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RESUMO 
 
CUNHA, M.A A. Bioprodução de xilitol a partir de hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar em 
sistemas com células de Candida guilliermondii imobilizadas em hidrogéis de álcool polivinílico. 
2006.  125f.  Tese  de  Doutorado  (Biotecnologia  Industrial),  Escola  de  Engenharia  de  Lorena, 
Universidade de São Paulo. Lorena, São Paulo. 
 
O  presente  trabalho  teve  como  objetivo  estudar  a produção  microbiológica  de xilitol a  partir de 
hidrolisado hemicelulósico de  bagaço  de  cana-de-açúcar  em  sistemas  fermentativos  com  células  da 
levedura Candida guilliermondii FTI 20037 imobilizadas em suportes sintéticos de álcool polivinílico 
(PVA). O  xilitol é  um  poliol  de  cinco  carbonos  com poder  de  edulcoração similar  ao da sacarose, 
anticariogênico, adequado para pessoas diabéticas e obesas e possui diversas propriedades biomédicas. 
Foram  utilizados  como  suporte  de  imobilização  o  PVA-criogel  e  o  PVA-LentiKats.  Inicialmente 
foram realizados ensaios em frascos Erlenmeyer, seguindo um planejamento fatorial completo 2
3
 para 
estabelecer  as  condições  de preparo  e imobilização  da levedura em  PVA-criogel. Foi  avaliada a 
influência das variáveis: concentração de álcool polivinílico, temperatura de congelamento e o número 
de  ciclos  de  congelamento  e  descongelamento  das  esferas  de  PVA-criogel  no  rendimento, 
produtividade  volumétrica  em  xilitol  e  na  retenção  celular  do  suporte.  Em  seguida  foi  avaliado  o 
desempenho  do  sistema  imobilizado  na  produção  de  xilitol  em  biorreator  de  mistura  operado  em 
batelada simples e em bateladas sucessivas com reciclo do biocatalisador imobilizado. Posteriormente, 
foram  realizados  ensaios  em  frascos  Erlenmeyer  utilizando  a  levedura  imobilizada  em  PVA-
LentiKats  com o  objetivo de  avaliar  a estabilidade e  a  viabilidade do  uso deste  suporte  na 
bioprodução  de  xilitol.  Na  etapa  seguinte  foi  estudado  o  desempenho  do  suporte  com  a  levedura 
imobilizada em PVA-LentiKats na produção de xilitol em biorreator de mistura operado em batelada 
simples  e  em bateladas  sucessivas  com  reciclo  do  biocatalisador.  Foram  estabelecidas  as  seguintes 
condições de preparo do suporte PVA-criogel: 8 g/L de álcool polivinílivo, 2 g/L de alginato de sódio 
e 5 ciclos de congelamento a – 20 ºC por 10 horas e descongelamento a temperatura ambiente por duas 
horas.  As  partículas  de  PVA-criogel  exibiram  boa  estabilidade  mecânica  nas  fermentações  em 
bateladas simples e em bateladas sucessivas sendo o biocatalisador imobilizado no suporte eficiente na 
bioconversão  da  xilose  em  xilitol.  As  fermentações  sucessivas  contribuíram  para  um  aumento 
progressivo da concentração de xilitol no meio, observando-se uma produção final média de 35,8 g/L 
de xilitol e um aumento de 49 % no rendimento e de 37,5 % na produtividade volumétrica no último 
ciclo de fermentação em relação ao primeiro. As partículas de PVA-LentiKats também exibiram boa 
estabilidade mecânica em todos os ensaios e foi possível o uso sucessivo do biocatalisador imobilizado 
neste suporte por cinco ciclos sucessivos de fermentação. Foi evidenciado um aumento progressivo no 
rendimento  e  na  produtividade  volumétrica  em  xilitol  ao  longo  dos  ciclos,  sendo  observado  uma 
produção  final  média  de  26,9  g/L  de  xilitol  e  um aumento  de  29  %  no  rendimento  e  de  67  %  na 
produtividade volumétrica no último ciclo. Foram observados melhores resultados nos parâmetros de 
bioconversão quando utilizado o  suporte  PVA-criogel tanto nas  fermentações em bateladas simples 
como  em bateladas  repetidas. Os resultados obtidos neste trabalho possibilitaram a  aquisição de 
importantes conhecimentos sobre o uso de sistemas imobilizados e demonstraram a possibilidade do 
uso de dois novos suportes de imobilização celular para a produção biotecnológica de xilitol. 
 
PALAVRAS-CHAVE: xilitol, Candida guilliermondi, imobilização, bagaço de cana-de-açúcar, PVA, 
criogel, LentiKats 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




 
ABSTRACT 
 
CUNHA, M. A. A. Xylitol bioproduction from sugarcane bagasse hydrolysate in systems 
with Candida guilliermondii cells immobilized in polyvinyl alcohol hydrogels. 2006. 125f. 
Thesis (Doctoral) – Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo. Lorena, São 
Paulo, 2006. 
 
This  work  aimed  to  study  the  microbial  xylitol  production  from  sugarcane  bagasse 
hemicellulosic hydrolysate in fermentative systems with Candida  guilliermondii FTI 20037 
cells  immobilized  in  polyvinyl  alcohol  (PVA)  synthetic  supports.  Xylitol  is  a  five  carbon 
polyol with sweetener power similar to sucrose, anticariogenic, suitable for diabetic and obese 
people and presents several biomedical properties. PVA-cryogel and PVA-LentiKats® were 
utilized  as  immobilization  supports.  Firstly,  Erlenmeyer  flasks  assays  were  performed 
according to 2
3
 complete factorial designs to establish the conditions of PVA-cryogel yeast 
immobilization and preparation. The influence of variables: polyvinyl alcohol concentration, 
freezing  temperature  and  freezing-thawing  cycle  numbers  of  PVA-cryogel  beads  on  yield, 
xylitol volumetric productivity and cellular retention of support  was evaluated. Afterwards, 
the immobilized system performance on xylitol production in stirred tank reactor operated in 
single and successive batches with immobilized biocatalyst recycle was studied. Erlenmeyer 
flasks assays using the  PVA-LentiKats immobilized  yeast were done in order to  evaluate 
the stability and viability of this support for xylitol bioproduction. In the following stage the 
PVA-LentiKats  immobilized  yeast  support  performance  on  xylitol  production  in  STR 
bioreactor operated in single and successive batches with biocatalyst recycle was studied. The 
following PVA-cryogel support preparation conditions were established: 8 g/L polyvinyl 
alcohol, 2 g/L sodium alginate and – 20 ºC freezing 5 cycles for 10 hours and thawing at room 
temperature for 2 hours. The PVA-cryogel particles exhibited good mechanical stability in the 
single and successive batches fermentations and the immobilized biocatalyst was efficient for 
xylose-to-xylitol  bioconversion.  The  successive  fermentations  contributed  to  a  progressive 
increase of final xylitol concentration in the medium. An average production (P
F
) of 35,8 g/L 
an a volumetric productivity increase of 37,5 % were observed in the last fermentation cycle 
regarding  to  the  first  one.  The  PVA-LentiKats  particles  also  exhibited  good  mechanical 
stability in all assays and the successive use of immobilized biocatalyst in this support was 
possible for five cycles. A progressive increase in  yield and xylitol volumetric productivity 
along the cycles was evidenced. An average production (P
F
) of 26,9 g/L and an increase of 29 
%  in yield  and  67  % in  volumetric  productivity were observed  in  the last cycle. Better 
bioconversion parameters results were attained when PVA-cryogel was used as support, as in 
the  single  batch  fermentations, as  in  repeated  batches.  The  viability  of  two  new  cellular 
immobilization supports for the xylitol biotechnological production was verified. Besides, the 
results obtained in this  work allowed the acquisition of important knowledge on the use of 
immobilized systems. 
 
