragdo de solidos totais

Primeiramente os cadinhos a serem utilizados foram secos em mufla elétrica a 800 °C
durante 4 horas e, apds resfriamento, foram pesados. Depois, 3 mL das amostras a serem
analisadas foram colocados nos cadinhos. As amostras foram entdo submetidas a evaporagao
em estufa a 60 °C por dois dias e depois em estufa a 103 °C por 4 horas e pesadas até massa
constante. A diferenca entre a massa do cadinho e este valor encontrado correspondeu aos
solidos totais. Para o calculo da concentragdo de sélidos totais, presentes nas amostras,
utilizou-se a seguinte formula:

M, - M,

ST x 1000 (Eq.19)
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Em que ST: solidos totais (g/L); M;: massa do cadinho + amostra apos secagem (g); My:
massa do cadinho (g); V: volume da amostra (mL) e /000: fator para expressar os resultados

em g/L.
4.11.11 Determinagdo da pureza e formagdo dos cristais

A pureza dos cristais de xilitol foi determinada por calorimetria de varredura
diferencial (DSC) (modelo: DSC 822, Mettler Toledo, “software Star”) e por
termogravimetria (TGA) (modelo: SDTA 851, Mettler Toledo, “software Star”). Para a

analise da imagem dos cristais foi utilizado um microscépio 6tico (modelo: BX41, Olympus).

4,12 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

4.12.1 Determinagdo dos pardmetros fermentativos

O fator de conversdo de xilose em xilitol foi determinado pela equacao 20:

AP PF_PI
YP/S = e T <o
AS S, -8,

(Eq.20)
Em que Sr e S; correspondem as concentracoes final e inicial de xilose; Pr e P; correspondem
as concentragdes final e inicial de xilitol.

A produtividade volumétrica expressa a concentragdo de xilitol produzido (g/L) por

tempo (h) e foi calculada pela equagdo 21:

_AP _Fe— B

= = Eq.21
At t.—t, (Eq.2)

Oy

Em que, Pr e P; correspondem as concentragdes final e inicial de xilitol; #; e 7 correspondem
aos tempos inicial e final de fermentacao.
A eficiéncia de conversdo (1) expressa em %, representa a razdo entre Ypss calculado e

o fator de conversao teorico de 0,917 g/g, calculado segundo Barbosa et al. (1988).
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4.12.2 Determinagdo dos parametros da cristalizag¢do

A distribuicdo granulométrica (M(L)), o tamanho adimensional do cristal (z), o
tamanho dominante dos cristais (Lp), a velocidade especifica de crescimento (G) e a
velocidade de nucleacdo (dN/dT) foram calculados segundo a modelagem matematica
desenvolvida por Nyvlt et al. (1985), descrita anteriormente (equagdes 3 a 10).

O rendimento da cristalizacdo, expresso em %, representa a razao entre a massa
cristalizada (Mc) e a massa de xilitol presente no caldo fermentado. Para o célculo da massa

de xilitol presente no caldo fermentado foi utilizada uma densidade de 1,2335 g/cn’.
4.12.3 Metodologia estatistica

Os dados experimentais da fermenta¢do foram analisados estatisticamente, de acordo
com planejamentos pré-estabelecidos, para verificar o nivel dos efeitos dos fatores em estudo,
conforme metodologia descrita por Box, Hunter ¢ Hunter. (1978). A analise dos dados foi
efetuada por meio dos programas “Statgraphics Plus” versdo 4.1 e “Design-Expert” versao
5.0. Os resultados foram expressos em tabelas que mostraram a analise de varidncia com
colunas de grau de liberdade (GL), soma quadratica (SQ), média quadratica (MQ), teste F e
nivel de significancia (p) e por tabelas que mostraram valores de coeficientes de regressao,
erro-padrao e teste ¢ para o modelo. Também foram usadas figuras para expressar as curvas de
nivel do modelo matematico obtido pela utilizacdo da metodologia estatistica de superficie de

resposta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO DA PALHA DE TRIGO

A Figura 9 apresenta a composi¢do percentual da palha de trigo (com 6,67% de
umidade) empregada no presente trabalho, enquanto que a Tabela 8 compara esta composicao

com diversas composic¢des de palha de trigo descritas na literatura.

B celulose 31%

O hemicelulose 26%
U lignina 24%

O cinzas 7%

8 outros 12%

Figura 9 Composi¢do percentual da palha de trigo.

Tabela 8 Comparagdo da composi¢ido da palha de trigo empregada no presente trabalho com as descritas na

literatura.

Composicéo (% peso-seco) Referéncia
Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas

30 24 18 10 Kuhad e Singh (1993)

36 28 29 ND Olsson e Hahn-Hégerdal (1996)
35-40 20-30 8-15 ND Klinke et al. (2002)
35-40 25-30 10-15 ND Thygesen et al. (2003)

31 26 24 7 presente trabalho

ND: Nao determinado
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Conforme pode ser observado na Tabela 8, a palha de trigo utilizada no presente
trabalho apresentou composicao semelhante as descritas na literatura, com 31% de celulose,
26% de hemicelulose, 24% de lignina ¢ 7% de cinzas.

Com relagdo ao percentual de hemicelulose, fragdo de interesse no presente trabalho, o
valor encontrado para a palha de trigo (26%) foi semelhante ao encontrado para o bagaco de
cana (25%) (ICIDCA, 2000) e superior ao de palha de arroz (22%) (MUSSATO, 2002), e
eucalipto (16%) (CANETTIERI, 2004). Observa-se que a palha de trigo apresenta um elevado
teor de hemicelulose, o que a torna uma matéria-prima de interesse em processos de

bioconversao.

5.2 CoMPOSICAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE PALHA DE TRIGO

5.2.1 Hidrolisado hemicelulosico original (ndo concentrado)

A Tabela 9 apresenta a composicao do hidrolisado hemiceluldsico de palha de trigo

obtido apds hidrolise com acido sulfurico diluido.

Tabela 9 Composigéo do hidrolisado hemiceluldsico de palha de trigo.

Componente Concentracéo (g/L)
Glicose 8,18

Xilose 19,50
Arabinose 3,01

Acido acético 2,05
Furfural 0,26
Hidroximetilfurfural 0,18

Lignina Klason 1,49

Como pode ser observado na Tabela 9, a xilose foi o agtcar predominante, seguido de

glicose e arabinose em quantidades decrescentes. Segundo Mussato (2002), a percentagem de
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separacao das pentosanas (xilose + arabinose) presentes na matéria-prima ¢ calculada pela
quantidade de palha seca e volume de solucdo 4cida na hidrolise 4cida e das concentracdes de
xilose e arabinose encontradas (APENDICE 01). Sabendo-se que a palha utilizada neste
trabalho apresentou em sua constituicdo 26% de hemicelulose e que a hemicelulose
corresponde a fragdo de pentosanas (xilose + arabinose) presente na matéria-prima, pode-se
estimar que nas condi¢des de hidrélise empregadas, foi alcangcada uma recuperacao de 86,6%
das pentosanas presentes na palha de trigo.

A concentracao de glicose (8,18 g/L) se mostrou bastante elevada quando comparada
as de hidrolisados de palha de arroz (3,50 g/L) (MUSSATO, 2002) e bagaco de cana
(1,40 g/L) (CARVALHO, 2004), obtidas em condic¢des idénticas de hidrélise. Neste contexto,
acredita-se que a elevada concentracdo de glicose no hidrolisado de palha de trigo se deva a
presenca de amido residual nesse material, fato também constatado em um outro residuo, o
bagaco de malte, com 14,9 g/L de xilose e 6,2 g/L de glicose (CARVALHEIRO et al., 2005).

Com relagdo aos compostos inibitérios do metabolismo microbiano, as pequenas
concentragdes de furfural (0,26 g/L) e HMF (0,18 g/L) indicam que as condi¢des de hidrolise
foram adequadas para extrair os aglicares contidos na fragdo hemiceluldsica da palha de trigo,
sem causar sua decomposi¢do. Em condi¢des idénticas de hidrdlise, concentragdes de furfural
iguais a 0,15 g/L e 0,10 g/L. e de HMF iguais a 0,03 g/L e 0,20 g/L foram obtidas em bagago
de cana (CARVALHO, 2004) e palha de arroz (MUSSATO, 2002), respectivamente.

A concentragdo de acido acético resultante (2,05 g/L) ¢é inferior a obtida apos a
hidrolise do bagaco de cana (2,60 g/L) (CARVALHO, 2004), porém superior a obtida apos a
hidrolise da palha de arroz (1,13 g/L) (MUSSATO, 2002). Com relagdo aos fendis totais
(1,49 g/L), o valor obtido também ¢ inferior ao encontrado ap6s a hidrolise do bagaco de cana

(2,60 g/L) (CARVALHO, 2004).
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5.2.2 Hidrolisados hemiceluldsicos concentrados

O hidrolisado obtido por hidrolise acida foi concentrado, para aumentar o teor inicial
de xilose, utilizando-se fatores de concentragdo iguais a trés, quatro e cinco vezes. A Tabela

10 apresenta a composicao dos hidrolisados concentrados.

Tabela 10 Composigéo dos hidrolisados hemiceluldsicos de palha de trigo apds concentragéo a vacuo.

Componente (g/L) Fator de Concentracéo
3 4 5

Glicose 25,56 31,42 38,96
Xilose 61,22 78,61 96,91
Arabinose 9,51 12,33 14,74
Ac. Acético 3,06 3,18 3,37
Furfural 0,04 0,16 0,19
Hidroximetilfurfural 0,49 0,58 0,73
Lignina Klason 8,18 13,79 15,53

Comparando as Tabelas 9 e 10, observa-se que os teores dos agucares presentes no
hidrolisado original aumentaram de maneira proporcional aos fatores de concentragao
utilizados. Com relagdo aos teores dos inibidores quantificados, verificou-se um
comportamento diferenciado dependendo do composto em questdo. A concentracao de acido
acético foi aumentada de maneira ndo proporcional ao fator de concentracdo. Segundo
Rodrigues (1999), o baixo valor de pH do hidrolisado (menor que 1,0) favorece a volatizagao
parcial do &cido acético por esse se encontrar na sua forma nao dissociada nesta condicao.
Portanto, pode ter ocorrido volatizagdo parcial deste composto nas condigdes empregadas. Ja,
a concentracdo de furfural foi reduzida. Esta remocdao pode ter sido favorecida pelas
condigdes de operagdo do processo de concentracao (70 °C), uma vez que, segundo Perry
(1997), o furfural apresenta ponto de ebuli¢do de 54-55 °C. Para HMF e fendis totais,
verificaram-se aumentos progressivos nas suas concentragdes apos serem concentrados trés,

quatro e cinco vezes.
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5.2.3 Hidrolisados hemiceluldsicos concentrados e destoxificados

Os hidrolisados concentrados foram destoxificados, com a finalidade de reduzir a
concentragdo dos compostos inibitorios ao metabolismo microbiano. A Tabela 11 apresenta a

composicao destes hidrolisados.

Tabela 11 Composigéo dos hidrolisados hemicelulésicos de palha de trigo apds concentragéo e destoxificagéo.

Componente (g/L) Fator de Concentragéo
3 4 5

Glicose 21,20 30,70 38,11
Xilose 59,77 74,94 85,90
Arabinose 8,28 11,04 13,97
Ac. Acético 3,04 3,09 3,17
Furfural 0,004 0,005 0,04
Hidroximetilfurfural 0,009 0,02 0,04
Lignina Klason 0,83 1,40 3,45

Conforme pode ser observado na Tabela 11, o tratamento utilizado para destoxificacdo
dos hidrolisados foi capaz de reduzir nitidamente as concentracdes de inibidores presentes,
exceto o acido acético. O furfural e o HMF foram praticamente eliminados dos hidrolisados,
independentemente do fator de concentragdo. J4 os fenodis totais permaneceram em
concentragdes progressivamente crescentes nos hidrolisados concentrados trés, quatro e cinco
vezes, embora nao se possa deixar de destacar uma grande redugdo destes compostos em
relagdo as concentragdes presentes nos hidrolisados concentrados (Tabela 10). Nao foram
verificadas reducdes nos teores de acido acético apos a destoxificagdo dos hidrolisados,
independentemente do fator de concentracao.

Com relacao a reducao no teor de acticares apos a destoxificacao (Tabela 11), observa-
se que o hidrolisado concentrado trés vezes apresentou as maiores perdas de glicose (17%) e
de arabinose (13%). Em relagdo a xilose, a perda foi de apenas 2%, o que ¢ favoravel ao

bioprocesso porque a pentose € o substrato para a producdo de xilitol. No hidrolisado
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concentrado quatro vezes, foram observadas reducgdes nos teores de glicose, xilose e arabinose
de 2%, 5% e 11%, respectivamente. Ja, o hidrolisado concentrado cinco vezes apresentou
reducdes de 2%, 11% e 5%, respectivamente.

Tendo em vista o uso dos hidrolisados destoxificados em um processo de
bioconversdo de xilose em xilitol, faz-se oportuno mencionar que:

1) Concentragdes de furfural e HMF entre 0,2 ¢ 1,0 g/L ndo foram consideradas
toxicas para a levedura Candida guilliermondii (OJAMO; YLINEN; LINKO, 1988);

2) Concentragdes de acido acético menores ou iguais a 3,0 g/L ndo foram consideradas
inibitdrias para a levedura Candida guilliermondii FT1 20037 (FELIPE et al., 1995);

3) Dentre os inibidores do metabolismo microbiano presentes em hidrolisados
hemicelulosicos, os derivados da lignina foram considerados os de maior potencial inibitorio
(PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998b). Existem diversos compostos diferentes
entre estes derivados, cuja presenca e concentracdo no hidrolisado dependem das condigdes
de hidrolise e da matéria-prima utilizadas (MARTIN et al., 2002);

4) Xilose e glicose sdo fontes de carbono presentes nos hidrolisados hemiceluldsicos.
Segundo varios autores (YAHASHI et al., 1996; KIM; RYU; SEO, 1999; LEE et al., 2003),
em um processo fermentativo cujo meio contém estes dois substratos, a glicose ¢ usada como
fonte de energia para o crescimento celular e como co-substrato para regeneragao de cofatores
enquanto que a xilose ¢ utilizada como substrato primordial para a produgao de xilitol. Porém,
quanto maior for a relagdo glicose/xilose presente no meio, maior serd a inibigdo causada pela
glicose (FELIPE et al., 1993). Concentracdes de glicose inferiores a 20 g/L em meios
elaborados com xilose comercial (60 g/L) ndo prejudicaram os valores do fator de conversao
de xilose em xilitol e produtividade em xilitol, ao final de cultivos da levedura Candida
tropicalis (WALTHER; HENSIRISAK; AGBLEVOR, 2001). Silva (2004) relata que os

melhores valores de fator de conversao e produtividade em xilitol, com a levedura Candida
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guilliermondii, foram obtidos com a relacao glicose/xilose de 1:5, em hidrolisado de bagaco
de cana contendo 45 g/L de xilose.

Em relagdo ao hidrolisado obtido neste trabalho constata-se que as concentragdes de
furfural e HMF obtidas ndo sdo consideradas toxicas para a Candida guilliermondii ¢ que as
concentragdes de acido acético sdo muito proximas da ndo inibitoria para a levedura. Ja, a
concentragdo dos fenodis totais aumentou com o aumento do fator de concentragdo utilizado,
destacando que o hidrolisado concentrado trés vezes apresentou o menor teor destes
inibidores do metabolismo microbiano. A relagdo glicose/xilose também aumentou com o
aumento do fator de concentracdo utilizado, destacando que estas relagdes ndo sao

consideradas inibitorias na bioconversao xilose-xilitol.

5.3 FERMENTACAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE PALHA DE TRIGO EM

FRASCOS ERLENMEYER (EF)

5.3.1 Identificacdo dos principais fatores que influenciam a produgdo de xilitol

Nesta etapa, a bioconversdo de xilose em xilitol foi realizada em frascos Erlenmeyer
(EF), variando-se as condi¢des de cultivo: concentracdo de nutrientes (sulfato de amonio,
cloreto de calcio e farelo de arroz), pH inicial do meio de fermenta¢do e fator de
concentra¢do do hidrolisado (ou concentracdo inicial de xilose). Foi realizado um
planejamento fatorial 2" em face centrada com trés repeticdes do ponto central a fim de
identificar os fatores que influenciam os pardmetros fermentativos concentracdo final de
xilitol (P), produtividade volumétrica em xilitol (Qp) e fator de conversdo de xilose em xilitol
(Ypss). Considerando-se que quanto maior foi o tempo de fermentacdo menor foi a
produtividade e o fator de conversao em xilitol, que os dados obtidos em diferentes tempos de

fermentagdo poderia afetar as conclusdes dos experimentos € que as maiores concentragdes de
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xilitol foram obtidas em 72 horas de fermentagdo, decidiu-se por usar nas analises estatisticas
apenas os dados obtidos nesse tempo. A Tabela 12 apresenta os valores dos parametros
fermentativos obtidos em 72 horas de fermentagdo, utilizando-se as diferentes condigdes de

cultivo correspondentes ao planejamento em questao.