KEY WORDS:  xylitol, Candida guilliermondi, immobilization, sugarcane bagasse, PVA, 
cryogel, LentiKats. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O bagaço de cana-de-açúcar é um dos mais abundantes subprodutos gerados no Brasil 
devido ao grande número de usinas de açúcar e álcool existentes. Esta biomassa apresenta em 
sua constituição um grande conteúdo de açúcares que podem ser convertidos em produtos de 
grande valor agregado, entre os quais o xilitol proveniente da xilose. 
O xilitol, poliol descoberto em 1891 tem poder de edulcoração similar à sacarose, mas 
apresenta  algumas  vantagens  sobre  esta  como  anticariogenicidade,  calor  de  dissolução 
negativo responsável pela sensação refrescante na boca. Este adoçante pode ser utilizado por 
diabéticos, obesos e possui a característica de não participar de reações de Maillard, além de 
apresentar várias propriedades biomédicas. Em grande escala, é produzido através da redução 
química da xilose obtida da fração hemicelulósica de biomassa vegetal. Entretanto, o processo 
químico de obtenção que ocorre em reatores descontínuos a elevadas temperaturas e pressões 
além de requerer prévia purificação da xilose, é um processo relativamente caro. Desta forma, 
muitos pesquisadores têm estudado o processo microbiológico de produção de xilitol como 
uma alternativa. 
Alguns microrganismos, em especial leveduras do gênero Candida,  são capazes  de 
reduzir  a  xilose  a  xilitol  pela  ação  da  enzima  xilose  redutase.  Neste  contexto,  o  Grupo  de 
Microbiologia  Aplicada  e  Bioprocessos  (GMBio)  da  Escola  de  Engenharia  Química  de 
Lorena (EEL/USP-Lorena) vem desenvolvendo estudos para o aproveitamento biotecnológico 
do bagaço de cana-de-açúcar visando a produção de xilitol. Um dos grandes obstáculos ao uso 
do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana, é a presença nestes de substâncias tóxicas 
ao  microrganismo,  que  são  originadas  na  etapa  de  hidrólise  do  bagaço  para  liberação  dos 
açúcares da fração hemicelulósica, as quais contribuem para a redução da eficiência do 
bioprocesso comparada à obtida em meio formulado com xilose pura. 
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O GMBio tem verificado a potencialidade do uso de sistemas com células imobilizadas 
em fermentações realizadas em modo de bateladas repetidas para a produção de xilitol a partir 
de hidrolisado hemicelulósico do bagaço de cana. A condução da fermentação em bateladas 
repetidas  é  um  procedimento  que  contribui  para  a  superação  dos  efeitos  tóxicos  do 
hidrolisado, uma vez  que  promove  adaptação  das  células  ao meio,  além  do  suporte  de 
imobilização poder auxiliar na proteção das células contra condições adversas do meio. 
No  presente  trabalho,  foi  estudado  o  desempenho  de  dois  novos  suportes  de 
imobilização celular a base de álcool polivinílico (PVA) no processo de produção de xilitol a 
partir  de  hidrolisado  hemicelulósico  de  bagaço  de  cana-de-açúcar.  Foi  avaliado  o  processo 
descontínuo em biorreator de mistura (STR) bem como o processo de bateladas repetidas com 
reciclo de células imobilizadas em PVA-criogel e em PVA-LentiKats. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
   
2.1 Materiais lignocelulósicos: biomassa abundante e renovável 
 
Os materiais lignocelulósicos são os recursos orgânicos renováveis mais abundantes da 
terra,  representam  a  maior  porção  do  carbono  total  fixado  por  fotossíntese  (ARISTIDOU; 
PENTTILÄ,  2000;  CACCHIO  et  al.,  2001)  e  possuem  imenso  potencial  de  uso  como 
matérias-prima em  processos  industriais  para  a  produção  de  alimentos,  biocombustíveis, 
insumos químicos, enzimas, biofertilizantes e bens de consumo diversos (WINKELHAUSEN; 
KUSMANOVA,  1998;  KADAM  et  al.,  2000;  KRISHNA  et  al.,  2001;  LATIF;  RAJOCA, 
2001;  TENGERDY;  SZAKACS,  2003).  Esta  biomassa  inclui  materiais  oriundos  das 
atividades de exploração agro-industrial e florestal tais como palhas de arroz e trigo, sabugo 
de milho, casca de aveia, bagaço de cana-de-açúcar, aparas de eucalipto entre outros. 
A composição química da biomassa lignocelulósica varia entre as espécies de plantas, 
mas consiste de  aproximadamente  25%  de lignina e  75%  de  polímeros  de carboidratos 
(celulose  e  hemicelulose)  (ARISTIDOU;  PENTTILÄ,  2000).  A  celulose,  principal 
componente da  parede celular da  fibra  vegetal, é um homopolissacarídeo linear constituído 
por unidades de D-glicose unidas por ligações β(1→4), com grau de polimerização que varia 
de  1000 até  50000  unidades,  dependendo da  origem  da  planta (TSAO,  1986;  FENGEL; 
WEGENER,  1989),  enquanto  a  hemicelulose,  o  segundo  mais  abundante  polissacarídeo da 
natureza, é um polímero heterogêneo de  pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glicose, 
galactose e manose) e ácidos (acético, glicurônico e galacturônico) (SAHA, 2003). Age como 
substância  de  reserva  e  de  sustentação  e  o  grau  de  polimerização  deste  heteropolímero  é 
geralmente inferior a 200 unidades (TSAO, 1986; FENGEL; WEGENER, 1989), já a lignina 
é  uma  macromolécula  polifenólica  composta  principalmente  por  unidades  de  fenilpropano, 




[image: alt] 
4
 

cuja estrutura provém da polimerização desidrogenativa de três precursores primários: álcool 
trans-coniferílico, álcool trans-sinapílico e álcool trans-p-cumarílico. Junto com hemicelulose 
e pectina, a lignina preenche os espaços entre as fibrilas de celulose, atuando assim como um 
material de ligação entre componentes da parede celular (Figura 1), sendo responsável pela 
rigidez  e  baixa  reatividade  dos  materiais  lignocelulósicos  (D’ALMEIDA,  1988;  FENGEL; 
WEGENER, 1989). 
 
Figura  1  -  Esquema  simplificado  da  composição  da  parede  celular  de  vegetal 
(MURPHY; McCARTHY, 2005) 
 
Existem  ainda,  nos  materiais  lignocelulósicos,  compostos  encontrados  em  menores 
proporções,  que  são  os  extrativos,  que  consistem  de  gorduras,  gomas,  alcalóides,  resinas, 
óleos  essenciais  e  outros  constituintes  citoplasmáticos  e  os  não  extrativos,  que  incluem 
compostos  como  sílica,  carbonatos  e  oxalatos,  sendo  comumente  responsáveis  por 
características  como  cor,  sabor,  resistência  ao  apodrecimento  e  propriedades  abrasivas 
(KUHAD; SING, 1993). 
A  associação  das  frações  constituintes  dos  lignocelulósicos  confere  a  estes  grande 
resistência  ao  ataque  de  agentes químicos,  enzimáticos  ou  microbianos.  Desta  forma,  é 
necessária a  separação seletiva de cada uma das  frações por técnicas de pré-tratamento, 
celulose
Lignina
Hemicelulose
celulose
Lignina
Hemicelulose
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hidrólise  e  deslignificação  para  que  estas  sejam  aproveitadas  (PURI;  PEARCE,  1986; 
FENGEL; WENEGER, 1989). 
De acordo com Parajó et al. (1998c), a separação simultânea dos três principais grupos 
de polímeros da biomassa lignocelulósica em suas formas poliméricas não é possível com o 
uso de procedimentos  de separações convencionais como  a  cristalização,  precipitação  ou 
extração.  Pelo  menos  um  dos  polímeros  é  degradado  pelos  tratamentos  baseados  nas 
diferenças  entre  suas  propriedades  químicas.  Ainda  segundo  estes  autores,  celulose  e 
hemicelulose  são  menos suscetíveis  à  oxidação  do  que  a  lignina,  mas ambas podem ser 
hidrolisadas  por  ácidos,  ao  contrário  da  fração  fenólica  (lignina)  que  permanece  como  um 
resíduo sólido no meio ácido; e a hemicelulose é mais  suscetível do  que a  celulose  à  ação 
hidrolítica de catalisadores devido a sua estrutura ramificada e aberta. O fato de o catalisador 
ter  sua  difusão  facilitada  dentro  da  cadeia  polimérica  da  hemicelulose,  por  esta  apresentar 
uma  estrutura  aberta  aliada  à  sua  estrutura  heterogênea  e  baixo  grau  de  polimerização, 
proporciona  um  melhor  rendimento  em  condições  mais  amenas  e  faz  com  que  este 
constituinte  da  biomassa  seja  bastante  atrativo  para  uso  em  processos  fermentativos 
(JEFFRIES et al., 1983; MAGGE; KOSARIC, 1985). 
 
2.2 Bagaço de cana-de-açúcar 
 
No Brasil  são obtidos os  mais diversos  subprodutos e  resíduos agro-industriais em 
virtude da sua elevada atividade agrícola. Um dos sub-produtos mais abundante e proveniente 
de material renovável é o bagaço de cana-de-açúcar, uma vez que o Brasil é o maior produtor 
de  cana-de-açúcar  do  mundo.  No  ano  de  2004  foram  produzidas  mais  de  416  milhões  de 
toneladas de cana-de-açúcar de acordo com a secretaria de Produção e Agronegócio do 
Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Produção nacional de cana-de-açúcar 
    PERÍODO  
 
2000  2001  2002  2003  2004  2005 (*) 
Produção 
326.121.011  344.281.802  353.721.019  389.849.400  416.256.260  416.560.113 
Área plantada 
4.879.841  5.022.490  5.206.656  5.377.216  5.571.395  5.623.442 
Área colhida 
4.804.511  4.957.897  5.100.405  5.371.020  5.634.500  5.687.137 
Rendimento 
médio (ton/há) 
67,878  69,441  71,312  72,584  73,876  73,246 
Fonte: MINISTÉRIO DA AGRICULTURA (2005) 
Elaboração : DCAA/SPAE/MAPA 
(*) Referente a março/2005 
Obs. Rend. Médio (ton/há): área Colhida 
 
Uma  usina  sucroalcooleira  produz  cerca  de  280  kg  de  bagaço  por  tonelada  de  cana 
moída  (SUN  et  al.,  2004),  desta  forma  a estimava  de produção  de  bagaço em  2004  foi  de 
aproximadamente  116  milhões  de  toneladas.  Grande  parte  deste  subproduto  (60%  a  90%, 
VASCOCELOS 2002) é utilizada pela própria indústria como fonte de energia (geração de 
vapor  e  eletricidade),  mas  ainda  assim  há  um grande  excedente  deste  material  que  pode 
representar problemas  ambientais  principalmente devido  ao  risco  de  combustão  espontânea 
(SUN et al., 2004). Alternativas potenciais de aproveitamento do bagaço de cana-de-açúcar, 
além da co-geração de energia, incluem a produção de etanol, hidroximetil-furfural, polpa e 
papel,  revestimentos  acústicos,  madeira  prensada,  forragem  para  agricultura,  alcalóides, 
aminoácidos,  ácidos  orgânicos,  produção  de  ração  para  gado  enriquecida  em  proteínas, 
enzimas e xilitol (DOMINGUEZ et al., 1996; PANDEY et al., 2000; Santos et al., 2005c). 
O bagaço contém em torno de 40-50% de celulose, 25-35% de hemicelulose, 20-22% de 
lignina e de 8-10% de outros compostos (ICIDCA, 2000; SU et al., 2004) e pode servir como 
um  substrato  para  processos  microbianos  visando  produção de  produtos  de  valor  agregado 
(PANDEY et al., 2000). Seu aproveitamento como substrato em processos biotecnológicos é 
uma  alternativa  atrativa  e  promissora,  considerando-se  o  elevado  teor  de  carbohidratos 
presentes nesta biomassa (du TOIT et al., 1984). Neste contexto, a xilose presente na fração 
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hemicelulósica  pode  ser  utilizada  na  produção  de  xilitol,  uma  vez  que  esta  pentose  pode 
perfazer até 80% dos carboidratos presentes nesta fração (KUHAD; SINGH, 1993). 
 
2.3 Xilitol: propriedades e aplicações 
 
O  xilitol  é  um  poliálcool  de  5  carbonos  encontrado  em  muitas  frutas  e  plantas  como 
ameixa, morango, pêra, framboesa, couve-flor e endívia (MATTILA et al., 2005; MURPHY 
et al., 2005) e também é produzido em pequena quantidade no organismo de mamíferos como 
um produto intermediário no  metabolismo  de  carboidratos  (MATILLA et al., 2005).  Foi 
descoberto  em  1891  pelos  químicos  Emil  Fisher  (alemão,  1852-1919)  e  Gabriel  Bertrand 
(Francês, 1867-1962) que o obtiveram na forma de um xarope, a partir da reação da xilose, 
obtida  de  madeira,  com  amálgama  sódica  (liga  de  mercúrio  e  sódio)  (LIMA;  BERLINK, 
2003).  Em  1975  a  Finnish  Sugar  Co.  Ltd.  (Helsinque,  Finlândia),  começou  a  primeira 
produção de xilitol em larga escala, produzindo acima de 3000 toneladas por ano, e no mesmo 
ano  foi  lançado  na  Finlândia  e  depois nos  Estados  Unidos  um  chiclete  a  base  de xilitol 
(HYVÖNEN et al., 1982; DANISCO CULTOR, 2005). 
O  xilitol  é  classificado,  na  sistemática  da  química  orgânica,  como  um  poliol  (álcool 
polihidrico  ou  açúcar  álcool).  Todos  os  cinco  carbonos  estão  ligados  a  grupos  hidroxilas 
(Figura 2) não apresentando grupos redutores na molécula e não possuindo formas L e D, já 
que a molécula é  simétrica. Quimicamente, pode ser considerado  um  derivado do  pentano, 
sendo um pentahidroxipentano (MÄKINEN, 2000), cujas propriedades físico-químicas estão 
apresentadas na tabela 2. 
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Figura 2 - Fórmula estrutural do xilitol 
 
Este poliol é classificado como um aditivo tipo GRAS (Generally Recognised as Safe) 
pela Food and Drug Administration dos Estados Unidos (HAHN-HAGERDAL et al., 1994) e 
no  Brasil  é classificado  como  aditivo  alimentar  do  tipo  umectante,  empregado  em  balas, 
confeitos,  gomas  de  mascar  e  produtos  do  gênero  (ANVISA  2004a;  b).  Nos  diferentes 
segmentos  industriais,  farmacêutico,  odontológico  e  alimentício.  O  xilitol  tem  conquistado 
muitos mercados nos últimos anos, havendo um crescente número de produtos sendo lançados 
nos mercados asiático, europeu e norte-americano (Figura 3). 
 