Tabela 12 Pardmetros fermentativos determinados em 72 horas de fermentagao.

Ensaios P (g/L) Qp (9/L.h) Yepss (%0)
01 0,0 0,00 0,00
02 6,1 0,09 0,23
03 7,5 0,10 0,25
04 1,2 0,02 0,13
05 3,0 0,04 0,11
06 1,8 0,03 0,13
07 1,3 0,02 0,13
08 2,8 0,04 0,10
09 22,5 0,31 0,45
10 2,9 0,04 0,10
11 2,3 0,03 0,08
12 21,0 0,29 0,50
13 2,8 0,04 0,12
14 3,6 0,05 0,12
15 7,0 0,10 0,19
16 2,5 0,04 0,12
17 2,5 0,04 0,10
18 2,8 0,04 0,12
19 3,6 0,05 0,14
20 2,7 0,04 0,10
21 2,4 0,03 0,09
22 2,5 0,04 0,11
23 2,5 0,04 0,09
24 2,0 0,03 0,09
25 5,8 0,08 0,12
26 2,9 0,04 0,22
27 49 0,07 0,15
28 2,7 0,04 0,09

29 2,4 0,03 0,13
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Conforme pode ser observado na Tabela 12, a combinagdo dos niveis de variaveis
independentes (condi¢des de cultivo) provocou grandes mudangas no comportamento da
levedura C. guilliermondii. Os maiores valores de xilitol (22,5 e 21,0 g/L), produtividade
volumétrica (0,31 e 0,29 g/L.h) e fator de conversio em xilitol (0,45 e 0,50 g/g),
correspondentes a uma eficiéncia de conversao de 49,07% e 54,53%, foram encontrados nos
ensaios 09 e 12, respectivamente, em que foram utilizados menores niveis de farelo de arroz
(5,0 g/L) e concentracao do hidrolisado (igual a 3) e maior nivel de pH de fermentagdo (6,0).

Pela metodologia de planejamento de experimentos, foram quantificados os efeitos
principais e de interagdes entre dois fatores que influenciam os parametros fermentativos P,
Qr e Ypss. As Tabelas 13, 14 e 15 apresentam as andlises de variancia utilizadas para verificar
o nivel de significancia estatistica dos efeitos determinados sobre a concentragdo de xilitol
(P), a produtividade volumétrica em xilitol (Qp) e o fator de conversdo de xilose em xilitol
(Ypss), apenas com as variaveis independentes e interagdes significativas. Os efeitos que
apresentaram niveis de significancia desprovidos de significado estatistico (p > 0,10) foram

excluidos previamente da analise de variancia.

Tabela 13 Analise de variincia para verificar o nivel de significincia estatistica dos efeitos principais e

intera¢des sobre a concentragdo de xilitol.

Efeitos Soma Graus de Média Fearc Nivel de
quadrética liberdade quadratica significancia (p)

Fator C 67,6672 01 67,6672 9,85 0,0048%
Fator D 102,245 01 102,245 14,88 0,0009*
Fator E 193,389 01 193,389 28,14 0,0000*

CD 45,2256 01 45,2256 6,58 0,0176*

CE 113,956 01 113,956 16,58 0,0005*

DE 50,7656 01 50,7656 7,39 0,0126*
Erro total 151,166 22 6,8712

Total 724,414 28

C - farelo de arroz, D - pH inicial, E - fator de concentragdo R?*= 0,791326

*Significativo ao nivel de 10 % de probabilidade (p < 0,10)
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Tabela 14 Analise de varincia para verificar o nivel de significincia estatistica dos efeitos principais e

interagdes sobre a produtividade volumétrica em xilitol.

Efeitos Soma Graus de Média Fearc Nivel de
quadratica liberdade quadratica significancia (p)

Fator C 0,0122722 01 0,0122722 9,83 0,0048*
Fator D 0,0193389 01 0,0193389 15,49 0,0007*
Fator E 0,03645 01 0,03645 29,19 0,0000*

CD 0,0081 01 0,0081 6,49 0,0184*

CE 0,0225 01 0,0225 18,02 0,0003*

DE 0,01 01 0,01 8,01 0,0097*
Erro total 0,0274699 22 0,00124863

Total 0,136131 28

C - farelo de arroz, D - pH inicial, E - fator de concentragao R’=0,798210

*Significativo ao nivel de 10 % de probabilidade (p < 0,10)

Tabela 15 Analise de varidncia para verificar o nivel de significAncia estatistica dos efeitos principais e

interagdes sobre o fator de conversdo de xilose em xilitol.

Efeitos Soma Graus de Média Feaic Nivel de
quadratica liberdade guadratica significancia (p)

Fator C 0,0168056 01 0,0168056 5,45 0,0292*
Fator D 0,0249389 01 0,0249389 8,08 0,0095*
Fator E 0,0854222 01 0,0854222 27,68 0,0000*

CD 0,0196 01 0,0196 6,35 0,0195%*

CE 0,093025 01 0,093025 30,14 0,0000*

DE 0,011025 01 0,011025 3,57 0,0720*
Erro total 0,0679006 22 0,00308639

Total 0,318717 28

C - farelo de arroz, D - pH inicial, E - fator de concentracao R?*=0,786957

*Significativo ao nivel de 10 % de probabilidade (p < 0,10)

Verifica-se nas Tabelas 13, 14 e 15 que o farelo de arroz (C), o pH inicial de
fermentagdo (D) e o fator de concentragdo do hidrolisado (E), bem como as interagdes entre
farelo de arroz e pH (CD), farelo de arroz e concentragdo do hidrolisado (CE), pH e
concentragdo do hidrolisado (DE), influenciaram significativamente os trés parametros

fermentativos do processo em estudo.
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De uma maneira geral, pode-se constatar que as concentragdes de sulfato de amodnio
(A) e cloreto de calcio (B) nao afetaram a concentracdo de xilitol, sua produtividade
volumétrica e o fator de conversdo de xilose em xilitol, tanto como efeito principal quanto as
interagdes em que estas variaveis estavam envolvidas, diferentemente das variaveis C, D e E,
cujo efeito principal tanto quanto suas interagdes sao significativas (Tabelas 13, 14 e 15).

A Figura 11 apresenta os valores preditos para concentragdo de xilitol (a),
produtividade volumétrica (b) e fator de conversdo em xilitol (c) em funcdo da concentragdo

de farelo de arroz e do pH inicial do meio de fermentagao.

6,0 12,2 6,0 0,17 60 || 028 0,14
= T jas
o a o
4,0 4,0 0,05 0,03 4,0 0,15 0,12
5,0 20,0 5,0 20,0 5,0 20,0
Farelo de arroz (g/L) Farelo de arroz (g/L) Farelo de arroz (g/L)
(a) (b) (c)

Figura 11 Valores preditos para a concentragdo final de xilitol (a), produtividade volumétrica (b) e fator de

conversdo em xilitol (c) em funcdo da concentragdo de farelo de arroz e do pH inicial de fermentagio.

Conforme pode ser observado na Figura 11, a maior concentragdo de xilitol (12,2 g/L),
produtividade volumétrica (0,17 g/L.h) e o maior fator de conversdo em xilitol (0,28 g/g)
foram obtidos quando se utilizou o nivel superior de pH (6,0) e inferior de concentragdo de
farelo de arroz (5,0 g/L). Quando se utilizou concentragdo de farelo de arroz de 20,0 g/L, a
mesma elevacao no pH levou a um pequeno aumento nos trés parametros fermentativos. Por
outro lado, a concentracdo de farelo de arroz de 5,0 g/LL e a elevagdo do pH de 4,0 para 6,0

favoreceram a formagdo de xilitol, resultando em aumentos de 230, 240 e¢ 87% na
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concentracdo de xilitol, na produtividade volumétrica e no fator de conversao em xilitol,

respectivamente.

A Figura 12 apresenta valores preditos para concentragdo de xilitol (a), produtividade

volumétrica (b) e fator de conversdo em xilitol (c), em func¢do da concentragdo de farelo de

arroz e do fator de concentracdo do hidrolisado.
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Figura 12 Valores preditos para a concentragdo final de xilitol (a), produtividade volumétrica (b) e fator de

conversdo em xilitol (¢) em fun¢do da concentracdo de farelo de arroz e do fator de concentragdo do

hidrolisado.

Conforme pode ser observado na Figura 12, a maior concentragao de xilitol (14,3 g/L),

produtividade volumétrica (0,20 g/L.h) e o maior fator de conversdo em xilitol (0,38 g/g)

foram obtidos quando se utilizou os niveis inferiores de fator de concentracdo do hidrolisado

(3,0) e de concentragdo de farelo de arroz (5,0 g/L). Quando se utilizou concentragdo de farelo

de arroz de 20,0 g/L, a elevacdo do fator de concentracdo do hidrolisado de 3,0 para 5,0 levou

a um decréscimo na concentragdo de xilitol e na produtividade volumétrica, porém o fator de

conversao em xilitol permaneceu constante. Por outro lado, a concentracdo de farelo de arroz

de 5,0 g/L e a elevacgao do pH de 4,0 para 6,0 desfavoreceram a formacao de xilitol em 89, 90

e 79% na sua concentracdo, na produtividade volumétrica e no fator de conversdo,

respectivamente.
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A Figura 13 apresenta valores preditos para concentracdo de xilitol (a), produtividade
volumétrica (b) e fator de conversdo em xilitol (c), em fun¢do do fator de concentracdo do

hidrolisado e do pH inicial do meio de fermentacao.

6,0 13,5 60 || 0,19 | [ 0,04 | 6,0 0,32 0,11
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40 40 | Loo7 | [o02 | 40 | Loz 0.10
3,0 5,0 3,0 5,0 3,0 5,0
Fator de concentragdo do hidrolisado Fator de concentragdo do hidrolisado Fator de concentragdo do hidrolisado
(a) (b) (c)

Figura 13 Valores preditos para a concentragdo final de xilitol (a), produtividade (b) e fator de conversdo (c) em

fun¢do do fator de concentragdo do hidrolisado e do pH inicial de fermentagao.

Conforme pode ser observado na Figura 13, a maior concentragdo de xilitol (13,5 g/L),
produtividade volumétrica (0,19 g/L.h) e o maior fator de conversdo em xilitol (0,32 g/g)
foram obtidos quando se utilizou o nivel inferior de fator de concentragao do hidrolisado (3,0)
e superior de pH inicial de fermentacdo (6,0). Quando se utilizou fator de concentragao de 5,0,
a elevacao do pH de 4,0 para 6,0 praticamente nao influenciou nos parametros fermentativos.
Por outro lado, o fator de concentragao de 3,0 e a elevacdao do pH de 4,0 para 6,0 favoreceram
a formacao de xilitol, resultando em aumentos de 176, 171 e 88% na concentracdo de xilitol,
na produtividade volumétrica e no fator de conversao em xilitol, respectivamente.

O aumento do pH inicial do meio de fermentagdo ajudou a reduzir os efeitos negativos
causados pelos inibidores presentes nos hidrolisados concentrados. Os melhores resultados
encontrados utilizando-se o maior valor de pH inicial de fermentagdo (6,0) (Figuras 11 e 13),
podem ser explicados pela presenca dos acidos fracos no hidrolisado, como o acido acético,

concordando com o informado na literatura (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). O
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efeito inibitoério deste acido ¢ dependente do seu grau de dissociagdo. Em baixos valores de
pH, as moléculas n3o dissociadas, que sdo maioria, difundem-se através da membrana
citoplasmatica, determinando decréscimos no pH intracelular além dos limites fisiologicos,
inibindo a atividade da célula até sua morte (LOHMEIER-VOGEL; SOPHER; LEE, 1998).
Em elevados valores de pH (6,0), o numero de moléculas nao dissociadas é reduzido,
minimizando o efeito inibitorio na bioconversao de xilose a xilitol. Efeito similar determinado
pelo pH inicial de fermentacdo também foi observado ao se cultivar a levedura Candida
guilliermondii FTI 20037 em hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-de-agucar
(CARVALHO et al., 2004b).

Um outro fator a ser analisado e também de grande influéncia na produgao de xilitol é
a concentragdo do hidrolisado (Figuras 12 e 13). Os melhores resultados obtidos com a menor
concentragdo do hidrolisado (3,0) podem ser explicados pela baixa concentragdo de
compostos inibitorios presentes neste hidrolisado apods a destoxificacdo. Como pode ser
observado na Tabela 10, o hidrolisado concentrado trés vezes apresentou menor concentragao
de fendis totais que o hidrolisado concentrado cinco vezes. Sabe-se que este grupo de
compostos pode inibir fortemente a bioconversdo, destruindo a integridade da membrana e
afetando as suas propriedades, como a de barreira seletiva (HEIPIEPER et al,, 1994).
Também ¢ preciso destacar a alta concentragdo de glicose no hidrolisado concentrado cinco
vezes (38,11 g/L) (Tabela 10), que pode ter contribuido para as baixas bioconversodes
encontradas. Tal fato ja foi observado por Walther, Hensirisak e Agblevor (2001), cultivando
a levedura Candida tropicalis em meios sintéticos compostos de glicose e xilose e por Silva
(2004), com a levedura Candida guilliermondii FT1 20037 em hidrolisado de bagaco de cana,
que constatou que a relagdo glicose/xilose interfere neste bioprocesso.

A suplementagdo do hidrolisado com nutrientes para a elaboragdo do meio de

fermentagdo, depende do tipo de matéria-prima da qual o hidrolisado ¢ obtido. Como
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exemplo, a suplementagdao com sulfato de amonio, cloreto de célcio e farelo de arroz do
hidrolisado de palha de arroz se mostrou, além de desnecessaria, prejudicial a bioconversao de
xilose em xilitol pela levedura C. guilliermondii FTI 20037 (SILVA; ROBERTO, 1999).
Entretanto, foi necessaria a suplementacdo do hidrolisado de eucalipto com sulfato de amonio
e farelo de arroz, para a bioconversdo de xilose em xilitol pela mesma levedura
(CANETTIERI; ALMEIDA E SILVA; FELIPE, 2002). Embora ndo essencial para a
bioconversdo de xilose em xilitol, a suplementagdo com estes mesmos nutrientes
proporcionou melhor desempenho dessa levedura para bioconversao no hidrolisado de bagago
de cana-de-agucar (CARVALHO, 2004). No presente trabalho, os melhores resultados de
concentragdo final de xilitol, produtividade volumétrica e fator de conversdo de xilose em
xilitol foram obtidos no hidrolisado de palha de trigo suplementado com a menor quantidade
de farelo de arroz (5,0 g/L) (Figuras 11 e 12). Através das analises estatisticas também foi
demonstrado que tanto o sulfato de amoénio quanto o cloreto de célcio nao influenciaram a

bioconversdo de xilose em xilitol em seus menores niveis (1,0 e 0 g/L, respectivamente).

5.3.2  Elaboragdo de modelos matematicos para predi¢do da produgdo de xilitol em frascos

Erlenmeyer

Os valores da concentragdo de xilitol, da produtividade volumétrica e do fator de
conversao em xilitol obtidos (Tabela 12) foram ajustados a modelos lineares. As Tabelas 16,
17 e 18 correspondem as analises de variancia utilizadas para determinar as significincias
estatisticas desses modelos em predizer os valores da concentracdo de xilitol, da

produtividade e do fator de conversao no sistema em estudo.
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Tabela 16 Analise de variincia para verificar as significancias estatisticas do modelo linear em predizer os

valores da concentragdo de xilitol.

Fonte Soma Graus de Média Fearc Nivel de
guadratica liberdade quadratica significancia (p)
Modelo 573,248 06 95,5413 13,90 0,0000
Residuo 151,166 22 6,8712
Total 724,414 28
R*=0,79

Tabela 17 Analise de variancia para verificar as significancias estatisticas do modelo linear em predizer os

valores da produtividade volumétrica em xilitol.