Tabela 2 - Propriedades físico-químicas do xilitol. 
Propriedades  Características 
Massa Molar 
152,15 g/mol 
Aparência 
Pó cristalino de cor branca 
Odor 
Sem odor 
Ponto de Fusão 
92-96 ºC 
Ponto de Ebulição 
216 ºC 
pH (sol. 5%) 
5-7 
Densidade (sol. 10%) 
1,3 g/cm
3
 
Solubilidade (30ºC) 
68g/100g solução 
Viscosidade (sol. 10% - 20ºC) 
1,23 cP 
Calor de Dissolução 
-34,8 cal/g 
Índice de Refração (sol 10% - 25 ºC)
 

1,3471 
Higroscopicidade 
Em  elevada umidade  relativa  é  mais  higroscópico  do 
que a sacarose e menos higroscópico do que o sorbitol 
Fonte: HYVÖNEN et al., (1982); BÄR, (1986) 
CH2OH
C OH
C H
C OH
CH2OH
H
H
HO
CH2OH
C OH
C H
C OH
CH2OH
H
H
HO
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 (a) 
 (b) 
 (c) 
 (d)   
(e) 

Figura 3 – Produtos com xilitol: adoçantes (a), produtos para higiene bucal (b), doces, gomas 
e balas (c), spray nasal (d), mordedores para cães (e).  
 
O xilitol possui poder adoçante equivalente ao da sacarose (HYVÖNE et al., 1982), mas 
diferentemente da sacarose é anticariogênico (WÄLER et al., 1992) e metabolizado por uma 
via independente de insulina (MANZ  et al., 1973; PEPPER, OLINGER, 1988; LEATHERS, 
2003),  sendo,  portanto  um  adequado  substituto  do  açúcar  para  pessoas  diabéticas 
(NYYSSÖLÄ  et  al.,  2005).  De  acordo  com  Aguirrezero  et  al.  (1993),  além  de  prevenir  a 
formação de cáries, uma vez que os microrganismos normalmente encontrados na cavidade 
oral não são capazes de metabolizá-lo, não havendo assim, formação de ácidos que atacam o 
esmalte  dos  dentes  provocando  as  lesões  que  produzem  cárie,  ele  age  sobre  as  lesões  já 
existentes ocasionando uma remineralização do esmalte dos dentes e das cáries já formadas. 




 
10
 

Segundo esses autores a remineralização de lesões iniciais nos dentes parece estar relacionada 
a efeitos do xilitol tanto no aumento do fluxo da saliva, que possui  capacidade tamponante 
(manutenção do  pH)  como  na  composição  da  saliva, havendo aumento  na  concentração  de 
íons cálcio  e fosfato,  o  que  induz a  remineralização,  revertendo  lesões de  cáries  recém-
formadas. Outra explicação para o efeito anticariogênico do xilitol é a redução da quantidade 
da bactéria Streptococcus mutans (principal agente responsável pela cárie) na saliva, que pode 
ser  obtida  através  do  uso  regular  de  gomas  de  mascar  contendo  este  poliálcool  (AUTIO, 
2002). Iwata el at. (2003) relatam a redução na retenção de glicose na boca devida ao uso de 
dentifrícios contendo xilitol e flúor, o que pode contribuir para a redução de cárie. 
Seu calor de dissolução endotérmico (-34,8 cal/g) promove um efeito refrescante, o que 
o torna adequado para uso em  gomas de  mascar  (BÄR, 1986). Outra característica é a não 
participação em reações de escurecimento do tipo “Maillard”, devido à ausência de  grupos 
aldeídicos e  cetônicos na  sua molécula, o  que  o  torna  apropriado  para a  utilização em 
alimentos  processados  em  temperaturas  elevadas  (MANZ  et  al.,  1973).  Como  ingrediente 
alimentar  apresenta  muitas  vantagens,  uma  vez  que  sua  incorporação  em  formulações  de 
alimentos  melhora  características  de  cor  e  sabor  sem  causar  alterações indesejadas  de suas 
propriedades durante período de estocagem (PARAJÓ et al., 1998c). Estudos têm mostrado 
efeitos  benéficos  do  uso  de  xilitol  como  adoçante,  quando  usado  isoladamente  ou  em 
combinação com outros açúcares em iogurtes (HYVÖNEN; SLOTTE, 1983 apud PARAJÓ et 
al.,  1998a)  em  geléias,  onde  contribui  para  textura,  cor,  sabor  e  estabilidade  (HYVÖNEN; 
TÖRMA, 1983 apud PARAJÓ et al., 1998a) e em sobremesas congeladas (ABRIL et al., 1982 
apud PARAJÓ et al., 1998a). 
O xilitol é indicado para pacientes portadores de deficiência da enzima glicose 6-fosfato 
desidrogenase, podendo, desta forma, ser usado no tratamento da anemia hemolítica (WANG; 
VAN  EYS,  1981;  BÄR,  1991).  Nos  últimos  anos  vários  trabalhos  têm  ressaltado  diversas 
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propriedades farmacológicas do xilitol. Estudos de Uhari  et  al. (2000) demonstraram que o 
xilitol inibe o crescimento de Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mutans e a aderência 
de  Pneumococci  e  Haemophilus  influenzae  nas células  nasofaringeais,  prevenindo  a  otite 
média  aguda  em  crianças.  Estudos  de  Biswas  e  Vashiishtha  (1998)  constataram  a  ação  do 
xilitol na diminuição da pressão intraocular. Zabner et al. (2000) e Sajjan et al. (2004) 
destacam  a  ação  benéfica  do  xilitol  no  tratamento  da  fibrose  cística.  Církva  et  al.  (2004) 
mostraram  a  aplicação  de  xilitol  na  síntese  de  derivados  fluoracilados  para  a  produção  de 
surfactantes biocompatíveis. Outras aplicações biomédicas do xilitol incluem seu uso na 
formulação  de  infusões  pos-cirúrgicas  para  pacientes  com  dificuldades  em  metabolizar 
açúcares  (MAKINEN, 2000), na  prevenção  da osteoporose (MATILLA et  al., 2002),  no 
tratamento da dermatite atópica (MASAKO et al.,  2005). Além destas aplicações este pode 
ser  empregado  na  produção  de  poliesteres  ramificados  como  o  hidroxipropil-xilitol,  usado 
para a imobilização de lesões traumatológicas, cujas propriedades mecânicas e termofísicas 
são semelhantes a das espumas de poliuretano mas com as vantagens de não absorção de água 
e menor deformação (SANROMÁN et al., 1991). 
 
2.3.1 Processos de obtenção de xilitol 
 
O xilitol pode ser obtido por extração sólido-líquido (PARAJÓ et al., 1998a), por síntese 
química  (MELAJA;  HAMALAINEN,  1977  apud  SILVA  et  al.,  1994;  MIKKOLA  et  al., 
2000)  ou  por  síntese  microbiológica  utilizando  microrganismos  como  catalisadores 
(HEIKKILÄ, 1992; FELIPE et al., 1997a; CARVALHO et al., 2003), de acordo com esquema 
mostrado na Figura 4. 
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 Figura 4 – Formas de obtenção do Xilitol. 
 
2.3.1.1 Extração sólido-líquido 
 
  O  xilitol  é  encontrado  naturalmente  em  frutas  e  vegetais,  bem  como  em  leveduras, 
liquens,  algas  e  fungos  e  pode  ser  recuperado a  partir  destas  fontes  por  extração  sólido-
líquido,  mas  devido  às  baixas  concentrações  (menos  que  900  mg/  100g)  nestas  fontes  o 
processo é economicamente inviável (HYVÖNEN et al., 1982, PEPPER; OLINGER, 1988). 
 
2.3.1.2 Síntese química 
 
Em  larga escala  o  xilitol  é  produzido por  redução química  da  xilose  obtida  da  xilana 
proveniente da  fração  hemicelulósica  de  biomassa  vegetal.  Sendo necessárias  operações de 
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troca iônica e fracionamento cromatográfico para a obtenção da xilose com elevado grau de 
pureza (MIKKOLA et al., 2000). 
O processo  de  hidrogenação da  xilose  ocorre  em  reatores descontínuos  a pressões 
elevadas  (50  atm)  e  temperaturas  na  faixa  de  80  ºC  a  140  ºC  na  presença  de  catalisador 
químico  (níquel  de  Raney).  Após  a  remoção  do  catalisador  por  filtração  e  troca  iônica,  a 
solução  hidrogenada  contendo  o  xilitol  é  concentrada,  sofre  fracionamento  cromatográfico 
através  do  uso  de  resinas  catiônicas  e  é  então  cristalizada  para  a  obtenção  do  xilitol  puro 
(SILVA et al., 1994; MIKKOLA et al., 2000). 
A etapa crítica desta rota de produção é a purificação da xilose a partir do hidrolisado 
hemicelulósico.  Apesar  da  utilização  de  técnicas  de  troca  iônica  e  fracionamento 
cromatográfico,  os  diversos  açúcares  presentes  no  hidrolisado  não  são  completamente 
separados ou removidos e apreciáveis quantidades de D-galactose, D-manose e L-arabinose 
presentes,  podem  interferir  na  etapa  de  cristalização  e  purificação  da  xilose 
(WINKELHAUSEN; KUSMANOVA, 1998). A etapa de hidrogenação também é complicada 
pela  geração  de  pequenas  quantidades  de subprodutos,  como  a  formação  de  xilulose por 
isomerização, a qual pode ser hidrogenada a arabitol (MIKKOLA et al., 2000). O fato deste 
processo ocorrer em reatores sob elevadas condições de  pressão e temperatura, de requerer 
extensivas  etapas  de  purificação  da  xilose  visando  à  eliminação  de  impurezas  que  podem 
interferir na catálise, além da necessidade de várias etapas de purificação após a redução da 
xilose, visando a remoção do catalisador para que o xilitol possa ser empregado em produtos 
alimentícios  e  farmacêuticos,  torna  a  obtenção  de  xilitol  por  via  química de  custo  elevado 
(OJAMO et al., 1988; HEIKKILA et al., 1992; NOLLEAU et al., 1995). 
 
2.3.1.3 Produção biotecnológica de xilitol 
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As  desvantagens  inerentes  ao  processo  convencional  de  produção  de  xilitol  têm 
motivado os pesquisadores a buscarem vias alternativas para sua obtenção. Um dos processos 
mais  atrativos  é  a  via  microbiológica  (WINKELHAUSEN;  KUSMANOVA,  1998),  a  qual 
apresenta vantagens como o uso de condições amenas de pressão e temperatura (SILVA et al., 
1997), a não necessidade de utilização de xilose pura, uma vez  que os microrganismos são 
capazes de converter xilose em xilitol diretamente a partir do hidrolisado (ROSEIRO et al., 
1991) e além do fato de poder serem usados resíduos e sub-produtos oriundos das atividades 
agrícolas e agro-industriais como matérias-primas de baixo custo. 
A obtenção de xilitol por via biotecnológica é possível graças à capacidade de alguns 
microrganismos, especialmente  leveduras, de  sintetizarem  a  enzima  xilose redutase  (Figura 
5), a qual catalisa a redução de xilose em xilitol como primeiro passo do metabolismo desta 
pentose  (BARNETT,  1976;  JEFFRIES,  1983).  Os  primeiros  trabalhos  significativos 
referentes à bioprodução de xilitol  relatam a  busca por microrganismos adequados para 
emprego neste bioprocesso (GONG, et  al., 1981; BARBOSA et al., 1988). A conversão de 
xilose em xilitol pode ser realizada por bactérias (WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998; 
RANGASWAMY; AGBLEVOR, 2002), fungos filamentosos (DAHIJA, 1991) ou leveduras 
(CRUZ et al., 2000). 
De  acordo  com  Winkelhausen  e  Kuzmanova  (1998),  poucas  bactérias,  como 
Corynebacterium  sp.,  Enterobacter  liquefaciens  e  Mycobacterium  smegmatis  foram 
reportadas como  produtoras de  xilitol  e  devido  às relativas  pequenas quantidades de xilitol 
produzidas,  o  uso  de  bactérias  para  a  obtenção  de  xilitol  não  tem  atraído  o  interesse  dos 
pesquisadores.  Com  relação  a  fungos  filamentosos,  existe  apenas  um  trabalho  significativo 
que relata o uso do fungo Petromyces albertensis. 
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Em  geral,  entre  os  microrganismos,  as  leveduras  são  consideradas  as  melhores 
produtoras de xilitol, especialmente aquelas que pertencem ao gênero Candida, permitindo a 
obtenção de melhores resultados de conversão (WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998). 
 
2.3.1.3.1 Bioquímica do metabolismo de xilose por leveduras 
 
O  primeiro  passo  do  metabolismo  da  xilose  é  o  transporte  deste  açúcar  através  da 
membrana celular. Uma vez dentro da célula a xilose é reduzida a xilitol pela enzima xilose 
redutase (EC 1.1.1.2.1)  com  a  participação das  coenzimas  NADPH  ou NADH  (JEFFRIES, 
1983).  A  seguir, o  xilitol  é  excretado  para  o  exterior  da  célula  ou  oxidado  a  xilulose  pela 
enzima xilitol desidrogenase (EC 1.1.1.9), com a participação de NAD
+
 (SLININGER et al., 
1987).  A  xilulose  é  fosforilada  a  xilulose-5-fosfato,  a  qual  pode  ser  convertida,  através  de 
reações  não  oxidativas  da  via  hexose  monofosfato,  em  intermediários  da  via  Embden-
Meyerhoff-Parnas (gliceraldeído 3 fosfato e frutose 6-fosfato) os quais podem então ser 
metabolizados por esta via, a qual está conectada a outras como o ciclo de Krebs e reações de 
fermentação  alcoólica  (PREZIOSE-BELLOY  et  al.,  1997;  WINKELHAUSEN; 
KUSMANOVA, 1998). 
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Figura 5 - Representação Esquemática do Metabolismo de D-xilose em Leveduras: PPP, via 
Pentose  Fosfato;  EMP,  via  Embden-Meyerhof-Parnas;  Rib5P,  ribose-5-fosfato;  S7P, 
sedoheptulose-7-fosfato; Gliceral3P,  gliceraldeido-3-fosfato;  F6P,  frutose-6-fosfato; Eri4P, 
eritrose-4-fosfato;  XR, xilose  redutase;  XDH,  xilitol  desidrogenase  (OSTEGARRD  et  al., 
2000; ZALDIVAR et al., 2002). 
 