Fonte Soma Graus de Média Fealc Nivel de
quadrética liberdade guadratica significancia (p)
Modelo 0,108661 06 0,0181102 14,50 0,0000
Residuo 0,0274699 22 0,00124863
Total 0,136131 28
R*=0,79

Tabela 18 Analise de variancia para verificar as significncias estatisticas do modelo linear em predizer os

valores do fator de conversdo de xilose em xilitol.

Fonte Soma Graus de Meédia Feaic Nivel de
quadratica liberdade guadratica significancia (p)
Modelo 0,250817 06 0,0418028 13,54 0,0000
Residuo 0,0679006 22 0,00308639
Total 0,318717 28
R*=0,79

Conforme pode ser observado nas Tabelas 16, 17 e 18, os modelos lineares
apresentaram elevadas significancias estatisticas (p < 0,01) e boas capacidades de predi¢ao
(0,79), conseguindo explicar 79% da variagdo total. As Tabelas 19, 20 e 21 apresentam os
valores dos coeficientes de regressao mantidos nos modelos, bem como seus respectivos

niveis de significancia (p).
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Tabela 19 Valores dos coeficientes de regressdo mantidos no modelo proposto para a predi¢do da concentragdo

de xilitol, bem como seus respectivos niveis de significancia.

Fator Coeficiente Erro-padréo tealc p

Constante 4,41379 0,486763 9,06765 0,0000
Fator C -1,93889 0,617846 -3,13814 0,0048
Fator D 2,38333 0,617846 3,85749 0,0009
Fator E -3,27778 0,617846 -5,30517 0,0000
CD -1,68125 0,655325 -2,56552 0,0176
CE 2,66875 0,655325 4,07241 0,0005
DE -1,78125 0,655325 -2,71812 0,0126

C - farelo de arroz, D - pH inicial, E - fator de concentracao

Tabela 20 Valores dos coeficientes de regressdo mantidos no modelo proposto para a predi¢do da produtividade

volumétrica em xilitol, bem como seus respectivos niveis de significancia.

Fator Coeficiente Erro-padréo tealc p

Constante 0,0624138 0,00656173 9,51179 0,0000
Fator C -0,0261111 0,00832878 -3,13505 0,0048
Fator D 0,0327778 0,00832878 3,93549 0,0007
Fator E -0,045 0,00832878 -5,40296 0,0000
CD -0,0225 0,008834 -2,54698 0,0184
CE 0,0375 0,008834 4,24496 0,0003
DE -0,025 0,008834 -2,82998 0,0097

C - farelo de arroz, D - pH inicial, E - fator de concentragdo

Tabela 21 Valores dos coeficientes de regressdo mantidos no modelo proposto

conversdo, bem como seus respectivos niveis de significancia.

para a predi¢do do fator de

Fator Coeficiente Erro-padréo tealc P

Constante 0,144483 0,0103164 14,0052 0,0000
Fator C -0,0305556 0,0130945 -2,33346 0,0292
Fator D 0,0372222 0,0130945 2,84258 0,0095
Fator E -0,0688889 0,0130945 -5,2609 0,0000
CD -0,035 0,0138888 -2,52001 0,0195
CE 0,07625 0,0138888 5,49003 0,0000
DE -0,02625 0,0138888 -1,89001 0,0720

C - farelo de arroz, D - pH inicial, E - fator de concentracdo
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De acordo com os dados apresentados nas Tabelas 19, 20 e 21, os modelos propostos
para as predicdes dos valores da concentragdo de xilitol, da produtividade e do fator de

conversao no processo em estudo foram definidos de acordo com as equagdes abaixo:

P=4,41379-1,93889 C +2,38333 D - 3,27778 E - 1,68125 CD + 2,66875 CE - 1,78125 DE (Eq. 22)
Qp = 0,0624138 - 0,0261111 C + 0,0327778 D - 0,045 E - 0,0225 CD + 0,0375 CE - 0,025 DE (Eq. 23)

Yeis = 0,144483 - 0,0305556 C + 0,0372222 D - 0,0688889 E - 0,035 CD + 0,07625 CE - 0,02625 DE (Eq. 24)

Em que, P representa a concentragdo de xilitol, Op a produtividade volumétrica e Yp/s o fator
de conversiao de xilose em xilitol, em fun¢ao dos niveis codificados das variaveis
independentes: concentragdo de farelo de arroz (C), pH inicial de fermentacdo (D) e fator de
concentragdo do hidrolisado (E).

Para a elaboragdo das superficies de respostas em fun¢@o do pH inicial de fermentacao
(D) e do fator de concentracdo do hidrolisado (E), foi fixada a concentragao de farelo de arroz
(C) no seu nivel inferior (-1) nas equagdes acima. As equagdes reduzidas dos modelos
propostos para as predi¢des dos valores da concentragdo de xilitol, produtividade e fator de

conversao no sistema em estudo, foram as seguintes:

P =6,35268 + 4,06458 D - 5,94653 E - 1,78125 DE (Eq. 25)
Qp = 0,0885249 + 0,0552778 D - 0,0825 E - 0,025 DE (Eq. 26)
Yeis = 0,175039 + 0,0722222 D - 0,1451389 E - 0,02625 DE (Eq.27)

Em que, P representa a concentracdo de xilitol, Op a produtividade volumétrica e Yp/s o fator
de conversdo de xilose em xilitol, em fungdo dos niveis codificados das variaveis

independentes: pH inicial de fermentagdo (D) e fator de concentragdo do hidrolisado (E).
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As superficies de respostas descritas por estas equagdes sao apresentadas nas Figuras
14, 15 e 16, onde os melhores valores para os trés pardmetros sdo obtidos na regido

experimental demarcada de marrom escuro.

Il 0,057
B 1,763
[ 3,583
[ 5,404
[ 7,224
[ 9,044
= 10,864
B 12,684
I 14,505
16,325
Il above

Figura 14 Superficie de resposta descrita pela equaggo que relaciona o fator de concentragido do hidrolisado com

o pH inicial de fermentagdo, representando a concentragéo de xilitol no sistema em estudo.
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Figura 15 Superficie de resposta descrita pela equaggo que relaciona o fator de concentragido do hidrolisado com

o pH inicial de fermentacdo, representando a produtividade volumétrica em xilitol no sistema em

estudo.

I 0,023
[ 0,063
[ 0,102
[ 0,142
[ 0,182
[ 0,221
[ 0,261
[ 0,300
Il 0,340
Il 0,379
Il above

Figura 16 Superficie de resposta descrita pela equagdo que relaciona o fator de concentragdo do hidrolisado com

o pH inicial de fermentagdo, representando o fator de conversdo de xilose em xilitol no sistema em

estudo.
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Conforme pode ser observado nas Figuras 14, 15 e 16, a concentracao de xilitol, a
produtividade e o fator de conversdo podem ser aumentados a medida que se aumenta o valor
do pH inicial da fermentagao e diminui-se o valor do fator de concentragdo do hidrolisado. A
maxima concentra¢do de xilitol, produtividade volumétrica em xilitol ¢ o maximo fator de
conversdo de xilose em xilitol foram obtidos quando o pH inicial da fermentacdo foi 6,0
(nivel superior) e fator de concentracdo do hidrolisado foi 3,0 (nivel inferior). A concentragao
de farelo de arroz ja havia sido fixada em 5,0 g/L (nivel inferior) e as varidveis concentragao
de sulfato de amonio e cloreto de calcio, que nao influenciaram a produgdo de xilitol com seus
menores valores, também haviam sido fixadas em 1,0 g/L e 0 g/L, respectivamente (niveis

inferiores).

5.3.3 Comprovagdo dos modelos propostos

Com a substituicdo dos valores codificados das variaveis independentes estudadas,
fator de concentracdo do hidrolisado (-1) e pH inicial de fermentagdo (+1), nas equagdes 25,
26 e 27, valores de concentragdo de xilitol, produtividade e fator de conversdo iguais a
18,15 g/L, 0,25 g/L.h ¢ 0,42 g/g, respectivamente, foram preditos pelos modelos propostos, no
tempo de 72 horas de fermentacdo. Os intervalos de confianga das predi¢cdes foram valores
entre 11,74 e 24,55 g/L para a concentracdo de xilitol, entre 0,16 e 0,34 g/L.h para a
produtividade volumétrica e entre 0,28 ¢ 0,55 g/g para o fator de conversao em xilitol.

Para validacdo dos modelos propostos ¢ finalizar as analises estatisticas dos dados
obtidos, foi realizado um ensaio fermentativo nas melhores condi¢des de cultivo determinadas
pelos modelos: 1,0 g/L de concentracdo de sulfato de amonio, sem adi¢do de cloreto de calcio,
5,0 g/L de concentragdo de farelo de arroz, fator de concentragdo do hidrolisado igual a 3 e
pH inicial de fermentacdo igual a 6,0. A concentracdo inicial de células nos frascos foi de

0,5 g/L.
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Em 72 horas de fermentacdo, foram obtidos 24,17 g/L de xilitol, com produtividade
volumétrica de 0,34 g/L.h e fator de conversdo de 0,48 g/g, resultados que se encontram
dentro dos intervalos de confianga otimizados pelos valores estimados, indicando que os
modelos podem representar matematicamente as variaveis dependentes estudadas. A Figura
17 mostra o consumo de glicose, xilose, arabinose e acido acético, producao de xilitol e

células, observados durante as 72 horas de fermentagao.

—&— Glicose
—eo— Xilose
—a— Xilitol
—o&— Arabinose

—e— A. acético

—A— Células

Glicose, Xilose e Xilitol (g/L)
Arabinose, Acético e Células (g/L)

Tempo (h)

Figura 17 Consumo de glicose, xilose, arabinose e acido acético, produgdo de xilitol e células, durante a
fermentacdo do hidrolisado de palha de trigo por C. guilliermondii FTI 20037, para comprovacao dos

modelos empiricos elaborados.

Observa-se na Figura 17 que a xilose foi continuamente assimilada pela levedura
durante as 72 horas de fermentagdo. Ja a glicose presente no hidrolisado foi consumida nas
primeiras 24 horas. Comportamento semelhante foi constatado nas fermentacdes dos
hidrolisados de bagago de cana-de-agucar (MARTINEZ; SILVA; FELIPE, 2000), de palha de
arroz (MUSSATO, 2002), de eucalipto (FELIPE et al., 1996) e de palha de trigo (CANILHA,
2002), com a mesma levedura. Nestas primeiras 24 horas de fermentagdo, observa-se um

consumo de 31% da xilose pela levedura, em relagdo a sua concentracdo inicial. Portanto,
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pode ter ocorrido um consumo simultdneo destes dois acucares neste periodo, fato ja
observado na fermentagdo do hidrolisado de bagagco de malte, utilizando Debaryomyces
hansenii (CARVALHEIRO et al., 2005), do hidrolisado de madeira de 4lamo por C.
guilliermondii (PREZIOSI-BELLOY; NOLLEAU; NAVARRO, 2000) ¢ do hidrolisado de
bagago de cana-de-agtcar, também por C. guilliermondii (SILVA, 2004).

A arabinose e o acido acético, presentes no meio, também foram assimilados pela
levedura (25% e 72%, respectivamente). A assimilagdo do acido acético pela levedura C.
guilliermondii FTI 20037 também foi observada por outros autores, em hidrolisados de
bagaco de cana (ALVES et al., 1998; MARTON, 2002), eucalipto (GINORIS, 2001) e palha
de trigo (CANILHA, 2002). Uma pequena assimilagdo de arabinose na presencga de xilose
também foi constatada em fermentagdes conduzidas com C. guilliermondii FTI 20037 em
hidrolisado de bagaco de cana (SILVA, 2001) e em palha de trigo (CANILHA, 2002).
Segundo Walther, Hensirisak e Agblevor (2001) o consumo desta pentose induz a atividade
da enzima xilose redutase e como conseqiiéncia estimula o fator de conversio e a
produtividade em xilitol. Carvalheiro et al. (2005), cultivando Debaryomyces hansenii em
hidrolisado de bagaco de malte, também observaram o consumo de arabinose ¢ de acido
acético em sua fermentacao.

A levedura Candida guilliermondii FTI 20037 foi capaz de produzir xilitol a partir da
xilose presente no hidrolisado hemicelulosico de palha de trigo observando-se a maior
concentragdo celular (7,24 g/L) em 72 horas de fermenta¢do. Observa-se ainda um rapido
crescimento celular nas primeiras 24 horas, possivelmente pelo consumo inicial de glicose
presente no hidrolisado. J4, entre 24 e 48 horas, observa-se uma fase em que parece nao haver

crescimento celular, simultaneamente, onde ocorre um aumento na producao de xilitol.
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5.3.3.1 Efeito da concentragdo de carvado ativo no tratamento do hidrolisado

Conforme descrito na metodologia (item 4.5), o meio de fermentagdo utilizado nas
fermentagdes em frascos Erlenmeyer para identificar os fatores que influenciam a produgao
de xilitol e na comprovacdo dos modelos matematicos obtidos, foi preparado com
hidrolisados concentrados e submetidos ao tratamento descrito por Alves et al. (1998). Os
experimentos até entdo realizados utilizaram um hidrolisado tratado com a adi¢dao de 10% de
carvao ativo. Foi entdo realizado um ensaio com a adicdo de 2,5% de carvao ativo, para
comparagdo. Os resultados obtidos foram comparados com o ensaio anterior (item 5.3.3) em
que o hidrolisado foi tratado com 10% de carvao ativo. A Tabela 22 apresenta os valores dos
parametros fermentativos obtidos durante a fermentag¢ao, em hidrolisados tratados com 2,5 e

com 10% de carvao ativo.

Tabela 22 Valores de concentragdo de xilitol (P), produtividade volumétrica (Qp) e fator de conversdo em xilitol

(Yps) obtidos em hidrolisados de palha de trigo tratados com 2,5 e com 10% de carvéo ativo.

Variaveis dependentes Quantidade de carvao adicionada
2,5% 10%
P (g/L) 28,60 24,17
Qp(g/L.h) 0,40 0,34
Yris(g/g) 0,54 0,48

Conforme pode ser observado na Tabela 22, a redugdo da concentragdo de carvao
utilizado no tratamento do hidrolisado de palha de trigo resultou em pequenos aumentos nos
valores de concentragdo de xilitol, produtividade volumétrica e fator de conversdo de xilose
em xilitol, e conseqilientemente, na eficiéncia da bioconversao (de 52,35% para 58,89%).

Os resultados do presente trabalho coincidem com a observagdo de Marton (2002), no
tratamento do hidrolisado de bagaco de cana com carvao de diferentes marcas para a
produgdo de xilitol com C. guilliermondii FTI 20037, que indicaram que a variacdo da

concentragdo de carvdo ndo apresentou efeito significativo em relagdo a produtividade
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volumétrica em xilitol. Portanto, optou-se pelo tratamento com a adi¢cdo de 2,5% de carvao,

pela melhora nos resultados das fermentacdes e por ser mais econdmico.

5.3.3.2  Efeito da composi¢do do meio para preparo do inoculo (glicose e xilose ou somente

glicose)

Até o presente momento, ¢ conforme descrito na metodologia (item 4.6), a levedura
foi cultivada em frascos Erlenmeyer com meio semi-sintético contendo (g/L): 30,0 de D-
xilose, 7,0 de glicose, 2,0 de sulfato de amdnio, 0,1 de cloreto de calcio e 20,0 de farelo de
arroz. Foi entdo realizado um ensaio com o inéculo obtido do cultivo da levedura em meio
contendo apenas glicose (37 g/L) como fonte de carbono, ou seja, sem a presenga de xilose,
para comparagdo. Os resultados obtidos foram comparados com o ensaio anterior (item
5.3.3.1) em que o meio continha glicose e xilose. A Tabela 23 apresenta os valores dos
parametros fermentativos obtidos durante a fermentagdo, com a levedura cultivada na

presenga de glicose e xilose ou apenas na presenca de glicose.

Tabela 23 Valores de concentragdo de xilitol (P), produtividade volumétrica (Qp) e fator de conversdo em xilitol
(Ypss) obtidos nas fermentagdes utilizando indculos obtidos de células cultivadas em glicose e xilose ou

somente em glicose como fonte de carbono.

Variaveis dependentes Meio semi-sintético

Cultivo em glicose/xilose Cultivo em glicose
P (g/L) 28,60 30,50
Qr(g/L.h) 0,40 0,42
Yrss (2/2) 0,54 0,59

Conforme pode ser observado na Tabela 23, maiores valores de concentragdo de
xilitol, produtividade volumétrica e fator de conversdo em xilitol (30,50 g/L, 0,42 g/L.h e

0,59 g/g, respectivamente), correpondente a uma eficiéncia de bioconversdo de 64,34%,
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foram obtidos quando se utilizou apenas glicose como fonte de carbono no meio de obtengao
do in6culo.