A  especificidade  das  enzimas  xilose  redutase  (XR)  e  xilitol  desidrogenase  (XDH)  às 
coenzimas  NADPH,  NADH,  NAD
+
  e  NADP
+
  varia  de  acordo  com  o  microrganismo.  Em 
Candida utilis, a XR é NADPH-dependente e a XDH é NAD
+
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a XR é NADPH ou NADH-dependente e a XDH é principalmente NAD
+
-dependente. Para a 
levedura  Candida guilliermondii FTI  20037, semelhante  ao observado para C. utilis, foi 
verificado que a XR requer coenzima NADPH e a XDH é principalmente NAD
+
-dependente 
(BRUINENBERG et al., 1984; SILVA et al., 1996). 
O  acúmulo  de  xilitol  e  sua  excreção no  meio  de  fermentação  são  regulados  pela 
disponibilidade de oxigênio no meio. De acordo com Vandeska et al. (1995) a taxa de 
consumo  de  oxigênio  determina  quando  a  xilose  é  utilizada  em  processos  respiratórios  ou 
fermentativos. Sob condições anaeróbias a xilose não pode ser assimilada, não pela falta das 
enzimas específicas para o metabolismo de xilose, mas pelo fato de que o NADH produzido 
não pode ser reoxidado através da fosforilação oxidativa (NOLLEAU et al., 1993). Em 
condições de forte aeração a xilose é utilizada principalmente para a produção de biomassa 
acarretando um decréscimo no rendimento de xilitol (GÍRIO et al., 1990). 
Segundo  Furlan et  al.  (1996)  o  oxigênio  oxida  o NADH  a  NAD
+
  e  uma  alta  relação 
NAD
+
/NADH  leva  à  oxidação  do  xilitol  a  xilulose,  reduzindo  a  quantidade  de  xilitol 
acumulado no meio. Assim o nível de O
2
 que favorece a produção de xilitol está na faixa da 
limitação  de  oxigênio  (VANDESKA  et  al.,  1995).  É  descrito  no  trabalho  de  Ojamo  et  al. 
(1988)  que  sob  baixa  velocidade  específica  de  consumo  de  oxigênio,  o  sistema  de 
transferência de elétrons não é capaz de reoxidar todo o NADH produzido por respiração ou 
fermentação. Como conseqüência, a concentração intracelular de NADH aumenta, resultando 
na  redução  da  taxa  de  reação  da  enzima  xilitol  desidrogenase  dependente  de  NAD
+
  e 
aumentando, portanto, a excreção de xilitol. 
 
2.3.1.3.2 Fatores que influenciam a bioconversão xilose - xilitol 
 




 
18
 

A produção microbiológica de xilitol é um processo complexo influenciado por diversos 
fatores  como  linhagem  do  microrganismo  e  fatores  ambientais,  tais  como:  nutrição, 
temperatura  e  pH,  concentração  do  inóculo,  concentração  do  substrato  e  aeração 
(WINKELHAUSEN;  KUZMANOVA,  1998).  Em  meios  constituídos  por  hidrolisados 
hemicelulósicos  além  destes  fatores  a  presença  de  compostos  tóxicos  também  exerce 
influência (FELIPE et al., 1995). 
A  concentração  inicial  de  xilose  no  meio  de  fermentação  é  um  fator  de  grande 
importância na  produção  de  xilitol. De  maneira  geral, elevadas  concentrações de  xilose  no 
meio  de  cultivo  promovem  o  seu  rápido  consumo  e  conseqüentemente  intensificam  a 
formação de xilitol (SILVA; AFSCHAR, 1994). Vandeska et al. (1995) observaram aumento 
na produção de xilitol quando a concentração de xilose do meio foi aumentada de 20 g/L para 
150  g/L  em  cultivo  com  Candida  boidinii.  No  entanto,  quando  a  concentração  inicial  de 
xilose foi aumentada para 200 g/L, foi observado decréscimo na produção de xilitol. 
O  aumento  excessivo  de  xilose  acarreta  um  decréscimo  no  crescimento  do 
microrganismo,  com  conseqüente  queda  na  produção  de  xilitol  (NOLLEAU  et  al.,  1993; 
SILVA; AFSCHAR, 1994; PARAJÓ et al., 1998b). É relatado por Parajó et al. (1998b) que a 
inibição na produção de xilitol ocorre geralmente entre 150 g/L e 200 g/L de concentração de 
xilose, dependendo da espécie da levedura e das condições operacionais utilizadas. 
A interferência de elevadas concentrações iniciais de xilose na produção de xilitol pode 
ser explicada em função da pressão osmótica exercida por concentrações de xilose acima de 
30%  (OJAMO  et  al.,  1988;  SILVA;  AFSCHAR,  1994)  e  a  repressão  das  enzimas  que 
participam do metabolismo da xilose (NIGAM; SINGH, 1995). 
Com relação à concentração inicial de células, Cao et al. (1994) observaram que altas 
concentrações  celulares  de  Candida  sp.  B-22  contribuíram  para  a  conversão  de  xilose  em 
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xilitol, sendo verificado um aumento de produtividade em xilitol de 0,5 g/Lh para 2,0 g/Lh 
quando a concentração celular de inóculo foi aumentada de 3,8 g/L para 26 g/L. 
Parajó  et  al.  (1995)  obtiveram  maior  quantidade de xilitol  com  maiores  densidades 
celulares iniciais em cultivo com Debaryomyces hansenii NRRL Y-7426 em hidrolisado de 
madeira. Roberto et al. (1995), trabalhando com meio sintético e hidrolisados hemicelulósicos 
de  palha  de  arroz,  reportaram  que  o  uso  de  altas  densidades  celulares  melhorou  a 
produtividade  volumétrica  e diminuiu  os  efeitos  tóxicos  de  inibidores,  limitando  a  morte 
celular causada por sua assimilação ou degradação. Em outro trabalho, Roberto et al. (1996), 
utilizando  hidrolisado  de  palha  de  arroz,  verificaram,  no  entanto,  redução  no  fator  de 
rendimento  e  na  produtividade  volumétrica  quando  a  concentração  celular  inicial  foi 
aumentada  de  0,90  para  2,40  g/L.  Felipe  et  al.  (1996),  trabalhando  com  hidrolisado 
hemicelulósico de eucalipto, observaram que uma concentração inicial de 3 g/L da levedura 
Cândida guilliermondii foi suficiente para a superação dos efeitos inibitórios do ácido acético. 
No entanto, uma elevação da concentração celular para 6,0 g/L resultou em decréscimos no 
fator  de  rendimento  e  produtividade.  Assim,  pode  ser  observado  que  a  elevação  na 
concentração  celular  inicial  favorece  a  produção  de  xilitol,  havendo,  entretanto,  valores  de 
concentração acima dos quais há diminuição em parâmetros importantes, como fator de 
rendimento e produtividade. 
De  acordo  com  Parajó  et  al.  (1995)  em  meios  contendo  altas  densidades  celulares,  a 
redução na disponibilidade de oxigênio no meio pode ser o fator responsável pela diminuição 
dos rendimentos e produtividades, sugerindo a existência de uma ótima concentração celular 
para determinadas condições operacionais. 
O pH extracelular é um fator bastante importante no processo de bioconversão de xilose 
em xilitol. O conhecimento do efeito do pH sobre a produção de xilitol a partir de hidrolisado 
hemicelulósico  de  bagaço  de  cana-de-açúcar  é  importante,  pois  dependendo  do  pH  de 