Pfeifer et al. (1996), avaliando diferentes tipos de meio de cultura para o crescimento
da levedura C. guilliermondii e obten¢do do inoculo, verificaram que a formagao de xilitol foi
extremamente afetada pela fonte de carbono utilizada no cultivo das células. Estes autores
puderam observar que a maior concentragdo de xilitol (16,40 g/L) e o maior fator de
conversao (0,57 g de xilitol/g de xilose) foram obtidos utilizando-se um indculo obtido de
células cultivadas somente em glicose. Segundo estes autores, ao se utilizar apenas xilose
como meio para o crescimento celular, ocorreu a utilizagdo de xilitol para regeneracdo do
cofator NADPH, que por sua vez, foi utilizado na primeira etapa do metabolismo da xilose. Ja
a maior produtividade volumétrica (0,53 g/L.h) foi encontrada quando a levedura cresceu no
meio com xilose e glicose.

Silva (2004) também estudou a influéncia da relagdo glicose/xilose durante o cultivo
do indculo e observou que a maxima concentracdo de xilitol (27,8 g/L) foi obtida com o
inéculo cultivado em meio contendo glicose como tnica fonte de carbono.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo e baseado nos resultados
obtidos por Pfeifer et al. (1996) e Silva (2004), pode ser constatado que ndo é necessaria a
adi¢ao de xilose ao meio de cultivo, para a obteng¢do das células a serem empregadas como
inéculo, ao utilizar hidrolisado de palha de trigo como fonte de xilose para a producdo de
xilitol. Em resumo, apos a definicdo das condi¢des adequadas de fermentacdo, do tratamento
do hidrolisado e da fonte de carbono a ser utilizada no cultivo das células para a obten¢do do
inéculo, os resultados obtidos em frascos Erlenmeyer foram os seguintes: P = 30,5 g/L
(concentracdo final de xilitol), Qp = 0,42 g/L.h (produtividade volumétrica em xilitol), Yp/s =
0,59 g/g (fator de conversdo de xilose em xilitol) e n = 64,34% (eficiéncia da conversao de

xilose em xilitol).
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5.3.4 Comparagdo dos resultados obtidos com dados da literatura

A Tabela 24 apresenta os resultados obtidos no presente trabalho e resultados de
fermentagdes também realizadas em frascos Erlenmeyer, utilizando diferentes hidrolisados
hemicelulésicos com a levedura Candida guilliermondii FTI 20037. Foram citados resultados
com diferentes matérias-primas para comparagdo por existirem poucos dados na literatura

sobre a produgdo de xilitol no hidrolisado de palha de trigo com esta levedura.

Tabela 24 Resultados obtidos no presente trabalho e dados da literatura sobre a produgéo de xilitol em frascos

agitados empregando-se diferentes hidrolisados hemiceluldsicos com C. guilliermondii FTI 20037.

Matéria-prima X t S, P Qr Ypis  Referéncia

(9/L) (h) (9/L) (L)  (g/Lh)  (d/9)
Palha de trigo 0,5 72 51,69 30,5 0,42 0,59  Presente trabalho
Palha de trigo 3,0 48 9,62 3,44 0,07 0,36  Canilha (2002)
Palha de trigo 0,5 80 61,0 19,04 0,24 0,32  Martinez et al. (2002)
Bagaco de cana 1,6* 48 43,4 21,0 0,44 0,54  Carvalho et al. (2003)
Bagaco de cana 3,0 72 54,5 34,4 0,75 0,74  Felipe et al. (1997a)
Eucalipto 3,0 72 60,0 10,0 0,10 0,20  Canettieri et al. (2001)
Palha de arroz 3,0 96 90,0 58,56 0,61 0,72 Mussato (2002)

X - concentragdo celular, t; - tempo de fermentagdo, S, - concentragdo inicial de xilose, P - concentragdo de
xilitol, Qp - produtividade volumétrica em xilitol, Yps - fator de conversdo em xilitol, * células imobilizadas em

alginato de célcio.

Conforme pode ser observado na Tabela 24, mesmo utilizando o mesmo sistema de
condugdo do processo (frascos Erlenmeyer) para todos os experimentos, grandes variagdes na
concentragdo, produtividade volumétrica e fator de conversdo em xilitol foram obtidas ao
final das fermentagdes. De acordo com Parajé, Dominguez ¢ Dominguez (1998b), grandes
variagdes nos valores de concentragdo (0,62 - 94,7 g/L), produtividade (0,01 - 5,49 g/L.h) e
fator de conversdao (0,04 - 0,92 g/g) podem ser observadas para a producdo de xilitol em

diferentes hidrolisados hemiceluldsicos dependendo das caracteristicas do sistema empregado.
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A maior produtividade (0,75 g/L.h) e o maior fator de conversao em xilitol (0,74 g/g)
foram obtidos por Felipe et al. (1997a) quando a concentragdao do indculo foi de 3,0 g/L. de
células, em hidrolisado de bagaco de cana. Ao compararmos os dados obtidos no presente
estudo com aqueles apresentados na literatura, observa-se que a produtividade (0,42 g/L.h) ¢ o
fator de conversao (0,59 g/g) em xilitol encontrados para palha de trigo, foram superiores aos
resultados encontrados utilizando-se eucalipto (0,10 g/L.h e 0,20 g/g, respectivamente),
inferiores aos resultados encontrados utilizando-se bagaco de cana (0,75 g/L.h e 0,74 g/g) e
palha de arroz (0,61 g/L.h e 0,72 g/g), porém, semelhante aos resultados encontrados
utilizando-se bagago de cana quando se utilizou células imobilizadas (0,44 g/L.h e 0,54 g/g).

Destaca-se que o maximo valor de produtividade e fator de conversdo em xilitol
obtidos ao final desta fermentagdo de palha de trigo foram superiores aqueles obtidos por
Canilha (2002), utilizando-se a mesma matéria-prima, € com as vantagens adicionais de ter
sido utilizada uma menor concentragdo de carvao ativo no tratamento do hidrolisado (2,5%),
uma menor concentracdo de inoculo (0,5 g/L) e apenas glicose como fonte de carbono no
cultivo das células para a obtencdo do indculo no presente estudo. Os valores de
produtividade e fator de conversdo em xilitol obtidos nesta fermentacdo também foram
superiores aqueles obtidos por Martinez et al. (2002) utilizando a mesma matéria-prima, a

mesma quantidade de in6culo em condigdes semelhantes de fermentagao.

54 FERMENTACAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE PALHA DE TRIGO EM

FERMENTADORES DE BANCADA

5.4.1 Producgao de xilitol em fermentador de bancada de 2 L

Ap6s a obtencdo das melhores condigdes de cultivo em frascos agitados, foi realizado

um ensaio em fermentador de bancada, com capacidade total de 2 L. com 1,3 L de meio de
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fermentagdo, a fim de verificar o comportamento da levedura Candida guilliermondii FTI
20037, visando a producdo de xilitol. O meio de fermentagdo utilizado foi o que correspondeu
a melhor condigdo encontrada pelos modelos (1,0 g/L de sulfato de amonio, sem adigcdo de
cloreto de calcio, 5,0 g/L de farelo de arroz, fator de concentragdo do hidrolisado igual a 3 e
pH inicial de fermenta¢do igual a 6,0), juntamente com o estabelecido no estudo do
tratamento do hidrolisado (utilizacdo de 2,5% de carvao ativo). A concentragdo inicial de
células foi de 0,5 g/L, obtida do cultivo da levedura em meio contendo apenas glicose como
fonte de carbono, conforme estabelecido nos ensaios anteriores. A fermentacao foi conduzida
a 30 °C, sob agitacdo de 300 rpm e aeragdo de 0,4 vvm (kra = 15 h™). A Figura 18 mostra o
consumo de glicose, xilose, arabinose e acido acético, produg¢do de xilitol e células,

observados durante 70 horas de fermentacao.

—&— Glicose
—e— Xilose
—a— Xilitol
—&— Arabinose
—o— A. acético

—A— Células

Glicose, Xilose e Xilitol (g/L)
Arabinose, Acético e Células (g/L)

0 2 24 36 48 60 72
Tempo (h)

Figura 18 Consumo de glicose, xilose, arabinose e acido acético, producdo de xilitol e células, observados

durante a fermentacdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii FT1 20037 em

fermentador de bancada 2 L.

Observa-se na Figura 18 que a glicose foi consumida pela levedura nas primeiras 12

horas de fermentacdo, semelhantemente ao observado nas fermentagoes dos hidrolisados de
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bagaco de cana-de-agucar (CARVALHO, 2004) e de palha de trigo (CANILHA et al., 2003),
também realizadas em fermentadores de bancada com a mesma levedura. A glicose presente
no hidrolisado pode atuar como uma fonte de energia adicional para o metabolismo
microbiano (YAHASHI et al.,, 1996; LEE; RYU; SEO, 2000). Segundo Yahashi et al. (1996),
a bioconversdo de xilose em xilitol por células imobilizadas de Candida tropicalis foi mais
eficiente na presenca de glicose, a qual foi utilizada para o crescimento celular antes da
utilizagdo da xilose, permitindo a regeneragdo de NADPH pelo metabolismo através da via
das fosfopentoses. Segundo Lee, Ryu e Seo (2000), em um processo fermentativo contendo
glicose e xilose, a glicose ¢ utilizada como fonte de energia para o crescimento celular e como
co-substrato para regeneracdo de cofatores e a xilose ¢ utilizada como substrato primordial
para a conversao em xilitol.

Em relagdo a xilose (Figura 18), observa-se que esta pentose foi assimilada lentamente
pela levedura nas primeiras 8 horas de fermentagdo, cerca de apenas 0,92% da sua
concentragdo inicial, podendo ter ocorrido um consumo simultaneo da glicose e da xilose
neste periodo (Figura 17). Também se observa que o perfil do consumo total da xilose em
fermentador de bancada foi semelhante ao perfil do consumo total da xilose em frascos
agitados (Figura 17). De acordo com Martinez, Silva e Felipe (2000), tanto a agitacdo quanto
a aeragdo empregadas no processo podem influenciar na transferéncia de oxigénio, e
conseqlientemente interferir no consumo da xilose. Portanto, podemos dizer que a aeragdo e a
agitacao utilizadas nesta fermentacdo foram adequadas, nio interferindo no consumo total da
xilose.

Semelhante a fermentagdo realizada em frascos agitados (Figura 17), a arabinose ¢ o
acido acético presentes no meio foram assimilados por C. guilliermondii FTI 20037 durante a
fermentagdo (55 e 83%, respectivamente). Tal fato também foi observado por Silva (2004) em

hidrolisado de bagaco de cana, utilizando a mesma levedura. De acordo com Meyrial et al.
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(1991), as leveduras pertencentes ao género Candida possuem a habilidade de converter a
arabinose em arabitol. Para a producdo de xilitol, o consumo desta pentose induz a atividade
da enzima xilose redutase e, como conseqiiéncia, favorece a conversao e a produtividade em
xilitol, conforme ja citado anteriormente (WALTHER; HENSIRISAK; AGBLEVOR, 2001).

Quanto a producdo de xilitol (Figura 18), observa-se que a maior concentragdo obtida
na fermentacdo realizada em fermentador de bancada (28,61 g/L) foi semelhante a
concentragdo encontrada em frascos agitados (30,53 g/L), confirmando novamente que as
condi¢des de agitacdo e aeracdo utilizadas foram adequadas para a bioconversao de xilose em
xilitol. Sabe-se da literatura que fermentadores proporcionam maior oxigenag¢do do meio,
favorecendo o crescimento celular, fato constatado no presente estudo em que foi possivel
obter uma maior concentragdo de células em fermentador (10,53 g/L) do que em frascos
Erlenmeyer (7,10 g/L), porém este aumento na concentragdo celular n3o prejudicou a
producgdo de xilitol. Observa-se ainda um rapido crescimento celular nas primeiras horas de
fermentagao, possivelmente pelo consumo inicial de glicose presente no hidrolisado.

Em relacdo aos parametros fermentativos, os resultados obtidos em fermentador de
bancada foram os seguintes: P = 28,6 g/L (concentragdo final de xilitol), Qp= 0,41 g/L.h
(produtividade volumétrica em xilitol), Yps = 0,55 g/g (fator de conversdo de xilose em
xilitol) e n = 60% (eficiéncia da conversdo de xilose em xilitol). Considerando-se que os
parametros fermentativos encontrados em fermentador de bancada foram semelhantes aos
encontrados em frascos agitados (30,53 g/L, 0,42 g/L.h, 0,59 g/g), constatou-se que foi
possivel ampliar a escala dos frascos Erlenmeyer (125 mL) para o fermentador de bancada

(2 L) trabalhando nas melhores condi¢des definidas nos frascos agitados.
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5.4.1.1 Comparacdo dos resultados obtidos com dados da literatura

A Tabela 25 apresenta os resultados obtidos no presente trabalho e resultados de
fermentagdes também realizadas em fermentadores de bancada, utilizando diferentes
hidrolisados hemiceluldsicos com a levedura Candida guilliermondii FTI 20037. Foram
citados resultados com diferentes matérias-primas para comparagdo por ter sido encontrado
apenas um trabalho na literatura sobre a producao de xilitol no hidrolisado de palha de trigo

com esta levedura.

Tabela 25 Resultados obtidos no presente trabalho e dados da literatura sobre a producdo de xilitol em

fermentadores de bancada empregando-se diferentes hidrolisados hemiceluldsicos com Candida

guilliermondii FT120037.

Matéria-prima X So P Qr Yps Referéncia
(/L) (L) (e/L) (g/L.h)  (gl9)

Palha de trigo 0,5 53,2 28,6 0,41 0,55 Presente trabalho
Palha de trigo 0,5 30,5 27,5 0,50 0,90 Canilha et al. (2003)
Bagaco de cana 0,5 62,1 41,8 0,90 0,70 Silva et al. (1997)
Bagaco de cana 0,5 51,0 18,0 0,70 0,70 Martinez et al. (2003)
Bagaco de cana 1,4 68,8 47,5 0,40 0,81 Carvalho (2004)
Eucalipto 1,5 60,0 254 0,35 0,36  Canettieri (1998)
Alamo 1,5 50,0 3438 0,58 0,80 Preziosi-Belloy et al. (2000)
Palha de arroz 30 903 377 0,32 0,53 Mussato (2002)

X - concentragdo celular, S, - concentragdo inicial de xilose, P - concentragdo de xilitol, Qp - produtividade

volumétrica em xilitol, Yp/s - fator de conversao em xilitol, * células imobilizadas em alginato de calcio.

Como pode ser observado na Tabela 25, a maior produtividade (0,90 g/L.h) foi obtida
por Silva et al. (1997), quando se utilizou como indculo 0,5 g/L de células da levedura
cultivada em hidrolisado de bagaco de cana-de-actcar, e o maior fator de conversao (0,90 g/g)
foi obtido por Canilha et al. (2003) utilizando-se a mesma concentracdo de indculo em
hidrolisado de palha de trigo. Ao se comparar os dados obtidos neste estudo com aqueles
reportados na literatura, observa-se que a produtividade em xilitol (0,41 g/L.h) encontrada

neste trabalho, foi superior as obtidas com hidrolisado de eucalipto (0,35 g/L.h) e palha de
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arroz (0,32 g/L.h), inferior as obtidas com hidrolisado de bagaco de cana-de-actcar (0,90 e
0,70 g/L.h), madeira de alamo (0,58 g/L.h) e palha de trigo (0,50 g/L.h) e semelhante a
produzida com hidrolisado de bagaco de cana e células imobilizadas (0,40 g/L.h). Em relagdo
ao fator de conversao obtido (0,55 g/g) podemos observar que foi superior ao encontrado com
hidrolisado de eucalipto (0,36 g/L.h), semelhante ao encontrado com palha de arroz
(0,53 g/L.h) e inferior aos encontrados utilizando-se hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar
com células livres (0,70 e 0,70 g/L.h) ou imobilizadas (0,81 g/L.h), madeira de alamo

(0,80 g/L.h) e palha de trigo (0,90 g/L.h).
5.4.2 Produgao de xilitol em fermentador de 16 L

Visando a obten¢do do xilitol por cristalizagdo, sua producdo foi ampliada em um
fermentador com capacidade total de 16 L com 12 L de meio de fermentagdo. O meio de
fermentagdo utilizado foi o que correspondeu a melhor condi¢cdo encontrada pelos modelos
juntamente com o estabelecido no estudo do tratamento do hidrolisado. A concentragdo inicial
de células foi de 0,5 g/L, obtida do cultivo da levedura em meio contendo apenas glicose
como fonte de carbono, conforme estabelecido nos ensaios anteriores. A fermentagdo foi
conduzida a 30 °C, sob agitacio de 300 rpm e aeragdo de 0,2 vvm (kra= 15 h™).