 
20
 

fermentação, o efeito tóxico do ácido acético pode ser acentuado ou a solubilidade de alguns 
nutrientes no  meio pode ser  afetada, tornando  impossível  a sua  assimilação  (NODA  et  al., 
1982; SANCHEZ et al., 1997; FELIPE et al., 1997b). 
De maneira geral as leveduras crescem melhor em meio ácido, em valores de pH entre 
3,5 e 3,8, sendo que o limite de tolerância para várias espécies varia entre 2,5 e 8,0 (SILVA et 
al., 1997). Estudos realizados por Felipe et al. (1994) demonstraram que o pH inicial para a 
produção de xilitol por Candida guilliermondii está na faixa de 5,5 a 6,5. Pfeifer et al. (1996) 
verificaram que em fermentações de hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar para produção 
de xilitol, utilizando a mesma cepa, o pH aumentou constantemente, atingindo valores finais 
de pH 8,0. Isto sugere que o microrganismo usa o ácido acético como fonte de carbono. 
Estudos realizados por Felipe et al. (1997b) com Candida  guilliermondii cultivada em 
hidrolisado  hemicelulósico  de  bagaço  de  cana-de-açúcar,  evidenciaram  que  em  pH  de 
fermentação inferior a 4,5 o consumo de glicose, xilose e arabinose, bem como a produção de 
xilitol  e  crescimento  celular  foram  inibidos.  No  entanto,  em  pH  de  5,5  o  microrganismo 
produziu  xilitol  com  rendimento  e  produtividade  iguais  a  0,75  g/g  e  0,57  g/L.h, 
respectivamente. 
A temperatura também exerce grande influência no metabolismo dos microrganismos e 
deve ser ajustada à sua condição de cultivo. 
Barbosa  et  al.  (1988)  observaram,  em  cultivo  com  Candida  guilliermondii  em  meio 
sintético, que a produção de xilitol foi favorecida em temperaturas na faixa de 30 °C a 35 °C. 
Sene et al. (2000), trabalhando com a mesma levedura em hidrolisado de bagaço de cana-de-
açúcar,  verificaram  que  o  fator  rendimento  em  xilitol  foi  melhorado  quando  a  temperatura 
aumentou de 25 °C para 35 °C. 
O fator de maior influência na bioconversão de xilose a xilitol, entretanto é a aeração. 
Nolleau  et  al.  (1993)  verificaram  que  o  acúmulo  de  xilitol  é  função  da  velocidade  de 
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transferência de oxigênio. Isto pode ser devido à disponibilidade do cofator da enzima xilitol 
desidrogenase, o NAD
+
, o qual é recuperado na cadeia respiratória (HÄHN-HÄGERDAL et 
al., 1994). Deste modo, a disponibilidade de O
2
 está ligada à necessidade de recuperação das 
coenzimas  necessárias na  via de  utilização de  xilose (ROSEIRO et  al.,  1991). Portanto  em 
condição de baixa velocidade de transferência de O
2
 ocorre um aumento de NADH, cofator da 
enzima xilose redutase, inibindo as etapas seguintes do metabolismo de xilose e promovendo 
a excreção e o acúmulo de xilitol (HÄHN-HÄGERDAL et al., 1994). 
O suprimento limitado de oxigênio favorece a produção de xilitol devido ao desbalanço 
entre as concentrações de NAD
+
 e NADH. A taxas específicas de fornecimento de oxigênio 
decrescentes,  o  sistema  de  transporte  de  elétrons  não  é  capaz  de  reoxidar  todo  o  NADH
2
 