A Figura 19 mostra o consumo de glicose, xilose, arabinose e acido acético, producao

de xilitol e células, observados durante 88 horas de fermentagao.
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Figura 19 Consumo de glicose, xilose, arabinose e acido acético, producdo de xilitol e células, observados
durante a fermentacdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii FTI 20037 em
fermentador de 16 L.

Comparando os resultados obtidos na fermentacdo em fermentador de 16 L (Figura
19) com os obtidos na fermentagdo em fermentador de 2 L (Figura 18), pode-se observar que
o consumo dos acgucares ¢ do acido acético foram bastante semelhantes.

A concentragdo de xilitol e a produtividade volumétrica obtidas (30,68 g/L e
0,37 g/L.h, respectivamente) também foram semelhantes a concentragdo ¢ a produtividade
encontradas em fermentador de 2 L de capacidade util (28,61 g/L e 0,41 g/L.h). Por outro
lado, o fator de conversdo encontrado nesta fermentacao (0,65 g/g), e conseqiientemente a
eficiéncia da conversdo (70,88%), foram superiores aos encontrados na fermentagao
utilizando fermentador de 2 L (0,55 g/g e 60%, respectivamente). Segundo Winkelhausen e
Kuzmanova (1998), a produgao de xilitol é inversamente proporcional ao crescimento celular,
fato constatado no presente trabalho, em que a fermentacao realizada no fermentador de 16 L

(Figura 19) apresentou a maior producdo de xilitol (30,68 g/L) e o menor crescimento celular
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(7,90 g/L) quando comparada com a fermentagdo realizada no fermentador de 2 L (Figura
18), que apresentou a menor producdo de xilitol (28,61 g/L) e a maior concentragdo celular
(10,53 g/L).

Por 1ultimo, ndo se pode deixar de destacar que foi possivel ampliarmos a escala de
produgdo de xilitol de um fermentador de 2 L para um fermentador de 16 L, utilizando como
critério de ampliagdo o kja, uma vez que, os valores dos parametros fermentativos foram
bastante semelhantes. Segundo Yantorno (2005), os critérios mais utilizados industrialmente
para a ampliagdo de escala sdo: o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (ki a), a
relacdo da poténcia de agitacdo por unidade de volume (P/V) e a velocidade de agitagdo (V),
nas propor¢des de 30, 30 e 20%, respectivamente. Ao ampliar a escala de produgdo foi
necessario aumentar o tempo de fermentacdo. Em fermentador de 2 L de capacidade util a
maior producdo de xilitol foi obtida em 70 horas de fermentagdo, enquanto que em

fermentador de 16 L foi necessario um tempo de 82 horas para alcangar a maior produgao.

55 CLARIFICACAO DO CALDO FERMENTADO

O xilitol ¢ um produto a ser utilizado nas industrias alimenticias e farmacéuticas,
devendo apresentar uma alta pureza antes de utilizado. Para alcancar este objetivo, foi
realizado um estudo de clarificagdo do xilitol presente no caldo fermentado obtido. As
caracteristicas do caldo fermentado com 82 horas de fermentagdo (A) e apds centrifugacao
(B) para a retirada das células, estdo apresentadas na Tabela 26.

No processo de centrifugacdo foram verificadas perdas de xilose (16%) e de acido
acético (40%), além de um decréscimo no valor do pH. Em relagdo ao xilitol e a arabinose

foram observados pequenos aumentos em suas concentracdes (0,8 e 0,9%, respectivamente).
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Tabela 26 Caracteristicas do caldo fermentado com 82 horas de fermentagdo (A), e apds centrifugacdo (B).

Componente Etapas do processo

A B
Xilitol (g/L) 30,68 30,92
Xilose (g/L) 3,65 3,07
Arabinose (g/L) 6,75 6,81
Acido acético (g/L) 1,30 0,78
Fendis totais (g/L) ND 15,50
Sélidos totais (g/L) ND 9,50
Células (g/L) 7,90 0,00
pH 6,49 5,74
°Brix ND 9,0
Cor ICUMSA ND 3315751,33

ND - nao determinado

O caldo foi submetido a uma série de tratamentos, nos quais foram avaliados: (1°)
solugdes regenerantes para as resinas e a quantidade de caldo fermentado misturado a resina
(primeira etapa); (2°) composi¢ao do caldo fermentado que sai de cada uma das trés resinas
testadas em série nos quatro melhores ensaios da primeira etapa (segunda etapa); (3°)
composi¢do do caldo fermentado que sai de apenas duas resinas testadas em série nos dois
melhores ensaios da segunda etapa (terceira etapa). A Tabela 27 apresenta os resultados dos
primeiros ensaios de clarificacdo (primeira etapa).

Nesta primeira etapa do estudo de clarificagdo, foram observadas diminui¢des nas
concentragdes de xilose e de arabinose em todos os ensaios, quando comparadas com a
composi¢ao encontrada apos a centrifugacao (3,07 e 6,81 g/L, respectivamente). Fendis totais,
acido acético e solidos totais também foram removidos, em diferentes propor¢des. Por outro
lado, também foi observada uma perda em xilitol, variando de 20,54 a 60,67%, da

concentragcdo encontrada apds a centrifugacao (30,92 g/L).



Tabela 27 Resultados dos oito ensaios iniciais de clarificagdo do caldo fermentado a partir de palha de trigo (1* etapa).

Proporcéo Concentracéo (g/L) % perda % remocao
resina + caldo | Regenerantes pH Xilose Arabinose Xilitol xilitol Fendis Acido Sélidos Cor
totais acético totais

01 1+1 5,04 0,39 1,07 14,14 54,27 98,32 100 72,63 99,93
02 1+2 A: NaCl 10% 5,09 0,99 2,55 19,69 36,32 95,74 78,21 85,26 99,80
03 1+3 C: NaCl 5% 5,19 1,32 3,39 22,23 28,11 92,07 65,39 77,90 99,69
04 1+4 5,27 1,62 4,07 24,57 20,54 83,00 53,85 77,90 96,68
05 1+1 2,41 0 0,20 12,16 60,67 98,97 100 88,74 99,88
06 1+2 A: NaOH 10% 2,39 0,27 0,76 19,93 35,54 98,32 100 87,68 99,85
07 1+3 C: HCI 5% 2,33 0,67 1,67 20,37 34,12 97,10 100 87,05 99,73
08 1+4 1,85 1,44 3,34 24,41 21,05 82,65 76,92 81,79 96,71

1+1 = 25mL resina + 25mL caldo
142 = 25mL resina + 50mL caldo
143 = 25mL resina + 75mL caldo
1+4 = 25mL resina + 100mL caldo

A - resina anionica; C - resina cationica
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Também foi possivel observar redugdes da coloracdo em todos os oito ensaios
realizados (Tabela 27), destacando-se as maiores redugdes nos ensaios 01, 02, 05 e 06,

conforme pode ser observado na Figura 20.

Figura 20 Ensaios de clarificagdo do caldo fermentado com resinas de troca idnica. Da esquerda para direita:

caldo e ensaios de 01 a 08.

Segundo a Tabela 27 e a Figura 20, em um volume constante de resina utilizado, tanto
a redu¢do de cor do caldo quanto a remocdo dos fendis totais, acido acético e solidos totais,
sdo menores a medida que aumenta o volume do caldo em contato com a resina.

De acordo com os resultados obtidos, quanto as maiores redugdes de cor e remogdes
de compostos toxicos, e, levando em conta a escolha de dois ensaios com regenerantes sais €
dois com regenerantes acido e base, foi possivel escolher quatro dos oito ensaios realizados
para a proxima etapa dos estudos de clarificagdo: 01, 02, 05 e 06, destacando-se que estes
foram os que apresentavam menores volumes do caldo fermentado em contato com as resinas.

Portanto, na segunda etapa, estes quatro ensaios foram novamente realizados, agora
analisando a composi¢do do caldo fermentado ao final de cada uma das trés resinas testadas

em série (Tabela 28).



Tabela 28 Resultados dos quatro ensaios de clarificagéo do caldo fermentado a partir de palha de trigo (2* etapa).

Regenerantes pH Concentracéo % perda % remocgéao

Xilose  Arabinose Xilitol xilitol Fendis Acido Sélidos Cor

(g/L) (g/L) (g/L) totais acético totais
01 A-860S 5,39 1,52 3,94 23,73 23,25 86,32 67,95 63,75 97,40
A-500PS 5,43 0,85 2,26 18,04 41,66 95,03 88,00 84,34 99,77
C-150 A: NaCl 10% 5,35 0,45 1,29 15,32 50,45 98,19 9,03 87,72 99,88
02 A-860S C: NaCl 5% 5,22 2,12 4,19 28,51 7,79 76,13 15,39 58,82 96,40
A-500PS 5,25 1,49 3,87 23,62 23,61 89,36 60,26 72,06 99,52
C-150 5,33 1,12 2,83 20,45 33,86 95,23 70,51 83,60 99,68
05 A-860S 12,45 0,62 1,39 20,18 34,74 93,74 87,18 70,07 99,62
A-500PS 12,41 0,10 0 12,88 58,34 98,97 100 83,31 99,90
C-150 A: NaOH 10% 3,36 0,06 0,20 12,40 59,90 99,36 100 97,57 99,74
06 A-860S C: HCI 5% 12,20 1,60 2,55 25,77 16,66 74,58 44,87 54,63 92,15
A-500PS 12,43 0,54 1,27 23,03 25,51 93,36 100 75,53 99,45
C-150 2,93 0,30 0,98 19,15 38,07 97,36 100 99,78 99,54

Ensaios 01 € 05 = 25mL resina + 25mL caldo

Ensaios 02 e 06 = 25mL resina + 50mL caldo

A - resina anionica; C - resina catidnica

96
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Conforme pode ser observado na Tabela 28, elevadas remogdes dos fenodis totais,
acido acético e solido totais foram observadas (variando entre 95-99%, 60-100% e 72-84%,
respectivamente), a partir da segunda resina utilizada em série em todos os ensaios. Por outro
lado, também foram observadas perdas de xilitol. Nos quatro ensaios realizados, a cada resina
a mais utilizada na clarificacdo, maior era a perda deste produto de interesse. Apds a segunda
resina utilizada (A-500PS), as menores perdas em xilitol foram observadas nos ensaios 02 e
06 (23,61 e 25,51%, respectivamente).

A Figura 21 mostra o aspecto do caldo fermentado ap6s os diferentes tratamentos com
resinas de troca i0nica, nas etapas de clarificacdo referentes aos ensaios 01, 02, 05 ¢ 06. Pode-
se observar nitidamente a diminui¢do da colora¢do do caldo em todos os ensaios a partir da

segunda resina utilizada (A-500PS).

(b)

Figura 21 Etapas de clarificagdo do caldo fermentado com resinas de troca i6nica. (a) ensaios 01 ¢ 05 (25 mL
resina + 25 mL caldo); (b) ensaios 02 e 06 (25 mL resina + 50 mL caldo). Da esquerda para direita: A-
860S, A-500PS e C-150 para cada ensaio.
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De acordo com os resultados obtidos, quanto as maiores reducdes de cor, remogdes de
compostos toxicos ¢ menores perdas em xilitol, e, levando em conta a escolha de um ensaio
com regenerantes sais € um com regenerantes acido e base, foi possivel escolher dois dos
quatro ensaios realizados, para a proxima etapa dos estudos de clarificacdo: ensaios 02 e 06.

Na terceira etapa, esses dois ensaios foram novamente realizados, agora analisando
apenas duas resinas em série, conforme sugerido na etapa anterior. Para cada ensaio foram
realizados trés experimentos diferentes, testando-se uma resina anidnica e uma cationica em
seqiiéncia (A-860S com C-150 e A-500PS com C-150) e duas resinas anidnicas em seqiiéncia
(A-860 com A-500PS). A Tabela 29 apresenta as caracteristicas do caldo ao final de cada um
dos seis experimentos realizados.

Pela composi¢do final encontrada para os seis experimentos realizados (Tabela 29),
observar-se diminui¢des das concentracdes de xilose e de arabinose, quando comparadas com
as concentragdes de xilose (3,07 g/L) e arabinose (6,81 g/L) presentes no caldo apds a
centrifugacdo (Tabela 26). Entre os seis experimentos, 0o que apresentou maior remog¢ao
desses agucares foi o ensaio 06, com duas resinas anidnicas em seqiiéncia. Quanto aos fenois
totais, acido acético e solidos totais, também foram observadas elevadas remogoes em todos
os ensaios, variando entre 88-97%, 54-100% e 67-97%, respectivamente, destacando os
experimentos realizados no ensaio 06 em que se obteve a maior remocao desses trés
compostos. Entretanto, houve perda de xilitol em todos os ensaios, variando entre 21-31%,
sendo menores as perdas nos ensaios com duas resinas anidnicas em seqiiéncia.

A Figura 22 mostra o aspecto do caldo fermentado ap6s os diferentes tratamentos com
resinas de troca idnica, nas etapas de clarificacio referentes aos experimentos realizados para
os ensaios 02 e 06. Podem-se observar elevadas redugdes na cor nos dois ensaios, destacando

os que empregaram duas resinas anionicas em seqiiéncia.



Tabela 29 Resultados dos seis experimentos de clarificaggo.

Regenerantes pH Concentracao % perda % remocao
Xilose  Arabinose Xilitol xilitol Fendis Acido Sélidos Cor
(g/L) (g/L) (g/L) totais acético totais
02 A-860S 5,25 1,49 3,87 23,62 23,61 89,36 60,26 72,06 99,52
A-500PS
02 A-860S A: NaCl 10% 5,41 1,39 3,50 22,40 27,56 90,39 53,85 66,72 99,19
C-150 C: NaCl 5%
02 A-500PS 5,32 1,39 3,53 22,17 28,30 87,94 57,69 71,38 96,68
C-150
06 A-860S 12,43 0,54 1,27 23,03 25,51 93,36 100 75,53 99,45
A-500PS
06 A-860S A:NaOH 10% | 2,40 0,89 2,33 21,24 31,31 96,71 83,33 96,87 99,52
C-150 C: HC1 5%
06 A-500PS 2,27 1,42 3,50 24,31 21,38 94,19 78,21 96,87 99,25
C-150

Ensaios 02 e 06 = 25mL resina + 50mL caldo

A - resina anionica; C - resina cationica
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Figura 22 Etapas de clarificagdo do caldo fermentado com resinas de troca i6nica. Da esquerda para direita:

ensaios 02 e 06; seqiiéncia: A-860S com A-500PS, A-860S com C-150 e A-500PS com C-150.

De acordo com os resultados apresentados foi possivel definir a melhor seqiiéncia a
ser utilizada na clarificacdo de todo caldo fermentado. Definiu-se o ensaio 06 onde foram
utilizadas duas resinas anidnicas em seqiiéncia (A-860S e A-500PS), que apresentaram
maiores remog¢des de fenois totais, acido acético, sélidos totais, xilose e arabinose, maior
redu¢do da coloragdo e menores perdas na concentragdo de xilitol. Carvalheiro et al. (2005),
avaliando a destoxificagdo do hidrolisado de bagaco de malte para a produgdo de xilitol por
Debaryomyces hansenii, também puderam observar que duas resinas anidnicas em seqiiéncia
apresentaram os melhores resultados quanto a retirada de inibidores e quanto a menores
perdas de xilose.

O caldo foi entdo clarificado, primeiramente com a resina acrilica de troca anidnica
fortemente basica tipo 1 (A-860S); em seguida foi centrifugado para retirada de precipitado
formado e depois clarificado com a resina macroporosa de troca anidnica fortemente basica
tipo 1 (A-500PS). O regenerante utilizado para as duas resinas anidnicas foi solucdo alcalina
de NaOH a 10%. Ap6s clarificagdo, o caldo foi concentrado para aumentar a concentragao de
xilitol presente.

A Tabela 30 apresenta a composicdo do caldo fermentado durante cada etapa de

clarificagdo e ap6s concentragao.



Tabela 30 Composigéo do caldo fermentado durante cada etapa de clarificagdo e apds concentragao.

pH Concentracao (g/L) Cor ICUMSA
Xilose Arabinose Xilitol Fenois totais ~ Acido acético  Solidos totais
Caldo fermentado 5,74 3,07 6,81 30,92 15,50 0,78 9,50 3.315.751,33
Apébs clarificacdo com A-860S 11,84 0,77 0,95 20,08 5,31 0,21 6,83 ND
Centrifugado 11,79 0,79 1,09 19,13 2,12 0,20 5,13 ND
Apos clarificacdo com A-500PS 12,21 0,24 0,51 17,60 1,11 0,02 3,17 ND
Concentrado 5,74 3,07 3,20 726,50 12,18 1,00 ND 175.535,71

ND — ndo determinado
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Conforme pode ser observado na Tabela 30, houve uma redugdo das concentragdes de
xilose e de arabinose presentes no caldo fermentado quando se compara com o caldo obtido
apods a ultima etapa do processo de clarificagdo (92 e 93%, respectivamente). Também deve
ser destacada a eficiéncia alcangada neste processo quanto a remog¢ao de compostos toxicos,
resultando em remogoes de 93, 97 ¢ 67%, de fendis totais, acido acético e solidos totais,
respectivamente. Nilvebrant et al. (2001) trataram hidrolisado de madeira com resinas de
troca i0nica para a producao de etanol e também observaram que as resinas anidnicas foram
as mais efetivas para a remocdo de fenodis totais, furanos, aldeidos e acidos alifaticos do
hidrolisado estudado. Mancilha e Karim (2003), estudando a destoxificagdo do hidrolisado de
“corn stover”, observaram uma remog¢do de 100% de acido acético, utilizando-se resina
anionica (A-103S).

Por outro lado, foi observada uma perda em xilitol de 43% ao comparar o caldo
fermentado com o caldo obtido ap6s a tltima etapa de clarificagdo. Carvalho, Marton e Felipe
(2005), avaliando o tratamento do hidrolisado de bagago de cana-de-agticar com carvao ativo
e resinas de troca i0nica, observaram perdas de 40% do seu agucar de interesse (xilose) apds o
tratamento com carvao e com as resinas A-860S, A-500PS e C-150, em seqiiéncia. Martinez
(2005) observou perdas em xilitol (de 8,12% e 15,23%) ao clarificar um meio obtido apds
fermentag¢do de hidrolisado de bagaco de cana-de-acgtcar por C. guilliermondii FTI 20037,
com resinas de troca idnica A-505 e C-505.

Apbs a concentracdo, foi observado que os teores dos compostos toxicos e dos
acucares aumentaram de maneira ndo proporcional ao fator de concentragdo utilizado (40
vezes). Para o xilitol, foi observado um aumento na sua concentracdo em 41 vezes em relacao
a sua concentragdo anterior, valor de fator de concentragdo observado muito préximo ao
utilizado neste trabalho (40 vezes). As concentragdes de xilose, arabinose e fendis totais,

aumentaram em 18, 6 e 11 vezes, respectivamente, valores de fator de concentragdo
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observados inferiores ao utilizado neste trabalho. J4, a concentragdo do acido acético

praticamente ndo variou em relagdo ao fator de concentragdo utilizado neste trabalho.

5.6 CRISTALIZACAO DO XILITOL

Apbs tratamento e concentracdo, o caldo fermentado obtido com (g/L): 4,30 de xilose,
3,20 de arabinose, 726,50 de xilitol, 1,00 de acido acético e 12,18 de fendis totais, foi
submetido a cristalizagdo por resfriamento linear, utilizando a melhor condi¢dao obtida por
Martinez (2005) (temperatura de saturacdo de 50 °C e velocidade de resfriamento linear de
0,5 °C/min). Nesta condi¢do, ndo houve cristalizacdo. Isto pode ter ocorrido devido ao fato do
hidrolisado utilizado neste trabalho (palha de trigo) ser diferente do hidrolisado utilizado por
Martinez (2005) (bagaco de cana), ressaltando a diferenga entre as composi¢des dos caldos
obtidos. Conforme descrito acima, o caldo obtido neste trabalho possui outros produtos em
sua composicao, xilose, arabinose, acido acético e fendis totais, enquanto que Martinez (2005)
ressalta que o caldo obtido pela fermentacdo do bagago de cana-de-agucar possui apenas
arabinose (13,20 g/L) além do xilitol obtido (935,3 g/L). Outro fator que também pode ter
influenciado na cristalizacao ¢ o pH do caldo fermentado. Martinez (2005) clarificou o caldo
obtido com resinas de troca idnica A-505 e C-505, sendo a ultima uma resina catidnica,
constatando-se um pH do caldo em torno de 5,0 ao final da etapa de clarificagdo. Neste
trabalho, as resinas utilizadas para a clarificagdo do caldo, obtido pela fermentacdo do
hidrolisado de palha de trigo, foram anidnicas, constatando-se um pH de 12,0 ao final da
etapa de clarificacgdo.

O proximo passo foi entdo definir a temperatura de saturacdo e a velocidade de
resfriamento linear que fossem mais adequadas para a cristalizagdo do xilitol presente no
caldo da palha de trigo. Também foram realizados ensaios utilizando-se solugdo de xilitol

pura (na mesma concentracao do caldo fermentado) para comparagdes. Para esses ensaios foi
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utilizado como solvente mistura dgua-etanol (50-50%) e diferentes temperatura de saturacao
(T) e velocidade de resfriamento linear (Vg). A Tabela 31 apresenta as diferentes condigdes
de cristaliza¢do utilizadas e os seus respectivos resultados utilizando-se solu¢do de xilitol

pura, misturas do caldo fermentado com a solu¢@o de xilitol e o caldo fermentado puro.

Tabela 31 Temperaturas de saturagéo (T), cristalizagdo (Tc) e final (Tr), velocidade de resfriamento linear (Vy),
massa cristalizada (Mc) e rendimento da cristalizagdo (R) utilizando-se solugdo de xilitol pura, misturas

do caldo fermentado com a solugdo de xilitol e o caldo fermentado puro.

Ensaios T (°C) Te (°C) Tr(°C) Vg (°C/min) Mc (g) R (%)
01 40 15 10 0,2 21,58 51,4
02 40 15 10 0,2 18,25 43,5
03 50 20 10 0,4 3,27 7,8
04 40 ¢ 50 - 10 04¢0,5 - -
05 40 ¢ 50 - 10 0,2 ¢0,4 - -

01- Solugdo xilitol pura; 02- 30% caldo + 70% solugdo xilitol; 03- 50% caldo + 50% solugdo de xilitol; 04- 70%
caldo + 30% solugdo de xilitol; 05- Caldo fermentado obtido da palha de trigo.

Conforme apresentado na Tabela 31, foi possivel cristalizar o xilitol presente nas
condi¢des dos ensaios 01, 02 e 03 (a partir de uma solucdo de xilitol pura, 30% de caldo com
70% de solucdo de xilitol e 50% de caldo com 50% de solucdo de xilitol, respectivamente),
com rendimentos de 51,4%, 43,5% e 7,8%, respectivamente. Deve-se destacar que o tempo
necessario para a cristalizacao de xilitol (entre 2-3 h), utilizando Vg = 0,2 ou 0,4 °C/min e AT
=T - Tr =30 ou 40 °C, ¢ menor que o tempo necessario para cristalizar a sacarose (entre 13-
14 h), utilizando Vg =4 °C/h ¢ AT = 53 °C, em média (MATELATTO, 2005).

Nos ensaios 04 e 05, com 70% de caldo e caldo fermentado puro, respectivamente,
ndo foi possivel cristalizar o xilitol. A cristalizagdo, nesses dois casos, pode ter sido
prejudicada pela composi¢do do caldo fermentado, que apresentava impurezas, outros
acucares e uma forte coloragdo, desenvolvida apos a etapa de concentragdo. Além das mesmas

temperaturas de saturacdo e velocidades de resfriamento utilizadas nos trés primeiros ensaios,
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outras condigdes de cristalizagdo (Tabela 31) também foram testadas para estes dois ensaios,
sem éxito ao final de cada experimento realizado.

As Figuras 23, 24 e 25 apresentam as andlises termogravimétricas, ou seja,
degradagdes térmicas das amostras de xilitol, para os ensaios 01, 02 e 03, respectivamente. As
analises indicam degradacdes de 98,75%, 91,69% e 86,69% das amostras de solucao de xilitol

pura, 30% e 50% de caldo fermentado, respectivamente.
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Figura 23 Analise termogravimétrica (TGA) para o ensaio 01 (solugdo de xilitol pura).
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Figura 24 Analise termogravimétrica (TGA) para o ensaio 02 (30% caldo fermentado + 70% solug@o de xilitol).
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Figura 25 Andlise termogravimétrica (TGA) para o ensaio 03 (50% caldo fermentado + 50% solug@o de xilitol).
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Podemos observar que a andlise termogravimétrica para a solucao de xilitol pura
(Figura 23) apresenta o inicio e o término da degradacdo da amostra bem mais definidos que
ao compararmos com as analises termogravimétricas para as misturas com o caldo fermentado
(Figuras 24 e 25). Também podemos verificar que no intervalo entre 200 °C e 350 °C, onde se
observa degradacdo de 98,75% da amostra da solucdo de xilitol pura (Figura 23), foram
observadas degradacdes de 91,69% e 86,69% das misturas com 30% e 50% de caldo
fermentado, respectivamente (Figuras 24 e 25). Observa-se ainda que as amostras do caldo
fermentado continuam degradando mesmo apo6s o intervalo de temperatura citado. Isto pode
ser devido ao fato destas amostras possuirem outros produtos em sua composi¢ao, tais como
os ions metalicos, interferindo nas suas degradagoes.

A Figura 26 apresenta as trés analises termogravimétricas (ensaios 01, 02 e 03). Pode-
se observar a diferenca da degradacao da solucao de xilitol pura (em azul) para a degradagao
ocorrida nos outros dois ensaios, com 30% e 50% de caldo fermentado da palha de trigo, (em
vermelho para o ensaio 02 ¢ em preto para o ensaio 03). Entre os dois tltimos ensaios pode-se
observar uma similaridade na degradagdo das amostras provavelmente devido a composi¢ao

do caldo fermentado.
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Figura 26 Andlise termogravimétrica (TGA) para os ensaios 01 (em azul), 02 (em vermelho) e 03 (em preto).

As Figuras 27, 28 e 29 apresentam as analises de calorimetria de varredura diferencial
para os ensaios 01, 02 e 03, respectivamente. As andlises indicam pontos de fusdo com pico
em 94,34 °C, 92,87 °C ¢ 91,56 °C e calor de fusdo de 283,16 J/g, 244,79 J/g e 177,20 J/g para
as amostras de solucdo de xilitol pura, 30% e 50% de caldo fermentado, respectivamente. A
Figura 30 apresenta o ponto de fusdo e calor de fusdo dos trés ensaios realizados. Verifica-se
que o ponto de fusdo para a solucdo de xilitol pura (em azul) ¢ bastante definido por nao
apresentar impurezas na sua composi¢@o. Ja a analise da mistura com 50% de caldo fermentdo
(em preto), onde se tem maior quantidade de impurezas presentes na amostra, nao apresentou

boa defini¢do do seu ponto de fusio.
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Figura 27 Analise de calorimetria de varredura diferencial (DSC) para o ensaio 01 (solugdo de xilitol pura).
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Figura 28 Analise de calorimetria de varredura diferencial (DSC) para o ensaio 02 (30% caldo fermentado +

70% solucao de xilitol).
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Figura 29 Analise de calorimetria de varredura diferencial (DSC) para o ensaio 03 (50% caldo fermentado +

50% solugdo de xilitol).
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Figura 30 Analise de calorimetria de varredura diferencial (DSC) para os ensaios 01 (em azul), 02 (em

vermelho) e 03 (em preto).
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Os cristais obtidos a partir da solugdo de xilitol (ensaio 01) apresentaram 99,87% de
pureza, ponto de fusdo de 94,34 °C e calor de fusdo de 283,16 J/g, valores muito préximos
aos citados por Martinez (2005) para o xilitol com qualidade alimenticia (99,8%, 93,61 °C e
259,66 J/g, respectivamente). Os cristais obtidos nos ensaios 02 e 03, com caldo fermentado
de palha de trigo e com solucao de xilitol, apresentaram 95,89 e 95,33% de pureza, ponto de
fusdo de 92,87 ¢ 91,56 °C e calor de fusdo de 244,79 e 177,20 J/g, respectivamente, valores
inferiores aos do xilitol com qualidade alimenticia.

Os produtos dos 02 primeiros ensaios, onde se obteve maior quantidade de cristais
(Tabela 31), também foram caracterizados granulometricamente por peneiramento. Pela
diferenca de massa entre as peneiras vazias e as peneiras contendo os cristais de xilitol,
determinou-se a massa retida em cada faixa de tamanho. A partir da distribui¢ao massica (%)
e do programa “Vitac 49”, de acordo com a fun¢do gama modificada (equacdo 03), foi
possivel calcular a distribuicdo granulométrica acumulada (M(L)) e os valores de z para os

dois primeiros ensaios de cristaliza¢ao de xilitol, os quais estdo apresentados na Tabela 32.
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Tabela 32 Distribuigdo granulométrica acumulada (M(L)) e valores de z dos ensaios de cristalizagdo de xilitol a partir de uma solugdo de xilitol pura e do caldo obtido da

fermentacdo do hidrolisado de palha de trigo.

ensaios 0,05 0,106 0,177 0,25 0,297 0,42 0,59 0,71

01 ML) 100 86,23767 71,25411 47,95679 35,74448 17,9427 8,642555 6,106153
z 0,000000 1,970671 2,707033 3,770359 4,411512 5,706022 6,912806 7,451443

02 ML) 100 58,63014 31,23288 9,808219 1,205479 0,931507 0,547945 0,164384
z 0,000000 3,273039 4,683243 6,711801 9,789156 10,141752 10,855717 12,428626

01- Solugédo de xilitol pura; 02- 30% caldo + 70% solug@o xilitol

z- adimensional de tamanho
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As Figuras 31 e 32 apresentam as distribui¢des granulométricas (M(L)) e os valores de

z em funcao do tamanho dos cristais (L), respectivamente.
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Figura 31 Distribuigdes granulométricas (M(L)) em fungdo do tamanho dos cristais (L) para os ensaios 01

(solucdo de xilitol pura) e 02 (30% caldo + 70% solugdo de xilitol).
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Figura 32 Valores de z em fung¢do do tamanho dos cristais (L) para os ensaios 01 (solugéo de xilitol pura) e 02

(30% caldo + 70% solugdo de xilitol).
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Pela Figura 31 pode-se observar que a condigdo correspondente ao ensaio 02, mistura
de 30% caldo com 70% de solugdo de xilitol, apresenta uma maior quantidade de cristais com
tamanhos entre 0,05 ¢ 0,25 mm enquanto que a condi¢cdo correspondente ao ensaio 01,
solugdo de xilitol pura, apresenta uma distribui¢do dos cristais ao longo do tragado. A Figura
32 apresenta valores de z em fun¢do do tamanho dos cristais (L). Para valores de z = 3, sao
observados valores de tamanhos médio (Lp) de 0,20 mm para o ensaio 01 (solugdo de xilitol)
e de 0,10 mm para o ensaio 02 (mistura de 30% caldo com 70% de solugdo de xilitol).
Também podemos observar na Figura 32 que existe linearidade para a distribui¢do
granulométrica que representa os cristais formados a partir da solug¢ao de xilitol pura (ensaio
01) e que ndo existe linearidade para a distribui¢do realizada com caldo fermentado (ensaio
02), devido, principalmente, a aglomeracdo dos cristais de xilitol formados entre 0,05 e
0,25 mm. Devido a esta aglomeragdo, o tamanho médio dos cristais (Lp) observado no ensaio
02 foi menor que o tamanho médio observado no ensaio 01. Tal fato também foi observado
por Martinez (2005), em que as distribuigdes granulométricas encontradas, utilizando-se caldo
fermentado de bagaco de cana, também ndo apresentaram linearidade, produzindo
aglomeragdes dos cristais em uma faixa de tamanho. Segundo Fernandes, Avelino e Farelo
(1999), os cristais de xilitol obtidos possuem fracdes de aglomerados geralmente quando as
cristalizagdes sdo realizadas a partir de solu¢des aquosas altamente concentradas.

Para a realizagao dos ultimos calculos de cristalizacao foi fixada a densidade do xilitol
solido em 1500 kg/m® e o fator de forma volumétrico dos cristais igual a 0,83, segundo
Fernandes, Avelino e Farelo (1999). O tamanho dominante dos cristais (Lp), velocidade
especifica de crescimento (G) e velocidade especifica de nucleagdo (dN/dT) foram calculados
segundo a modelagem matematica desenvolvida por Nyvlt et al. (1985), descrita
anteriormente (equagdes 03 a 08). A densidade da mistura de solventes (dgua + etanol) foi

considerada igual a 910 kg/m’ (MARTINEZ, 2005). O tamanho dominante experimental (Lp)
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foi calculado utilizando-se o critério proposto por Derenzo (2003): considera-se o Ly igual a
zero pra z igual a zero e o tamanho médio Lp correspondente ao valor de z igual a trés,
definindo assim uma distribui¢do granulométrica hipotética para representar os experimentos.

Na Tabela 33 estdo apresentados os tempos de cristalizagdo (z.), as massas de xilitol
cristalizada por massa de solvente (M), velocidades especificas de crescimento (G) e
velocidades especificas de nucleagdo (dN/dT) dos cristais de xilitol para os ensaios 02 ¢ 03.
Derenzo (2003) e Martinez (2005), em estudos do processo de cristalizagdo de acido adipico e
xilitol, respectivamente, reportam valores de velocidade especifica de crescimento e de

nucleagdo da mesma ordem de grandeza que os obtidos neste trabalho.

Tabela 33 Tempos de cristalizagdo (z.), as massas de xilitol cristalizada por massa de solvente (M), velocidades

especificas de crescimento (G) e velocidades especificas de nucleacdo (dN/dT) dos ensaios realizados.

Ensaios tc (min) M (kg/m°) G (m/s) dN/dT (#m®S)
01 200 403,59 54,70 x 107 1,59 x 10’
02 150 266,18 37,41x 10° 10,38 x 107

01- Solugdo xilitol pura; 02- 30% caldo + 70% solugdo xilitol

Para simples comparagdo, a Figura 33 apresenta os cristais formados nos trés ensaios
realizados, com solu¢do de xilitol pura, mistura de 30% caldo fermentado com 70% de
solucao de xilitol e mistura de 50% caldo com 50% de solugao de xilitol. Pode-se verificar a
diferenga na coloragdo dos cristais obtidos. A medida que aumenta a propor¢io de caldo na
cristalizacdo, aumenta a quantidade de impurezas presentes, aumentando a coloragdo da

amostra.
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(a) (b) (©)

Figura 33 Cristais de xilitol obtidos da soluc¢do de xilitol pura (a), de 30% caldo fermentado com 70% de

solugdo de xilitol (b) e de 50% caldo fermentado com 50% de solugdo de xilitol (c).

As Figuras 34, 35 e 36 apresentam fotografias em microscopio otico (MO) e

microscopio eletronico de varredura (MEV) dos cristais de xilitol obtidos durante as

cristalizagdes dos trés primeiros ensaios.
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Figura 34 Cristais de xilitol obtidos da solug@o de xilitol pura a temperatura de saturagdo de 40 °C e velocidade
de resfriamento de 0,2 °C/min. MO: (a) 40x ¢ (b)100x; MEV: (¢) 100x ¢ (d) 200x.

(b)

oy '.i.i i
Signal A= QBSD WD= 15mm
EHT = 20.00 kV LME-DEMAR-FAENQUIL Mag= 201X EHT = 20.00 kV LME-DEMAR-FAENQUIL

Signal A= QBSD WD= 15mm

Figura 35 Cristais de xilitol obtidos de 30% do caldo com 70% da solugdo de xilitol a temperatura de saturagdo
de 40 °C e velocidade de resfriamento de 0,2 °C/min. MO: (a) 40x e (b) 100x; MEV: (¢) 100x ¢ (d)
200x.
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(c)
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20&"" 50 % CALDO Signal A=VPSE  WOD= 15mm Signal A=VPSE WD = 15mm
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Figura 36 Cristais de xilitol obtidos de 50% do caldo com 50% da solugao de xilitol a temperatura de saturagao
de 50 °C e velocidade de resfriamento de 0,4 °C/min. MO: (a) 40x; MEV: (c) 50x e (d) 100x.

Verifica-se que os cristais obtidos no ensaio 01 apresentam formas hexagonais.
Fernandes, Avelino e Farelo (1999) observaram formas similares para cristais de xilitol
obtidos a partir de solugdes aquo-etandlicas contendo arabitol e adonitol. Tal comportamento
também foi observado por Martinez (2005) para cristais de xilitol a partir da fermentagdo de
meio sintético. Os ensaios 02 e 03 apresentaram aglomerados de cristais, resultados de
cristalizagdes a partir de solucdes altamente viscosas (FERNANDES; AVELINO; FARELO,
1999), conforme mencionado anteriormente. Fernandes, Avelino e Farelo (1999) também
atribuem a aglomeracdo dos cristais a composicdo do liquor-mae empregado. Esses

aglomerados resultam do agrupamento aleatério dos cristais, que va@o crescendo juntos,
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criando assim formas irregulares. Resultados similares também foram reportados por Derenzo
(1994), em estudos da cristalizacao de acido adipico, e por Martinez (2005) na cristalizagao
de xilitol a partir de caldo fermentado de bagaco de cana.

O ultimo fato observado foi a diferenga nos tamanhos dos cristais formados a partir do
caldo fermentado. Quanto maior a porcentagem de caldo na composi¢do do meio a ser
cristalizado (de 30% para 50%), maiores foram os cristais formados. Com isso, ndo foi
possivel visualizar no microscépio 6tico com aumento de 100 vezes os cristais formados no
ensaio 03 (50% de caldo com 50% de solucao).

Espera-se a partir dos resultados obtidos ter contribuido para o desenvolvimento de um
processo de producgdo de xilitol, desde a etapa de hidrolise até a cristalizagdo, tecnicamente e

economicamente viavel, a partir de hidrolisado de palha de trigo.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:
o A producao de xilitol no hidrolisado hemicelulésico de palha de trigo por Candida
guilliermondii FTI 20037 ¢ influenciada pela suplementagdo do hidrolisado com farelo de
arroz, pelo fator de concentragdo do hidrolisado, pelo pH inicial de fermentagdo, pela
concentragdo de carvdo ativo empregada na destoxificacdo do hidrolisado e pela fonte de
carbono utilizada para a obtencdo do inoculo. Os maiores valores de concentragdo final (P =
30,5 g/L), produtividade volumétrica (Qp = 0,42 g/L.h) e fator de conversdo de xilose em
xilitol (Ypis = 0,59 g/g) foram obtidos utilizando-se: 5,0 g/L de farelo de arroz, fator de
concentragdo do hidrolisado igual a 3,0, pH 6,0 no inicio da fermentagdo, 2,5% de carvao
ativo para destoxificagdo do hidrolisado e glicose como fonte de carbono para obtengdo do
indculo.
. O wuso da metodologia de resposta permitiu obter modelos empiricos que
correlacionam a produgdo de xilitol com pH inicial de fermentagao (D) e fator de
concentragdo do hidrolisado (F), dados pelas seguintes equagdes:

P =6,35268 + 4,06458 D - 5,94653 E - 1,78125 DE

Op = 0,0885249 + 0,0552778 D - 0,0825 E - 0,025 DE

Ypis=0,175039 + 0,0722222 D - 0,1451389 E - 0,02625 DE
o O uso de resinas de troca i6nica permitiu clarificar o caldo fermentado. Os melhores
resultados em termos de redugdao da coloracdo (99,5%) e remog¢ao de fenodis totais (93%),
acido acético (97%) e solidos totais (67%) foram obtidos quando as resinas anionicas A-860S

e A-500PS, regeneradas com solu¢do de NaOH a 10%, foram utilizadas em sequéncia.



121

o Apos concentragdo, o caldo clarificado foi submetido a cristaliza¢do por resfriamento
linear, utilizando-se dgua-etanol como solvente. Esta metodologia, que permitiu obter cristais
com 99,87% de pureza com solugdo de xilitol pura, propiciou cristais com 95,89% e 95,33%
de pureza, com misturas de 30% de caldo clarificado com 70% de solucdo de xilitol e de 50%
de caldo clarificado com 50% de solug¢do de xilitol, respectivamente. Entretanto ndo foi
possivel obter cristais de xilitol com mistura de 70% de caldo clarificado com 30% de solugdo

de xilitol e com caldo fermentado puro.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

. Estudar detalhadamente a influéncia da agitagcdo e da aeragdo em fermentadores de 2 L
eloL;
. Durante a clarificagdao do caldo fermentado, observou-se pouca remogdo dos fendis e

solidos totais, além de perdas em xilitol. Sugere-se para trabalhos futuros que sejam
realizados novos estudos na etapa de clarificagdo, com os objetivos de eliminar estes
compostos toxicos, uma vez que, a presenca deles pode ter influenciado na etapa da
cristalizagdo, e de ndo haver perdas em xilitol, o que ¢ indesejavel neste processo;

o Estudar o processo de cristalizacdo do xilitol obtido a partir do caldo fermentado da
palha de trigo, quanto a solubilidade, solventes, temperatura de saturacdo e velocidade de
resfriamento linear;

. Realizar o estudo da influéncia da concentragdo de arabinose, arabitol e xilose na
cristalizagdo de xilitol em dgua-etanol;

o Realizar a anélise da viabilidade economica da produ¢do de xilitol, desde a etapa de

hidrolise até a etapa de cristalizacao.
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9 ANEXO

ANEXO 01 — Equagdes utilizadas para determinagdo da percentagem de separagdo de

pentosanas, apos o processo de hidrolise da palha de trigo (MUSSATO, 2002):

MSP < QOPA x HPA

FCx100 x VSA4
SPO = MXIOO
Em que:

MSP = Maxima separagdo de pentosanas (g/L)

OPA = Quantidade de palha seca (g)

HPA = Percentagem de hemicelulose da palha de trigo (%)
FC = Fator de conversao de xilana em xilose (0,88)

V’SA = Volume de solugdo acida (L)

SPO = Separacao de pentosanas obtidas (%)

Xil = Concentracao de xilose (g/L)

Arab = Concentracao de arabinose (g/L)

MUSSATO, S.I. Influéncia do tratamento do hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz na produgéo de
xilitol por Candida guilliermondii. 2002. 173p. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia Industrial),
Departamento de Biotecnologia, FAENQUIL, Lorena, 2002.
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10 APENDICES

APENDICE 01 — Resultados das fermenta¢des em frascos Erlenmeyer.

Tabela Al.1 Fermentacdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 1 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 37,22 87,31 13,74 0 3,06
24 33,73 75,15 10,80 0 3,27
48 33,96 75,76 10,93 0 2,50
72 26,49 75,09 10,89 0 1,96
96 0 74,40 13,69 1,74 1,54
120 0 65,12 13,43 2,07 1,28
144 0 59,88 12,82 4,66 0,78

Tabela Al.2 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 2 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 20,62 50,86 8,19 0 3,06

24 0 41,86 7,29 0,45 1,83

48 0 35,92 7,40 0,53 1,42

72 0 24,00 7,32 6,12 0,87

96 0 9,03 7,06 14,27 0

120 0 1,79 3,83 12,50 0

144 0 1,33 1,20 8,97 0

Tabela Al.3 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 3 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 19,93 48,95 7,93 3,68 3,06

24 0 41,56 7,35 0,52 2,23

48 0 32,52 7,75 2,30 2,14

72 0 18,66 6,97 7,54 0,72

96 0 4,69 6,55 15,15 0

120 0 0,34 3,01 11,88 0

144 0 0,32 0,84 8,94 0
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Tabela Al.4 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 4 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 33,89 80,07 12,73 0 2,72

24 30,80 69,88 9,97 0 2,26

48 30,51 72,28 10,27 0 2,33

72 0,51 70,70 12,69 1,23 1,71

96 0 65,93 13,80 2,17 1,23

120 0 60,63 13,26 2,30 1,09

144 0 52,26 12,19 6,23 0

Tabela Al.5 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 5 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 20,18 48,21 7,64 0 2,70

24 0 36,57 6,85 0,80 1,75

48 0 30,14 7,35 1,55 1,48

72 0 20,87 6,94 2,98 1,34

96 0 10,59 6,78 4,37 0,94

120 0 2,93 5,81 5,09 0

144 0 1,91 1,81 2,13 0

Tabela Al.6 Fermentag¢do do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 6 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 32,64 76,32 11,75 0 2,66

24 29,34 68,26 9,58 0 2,12

48 29,60 67,51 9,78 0 2,25

72 0 62,61 12,60 1,78 1,28

96 0 53,10 12,30 3,10 0,95

120 0 41,63 10,94 8,41 0

144 0 24,02 11,16 19,27 0
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Tabela Al.7 Fermentag¢do do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 7 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 31,53 73,86 11,46 0 2,53
24 29,64 67,81 9,61 0 2,11
48 19,44 68,05 10,09 0 1,51
72 0 64,07 12,07 1,33 1,55
96 0 59,32 12,12 1,78 1,13
120 0 49,90 11,19 5,66 0,48
144 0 32,33 11,79 16,83 0,66

Tabela Al.8 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 8 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 18,41 45,67 7,04 0 2,47

24 0 33,96 6,41 0,65 1,79

48 0 27,70 6,85 1,24 1,69

72 0 18,59 6,81 2,79 1,23

96 0 7,85 6,42 3,87 0,72

120 0 1,56 5,39 3,66 0

144 0 1,09 0,62 4,64 0

Tabela Al.9 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 9 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 19,38 52,28 8,42 0 3,00
24 0 35,47 7,90 2,26 2,27
48 0 18,22 6,87 11,98 1,35
72 0 2,06 6,40 22,54 1,09
96 0 0,64 5,12 21,87 0,69
120 0 0,26 4,42 21,60 0,59
144 0 0,10 3,45 21,45 0,88
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Tabela A1.10 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 10 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 33,35 85,72 13,34 0 3,03
24 0 66,57 12,17 0,87 2,46
48 0 64,60 13,18 1,60 2,85
72 0 55,09 13,37 2,85 2,76
96 0 43,27 13,40 491 2,56
120 0 32,29 12,26 9,51 2,52
144 0 18,89 11,80 12,89 2,24

Tabela Al.11 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 11 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 33,00 81,91 12,99 0 3,43
24 0 68,60 12,51 0,92 2,46
48 0 64,43 13,39 1,27 2,73
72 0 52,80 11,58 2,26 2,77
96 0 41,64 12,11 5,02 2,45
120 0 28,38 12,02 10,64 2,48
144 0 14,65 12,12 15,69 1,94

Tabela A1.12 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 12 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 18,49 47,40 7,61 0 2,74

24 0 34,22 7,41 2,08 2,12

48 0 20,07 7,65 13,17 1,63

72 0 5,16 7,28 20,96 1,05

96 0 2,10 5,81 19,71 0,72

120 0 1,26 491 18,73 0

144 0 0,60 4,25 17,94 0
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Tabela Al1.13 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 13 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 26,32 70,42 11,06 0 2,64
24 0 66,86 12,39 0,88 2,58
48 0 57,96 12,24 1,58 2,58
72 0 47,66 11,05 2,84 2,77
96 0 36,04 10,86 5,74 2,40
120 0 24,60 10,81 11,17 2,57
144 0 12,15 10,49 15,14 2,25

Tabela Al.14 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 14 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 16,76 41,77 6,29 0 2,54
24 0 34,17 7,20 0,71 2,44
48 0 22,94 7,50 1,98 2,53
72 0 10,96 6,41 3,61 2,31
96 0 3,84 6,11 421 2,44
120 0 1,62 5,53 4,16 2,37
144 0 0,81 5,17 4,14 1,91

Tabela Al1.15 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 15 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 16,21 42,31 6,27 0 2,47
24 0 32,03 7,33 1,08 2,27
48 0 20,5 6,84 3,46 2,14
72 0 6,36 6,28 7,01 2,05
96 0 0,54 5,15 7,23 1,37
120 0 0,24 3,07 6,12 0,47
144 0 0 1,71 5,51 0,58
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Tabela A1.16 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 16 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 26,97 67,33 10,91 0 2,55
24 0 66,50 12,54 0,95 2,67
48 0 59,19 12,65 1,21 3,11
72 0 47,08 11,04 2,45 2,82
96 0 33,08 10,00 4,17 2,51
120 0 23,86 10,46 7,20 2,50
144 0 12,29 10,00 11,69 2,50

Tabela A1.17 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 17 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 23,17 55,62 8,97 0 2,15
24 0 52,65 9,96 0,48 2,08
48 0 44,06 10,52 1,19 2,37
72 0 31,60 9,17 2,54 2,12
96 0 18,18 8,56 4,36 2,11
120 0 7,83 8,57 6,24 2,07
144 0 2,24 7,82 6,20 2,00

Tabela A1.18 Fermentagao do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 18 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 23,15 54,55 8,45 0 3,15
24 0 53,18 10,19 0,55 2,43
48 0 44,51 10,65 10,40 2,34
72 0 30,79 9,02 2,84 2,48
96 0 18,04 8,60 4,81 2,26
120 0 7,36 8,38 6,59 2,29
144 0 2,12 7,67 6,64 2,24
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Tabela A1.19 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 19 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 23,55 56,86 9,07 0 2,36
24 0 53,22 10,13 0,47 2,21
48 0 43,87 10,64 1,16 2,41
72 0 31,79 10,17 3,64 2,49
96 0 17,21 8,81 5,05 2,26
120 0 6,37 8,23 6,61 2,17
144 0 1,80 7,83 6,54 1,93

Tabela A1.20 Fermentagao do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 20 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 24,14 56,15 9,13 0 2,35
24 0 54,84 10,31 0,62 2,24
48 0 44,00 10,72 1,14 2,24
72 0 30,02 8,99 2,71 2,29
96 0 17,59 8,78 4,87 2,15
120 0 6,64 8,57 6,71 2,11
144 0 1,64 8,18 6,82 2,12

Tabela A1.21 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 21 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 24,42 55,80 8,90 0 2,40
24 0 54,04 10,25 0,55 2,29
48 0 43,74 10,59 0,98 2,40
72 0 29,65 8,76 2,43 2,23
96 0 18,91 8,77 4,50 2,11
120 0 7,92 8,51 5,99 2,18
144 0 2,20 7,81 6,07 2,09
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Tabela A1.22 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 22 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 19,16 55,4 8,09 0 2,22
24 0 54,97 10,5 0,7 2,52
48 0 4537 10,3 1,03 2,45
72 0 31,93 9,19 2,53 2,44
96 0 18,32 8,65 4,46 2,08
120 0 7,76 8,59 6,28 2,27
144 0 2,15 8,12 6,36 2,16

Tabela A1.23 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 23 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 19,86 54,53 8,03 0 2,04
24 0 53,86 10,21 0,54 2,40
48 0 42,69 10,51 1,15 2,30
72 0 27,65 8,76 2,54 2,14
96 0 15,87 8,57 4,60 2,00
120 0 5,45 8,70 6,24 2,18
144 0 1,25 7,76 5,91 1,86

Tabela Al.24 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 24 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 25,48 55,91 9,15 0 2,23
24 0 56,42 10,92 0,74 2,52
48 45,15 10,83 1,22 2,36

0
72 0 33,76 11,03 2,04 2,16
96 0 21,93 9,40 4,17 2,16
120 0 9,79 8,91 5,76 2,05
144 0 2,23 8,35 6,19 1,72
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Tabela A1.25 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 25 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 24,36 53,22 7,81 0 2,26

24 0 53,10 10,11 0,51 2,41

48 0 42,26 10,12 1,03 2,29

72 0 3,10 7,11 5,78 1,18

96 0 1,22 5,21 5,37 0

120 0 0,31 1,05 3,39 0

144 0 0 0,49 6,01 0

Tabela A1.26 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 26 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 24,61 54,03 8,53 0 1,86

24 0 56,74 10,03 0,53 1,87

48 0 44,15 9,23 1,47 1,50

72 0 40,54 9,60 2,89 1,50

96 0 30,53 9,41 4,20 1,19

120 0 16,97 8,85 8,24 0,67

144 0 3,74 6,88 13,27 0

Tabela A1.27 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 27 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 24,08 56,44 9,02 0 2,38
24 0 53,22 10,76 1,04 2,40
48 0 37,46 9,15 2,11 2,36
72 0 23,48 8,79 4,90 2,21
96 0 10,72 8,69 7,58 2,17
120 0 1,95 7,76 9,57 2,33
144 0 0,83 7,66 9,95 2,04
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Tabela A1.28 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 28 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 18,28 43,80 6,24 0 2,47
24 0 39,62 8,17 0,75 2,50
48 0 27,26 7,23 1,55 2,44
72 0 14,64 7,01 2,76 2,02
96 0 4,69 6,54 3,58 2,07
120 0 1,37 6,23 3,51 1,91
144 0 0,45 6,00 3,47 1,57

Tabela A1.29 Fermentagio do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii: Ensaio 29 da matriz de

planejamento experimental.

Tempo (h) Glicose (g/L) Xilose (g/L)  Arabinose (g/L)  Xilitol (g/L)  A. acético (g/L)
0 32,42 75,70 11,79 0 2,63
24 0 73,41 13,57 0,99 2,77
48 0 66,12 13,89 0,99 3,51
72 0 57,39 14,01 2,37 2,57
96 0 41,55 11,41 3,94 2,21
120 0 31,47 11,81 6,86 2,10
144 0 19,83 11,93 12,04 1,91
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APENDICE 02 — Analises de varidncia utilizadas para verificar o nivel de

significancia estatistica dos efeitos determinados pelas variaveis independentes e pelas

interagdes entre estas, sobre os parametros fermentativos.

Tabela A2.1 Andélise de varidncia utilizada para verificar o nivel de significincia estatistica dos efeitos

principais e interagdes sobre a concentracao final de xilitol.

Efeitos Soma Graus de Meédia Fearc Nivel de
quadrética liberdade quadrética significancia (p)
Fator A 1,28 01 1,28 0,17 0,6921
Fator B 0,467222 01 0,467222 0,06 0,8103
Fator C 67,6672 01 67,6672 8,92 0,0174*
Fator D 102,245 01 102,245 13,47 0,0063*
Fator E 193,389 01 193,389 25,48 0,0010*
AA 0,00482004 01 0,00482004 0,00 0,9805
AB 33,9306 01 33,9306 43,47 0,0674**
AC 0,330625 01 0,330625 0,04 0,8399
AD 1,38063 01 1,38063 0,18 0,6810
AE 4,51563 01 4,51563 0,60 0,4627
BB 0,000078942 01 0,000078942 0,00 0,9975
BC 0,225625 01 0,225625 0,03 0,8674
BD 0,050625 01 0,050625 0,01 0,9369
BE 0,680625 01 0,680625 0,09 0,7722
CC 4,76914 01 4,76914 0,63 0,4508
CD 45,2256 01 45,2256 5,96 0,0405*
CE 113,956 01 113,956 15,02 0,0047*
DD 4,76914 01 4,76914 0,63 0,4508
DE 50,7656 01 50,7656 6,69 0,0323*
EE 0,00482004 01 0,00482004 0,00 0,9805
Erro total 60,7107 08 7,58884
Total 683,465 28

A - sulfato de amdnio, B - cloreto de célcio, C - farelo de arroz, D - pH, E - fator de concentragio

*Significativo ao nivel de 10 % de probabilidade (p < 0,10)
**A interagdo entre sulfato de aménio e cloreto de calcio (AB) apresentou efeito significativo. Devido ao fato

dos efeitos principais (A e B) ndo serem significativos, foi possivel eliminar esta interagdo da analise.
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Tabela A2.2 Andlise de varidncia utilizada para verificar o nivel de significincia estatistica dos efeitos

principais e interagdes sobre a produtividade volumétrica em xilitol.

Efeitos Soma Graus de Média Fearc Nivel de
guadratica liberdade guadratica significancia (p)
Fator A 0,000138889 01 0,000138889 0,11 0,7521
Fator B 0,000088889 01 0,000088889 0,07 0,8003
Fator C 0,0122722 01 0,0122722 9,44 0,0153*
Fator D 0,0193389 01 0,0193389 14,88 0,0048*
Fator E 0,03645 01 0,03645 28,04 0,0007*
AA 0,000003382 01 0,000003382 0,00 0,9606
AB 0,0064 01 0,0064 4,92 0,0573**
AC 0,0001 01 0,0001 0,08 0,7885
AD 0,0004 01 0,0004 0,31 0,5942
AE 0,0009 01 0,0009 0,69 0,4295
BB 0,000035906 01 0,000035906 0,03 0,8721
BC 0,0001 01 0,0001 0,08 0,7885
BD 0,0 01 0,0 0,00 1,0000
BE 0,0001 01 0,0001 0,08 0,7885
CC 0,000869401 01 0,000869401 0,67 0,4371
CD 0,0081 01 0,0081 6,23 0,0372*
CE 0,0225 01 0,0225 17,31 0,0032*
DD 0,000869401 01 0,000869401 0,67 0,4371
DE 0,01 01 0,01 7,69 0,0242*
EE 0,000003382 01 0,000003382 0,00 0,9606
Erro total 0,0103982 08 0,00129977
Total 0,136131 28

A - sulfato de amdnio, B - cloreto de calcio, C - farelo de arroz, D - pH, E - fator de concentragéo

*Significativo ao nivel de 10 % de probabilidade (p < 0,10)

**A interacdo entre sulfato de amoénio e cloreto de célcio (AB) apresentou efeito significativo. Devido ao fato

dos efeitos principais (A e B) ndo serem significativos, foi possivel eliminar esta interagdo da analise.
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Tabela A2.3 Andlise de varidncia utilizada para verificar o nivel de significincia estatistica dos efeitos

principais e interagdes sobre o fator de conversdo em xilitol.

Efeitos Soma Graus de Média Fearc Nivel de
guadratica liberdade guadratica significancia (p)
Fator A 0,000138889 01 0,000138889 0,03 0,8646
Fator B 0,000555556 01 0,000555556 0,12 0,7339
Fator C 0,0168056 01 0,0168056 3,75 0,0888*
Fator D 0,0249389 01 0,0249389 5,56 0,0460*
Fator E 0,0854222 01 0,0854222 19,06 0,0024*
AA 0,00043985 01 0,00043985 0,10 0,7621
AB 0,0016 01 0,0016 0,36 0,5667
AC 0,001225 01 0,001225 0,27 0,6153
AD 0,000025 01 0,000025 0,01 0,9423
AE 0,0004 01 0,0004 0,09 0,7727
BB 0,000172698 01 0,000172698 0,04 0,8493
BC 0,000025 01 0,000025 0,01 0,9423
BD 0,000625 01 0,000625 0,14 0,7185
BE 0,0016 01 0,0016 0,36 0,5667
CC 0,000028199 01 0,000028199 0,01 0,9387
CD 0,0196 01 0,0196 4,37 0,0699*
CE 0,093025 01 0,093025 20,76 0,0019*
DD 0,0143971 01 0,0143971 3,21 0,1109
DE 0,011025 01 0,011025 2,46 0,1554%**
EE 0,000006355 01 0,000006355 0,00 0,9709
Erro total 0,0358555 08 0,00448194
Total 0,318717 28

A - sulfato de amdnio, B - cloreto de célcio, C - farelo de arroz, D - pH, E - fator de concentragao

*Significativo ao nivel de 10 % de probabilidade (p < 0,10)

*** A interacdo entre pH e fator de concentragdo (DE) ndo apresentou efeito significativo. Devido ao fato dos

efeitos principais (D e E) apresentarem significancia, e ao nivel de significancia desta interagao ter sido proximo

ao limite de corte (p < 0,10), foi possivel permanecer com esta interagdo na analise estatistica.
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APENDICE 03 — Resultados da fermentacio em frasco Erlenmeyer sob condi¢des

otimas de cultivo (1,0 g/L de concentragdo de sulfato de amonio, sem adi¢ao de cloreto de

calcio, 5,0 g/L de concentragao de farelo de arroz, fator de concentragdo do hidrolisado igual

a 3,0 e pH inicial de fermentagdo igual a 6,0).

Tabela A3.1 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii em frasco Erlenmeyer

sob condi¢des 6timas de cultivo.

Tempo Glicose Xilose Arabinose Xilitol A. acético Células
(h) (/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 20,01 50,41 8,17 0 2,96 0,76
24 0,21 34,67 7,47 4,09 2,32 4,25
48 0 13,39 7,31 18,10 1,53 4,47
72 0 0,69 6,10 24,17 0,84 7,24
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APENDICE 04 — Resultados da fermentacio em frasco Erlenmeyer sob condi¢des

otimas de cultivo (1,0 g/L de concentragdo de sulfato de amonio, sem adi¢ao de cloreto de

calcio, 5,0 g/L de concentragao de farelo de arroz, fator de concentragdo do hidrolisado igual

a 3,0 e pH inicial de fermentacdo igual a 6,0), no hidrolisado tratado com adicao de 2,5% de

carvao ativo.

Tabela A4.1 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii em frasco Erlenmeyer

sob condicdes 6timas de cultivo e adigdo de 2,5% de carvdo ativo no tratamento do hidrolisado.

Tempo Glicose Xilose Arabinose Xilitol A. acético Células
(h) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 23,30 52,96 8,67 0 2,94 0,74
24 0,62 40,96 8,65 3,22 2,35 5,27
48 0 20,72 8,22 17,24 1,58 5,74
72 0 2,13 7,34 28,60 0,88 8,31
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APENDICE 05 — Resultados da fermentacio em frasco Erlenmeyer sob condi¢des
otimas de cultivo (1,0 g/L de concentragdo de sulfato de amonio, sem adi¢ao de cloreto de
calcio, 5,0 g/L de concentragao de farelo de arroz, fator de concentragdo do hidrolisado igual
a 3,0 e pH inicial de fermentagdo igual a 6,0), com o cultivo da levedura em meio s6 com

glicose.

Tabela A5.1 Fermentagdo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii em frasco Erlenmeyer

com o cultivo da levedura em meio com glicose.

Tempo Glicose Xilose Arabinose Xilitol A. acético Células
(h) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 23,86 51,69 10,02 0 2,77 0,82
24 0 43,34 9,48 4,20 2,30 5,38
48 0 23,45 8,37 15,66 1,65 5,36

72 0 3,56 7,84 30,50 1,15 7,10
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APENDICE 06 — Resultados da fermentacio realizada em fermentador de bancada

com capacidade total de 2 L sob condigdes 6timas de cultivo.

Tabela A6.1 Fermentagéo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii.

Amostras Tempo Glicose Xilose Arabinose Xilitol A. acético Células
(h) (9/L) (9/L) (/L) (/L) (9/L) (/L)
1 0 17,63 53,21 13,64 0 2,51 1,04
2 04 15,12 53,50 14,81 0 2,53 1,71
3 08 3,37 52,72 15,13 0 2,26 4,74
4 12 0 49,21 14,09 1,20 1,95 6,30
5 16 0 46,75 14,04 1,39 2,04 6,47
6 20 0 42,45 12,60 3,49 2,06 6,98
7 24 0 41,35 12,68 4,35 2,01 7,22
8 28 0 37,35 12,61 5,52 1,62 7,38
9 34 0 31,91 12,74 9,54 1,50 7,96
10 40 0 24,20 10,25 13,69 1,36 8,04
11 46 0 18,92 9,85 19,48 1,30 8,99
12 52 0 11,72 8,35 26,19 0,70 9,18
13 58 0 5,58 7,04 27,27 0,70 9,94
14 64 0 2,31 6,69 28,09 0,77 9,78
15 70 0 0,94 6,20 28,61 0,42 10,53
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APENDICE 07 — Resultados da fermentacdo realizada em fermentador com

capacidade total de 16 L sob condi¢des 6timas de cultivo.

Tabela A7.1 Fermentagéo do hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii.

Amostras Tempo Glicose Xilose Arabinose Xilitol A. acético Células
(h) (9/L) (9/L) (/L) (/L) (9/L) (/L)
1 0 17,79 51,03 11,00 0 2,56 0,12
2 04 14,42 49,03 10,96 0 2,54 0,46
3 08 7,10 48,29 11,22 0 2,32 1,48
4 12 0 46,27 10,78 0,74 2,24 4,44
5 16 0 44,39 10,77 1,08 2,19 5,23
6 20 0 42,29 9,95 1,14 2,17 5,32
7 24 0 39,57 10,00 1,74 1,96 5,45
8 28 0 38,64 10,14 2,63 1,92 5,43
9 34 0 34,66 9,92 4,76 1,92 5,47
10 40 0 32,87 9,67 6,21 1,90 5,85
11 46 0 26,48 8,52 9,31 1,71 6,60
12 52 0 23,53 8,25 12,46 1,71 6,64
13 58 0 18,37 8,40 17,70 1,66 6,86
14 64 0 14,56 7,69 21,13 1,55 7,33
15 70 0 10,36 7,81 25,31 1,41 7,99
16 76 0 6,00 6,94 28,44 1,31 7,99
17 82 0 3,65 6,75 30,68 1,29 7,90
18 88 0 2,76 6,65 30,56 1,30 7,68
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