produzido,  conseqüentemente  o  nível  de  NADH
2
  intracelular  aumenta,  reduzindo  a 
velocidade  de  reação  da enzima xilitol  desidrogenase, contribuindo, portanto,  para  maior 
acúmulo de xilitol no meio de cultivo (RIZZI et al., 1989). 
Nolleau et al. (1995) verificaram que sob condições anaeróbias a xilose não é assimilada 
porque o NADH produzido não pode ser regenerado através da fosforilação oxidativa, o que 
interrompe a produção de xilitol e o crescimento celular. Em condições de aeração elevada o 
metabolismo é direcionado para a produção de biomassa e o rendimento em xilitol decresce 
(GÍRIO et al., 1989). Uma quantidade menor de xilitol é acumulada porque o oxigênio oxida 
NADH a NAD
+
 e uma alta relação NAD
+
 /NADH leva à oxidação do xilitol a xilulose. 
De  maneira  geral,  pode-se  dizer  que  a  velocidade  de  transferência  de  oxigênio  é  um 
parâmetro  que  determina  se  a  xilose  será  fermentada  ou  respirada.  Desta  forma,  para  um 
processo eficiente, é extraordinariamente importante a determinação do fluxo de oxigênio que 
permite  a  utilização  balanceada  do  carbono  para  crescimento  celular  e  produção  de  xilitol 
(WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998). 
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Outro  fator  de  grande  importância  na  bioprodução  de  xilitol  a  partir  de  hidrolisados 
hemicelulósicos é a presença de inibidores do metabolismo microbiano. Entre os inibidores 
encontram-se o furfural, o 5-hidroximetil-furfural (HMF) e o ácido acético (JEFFRIES et al., 
1985;  van  ZYL,  1988),  além  de  compostos  fenólicos  oriundos  da  lignina  e  íons  metálicos 
provenientes da corrosão de equipamentos de hidrólise (CHUNG; LEE, 1985; PARAJÒ et al., 
1997). 
O efeito inibitório do furfural e do hidroximetil-furfural parece estar relacionado ao fato 
de  que  estes  compostos  interferem  na  atividade  de  algumas  enzimas  da  via  glicolítica 
(SANCHEZ; BAUTISTA, 1988). 
O ácido acético, derivado dos grupos  acetil das xilanas acetiladas dos hidrolisados 
hemicelulósicos,  tem  seu  efeito  inibitório  relacionado  ao  pH  (PARAJÓ  et  al.,  1998c; 
LOHMEIR- VOGEL et al., 1998). Em meios mais ácidos, a forma não dissociada deste ácido 
está  presente  em  maiores  concentrações.  Esta  forma  é  capaz  de  difundir-se  através  da 
membrana celular, atingindo o citoplasma e ao encontrar no interior da célula valores mais 
elevados  de  pH,  dissocia-se,  reduzindo  o  pH  intracelular  a  valores  abaixo  dos  limites 
fisiológicos  (HERRERO  et  al.,  1985;  LOHMEIER-VOGEL  et  al.,  1998;  PARAJÓ  et  al., 
1998c). 
A  inibição  do  metabolismo  microbiano  pelo  ácido  acético  está  relacionada  à  sua 
concentração no meio, já que Felipe et al., (1995), durante fermentação com C. guilliermendii, 
constataram que em baixas concentrações (1 g/L) a bioconversão de xilose em xilitol por esta 
levedura foi favorecida. 
Uma  pequena  fração  da  lignina  é  degradada  durante  a  hidrólise  ácida  resultando  na 
liberação de compostos aromáticos, dentre os quais os compostos fenólicos de baixa massa 
molar têm sido considerados os de maior força inibitória (CLARK; MACKIE, 1984). 
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Íons  metálicos,  provenientes  da  corrosão  de  equipamentos  de  hidrólise  influenciam  a 
atividade  das  enzimas  que  participam  do  metabolismo  da  xilose  (HEIKKILA  et  al.,  1992; 
LOHMEIR- VOGEL et al., 1998). 
De  acordo  com  Chen  e  Gong  (1985)  o  sucesso  da  fermentação  dos  hidrolisados  não 
depende  apenas  da  capacidade  produtiva  da  levedura,  mas  também  da  sua  tolerância  aos 
efeitos inibitórios  causados  pelos  diversos compostos  tóxicos presentes  nestes  hidrolisados. 
Estes  compostos  podem  limitar  a  utilização  eficaz  dos  açúcares  presentes  e, 
conseqüentemente, influenciam na formação de produtos. No entanto, existem procedimentos 
que buscam contornar os problemas de toxicidade dos hidrolisados aos microrganismos, tais 
como a remoção ou redução dos compostos tóxicos através de diversos tratamentos como o 
ajuste de pH  com ácidos e álcalis  (ALVES et al.,1998), a  adsorção  em  carvão  ativado 
(MARTON et al., 2003), utilização de resinas de troca iônica (CANILHA et al., 2004; 
VILLARREAL  et  al.,  2005),  e  ainda  extração  com  solventes  (PALMQVIST;  HÄHN-
HÄGERDAL, 2000). 
A  forma  de  condução  do  bioprocesso  também  exerce  influência  sobre  os  parâmetros 
fermentativos da conversão xilose em xilitol. A maioria dos trabalhos publicados com relação 
à  produção  de  xilitol  por  leveduras  referem-se  a  métodos  de  cultivos  descontínuos 
(WINKELHAUSEN;  KUZMANOVA,  1998).  Segundo  estes  autores  cultivos  descontínuos 
em  bateladas  são  caracterizados  por  altas  concentrações  iniciais  de  substrato  e  altas 
concentrações de produto ao final do processo, além de produtividades relativamente baixas 
devido os tempos mortos entre as bateladas. O sistema contínuo tem sido recomendado por 
estes  autores  como  bastante  adequado  para  a  obtenção  de  dados  sobre  a  fisiologia  de 
leveduras, uma vez que informações bastante acuradas podem assim ser obtidas. Entretanto é 
importante  observar  que  devido  principalmente  às  baixas  taxas  de  consumo  de  xilose  em 
condições de limitação de oxigênio o percentual da xilose presente no hidrolisado decresce à 
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medida  que  se  aumenta  a  vazão  específica  de  alimentação.  Desta  forma  para  o  consumo 
integral  da  xilose  do  meio  são  necessários  elevados  tempos  de  residência,  o  que  traz 
dificuldades práticas. 
O sistema descontínuo alimentado também tem sido sugerido por alguns pesquisadores 
para aumentar o fator de conversão de xilose em xilitol através da alimentação com glicose 
(YAHASHI  et  al.,  1996)  e  a  redução  dos  efeitos  de  inibição  provenientes  de  elevadas 
concentrações iniciais de xilose (OJAMO et al., 1988). 
Ainda podem ser utilizados processos conduzidos em bateladas repetidas com reciclo de 
células, onde as células do caldo fermentado são coletadas por centrifugação ou filtragem e 
são reaproveitadas, sendo apenas o meio trocado entre as sucessivas fermentações. De fato, 
Sene  et  al.  (1998)  trabalhando  com  a  levedura  Candida  guilliermondii  FTI  20037  em 
hidrolisado  de  bagaço  de  cana-de-açúcar, estudaram  a  adaptação e  reutilização  da  levedura 
para a produção  de  xilitol e  observaram  os  maiores  valores  de produção  final  (~38,0  g/L), 
rendimento em xilitol (0,73 g/g) e produtividade volumétrica (0,60 g/L.h) em fermentações 
com  células  adaptadas  ao  meio.  Choi  et  al.  (2000)  trabalhando  com  meio  sintético  e 
fermentações em reator com reciclo de células de Candida tropicalis e com suplementação de 
xilose, extrato de levedura e glicose ao longo da fermentação, obtiveram melhores resultados 
de produção de xilitol (244 g/L) quando comparado ao sistema de bateladas simples (87,14 
g/L). 
Em um dos primeiros  estudos realizados nos laboratórios  do  Grupo de Microbiologia 
Aplicada e Bioprocessos (GMBio) da EEL/USP, com relação ao uso de células imobilizadas 
para a produção de xilitol, Carvalho et al. (2000), após definirem as condições adequadas de 
imobilização da  levedura C. guilliermondii FTI 20037  em esferas de alginato de cálcio, 
conseguiram  a  reutilização  destas  por  cinco  bateladas  sucessivas  sem  haver  perdas  na 
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produção de xilitol. Ao contrário, a reutilização das células levou a aumentos na produção, na 
produtividade e na eficiência da bioconversão após a primeira batelada. 
A realização de fermentações em bateladas repetidas pode contribuir para reduções no 
tempo global de operação comparando-se ao sistema de bateladas simples e o uso de sistemas 
com  células  imobilizadas  pode  facilitar  o  processo  de  reciclagem  das  células  além  de 
contribuir para a adaptação das células ao meio formulado com hidrolisados hemicelulósicos. 
 
2.4 Cultivo com células imobilizadas 
 
A  imobilização  de  células  pode  ser  definida  como  o  confinamento  ou  localização  de 
células  microbianas  viáveis  em  uma  região  definida  do  espaço,  de  forma  a  exibir 
características  hidrodinâmicas  diferentes  daquelas  do  ambiente  circundante  (DERVAKOS; 
WEBB, 1991). 
O  uso  de  células  microbianas  viáveis  para  fins  de  fermentação  vem  sendo  praticado, 
mesmo que não intencionalmente, dentro da indústria de fermentações desde a introdução do 
processo de produção de vinagre por Scheutzenbach em 1823 (MORAES, 2002). Entretanto, 
o uso intencional de células imobilizadas em bioprocessos é relativamente recente, sendo os 
primeiros  estudos  realizados  na  década  de  1970  (AZEVEDO  et  al.,  2005).  A  primeira 
aplicação industrial  bem  sucedida foi  a  produção  do  aminoácido  L-aspártico  por  Chibata e 
colaboradores em 1973 (COUGHLAN; KIERSTAN, 1988). 
As  tecnologias  com  células  imobilizadas  vêm  desenvolvendo-se  amplamente  desde  a 
década  de  1980  e  milhares  de  publicações  concernentes  à  imobilização  celular  estão 
atualmente  disponíveis  em  websites  de  pesquisa científica  (JUNTER;  JOUENNE,  2004),  o 
que revela a importância desta tecnologia. 
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Esse crescente interesse por sistemas com células imobilizadas pode ser justificado pelas 
vantagens que estes oferecem, ressaltando-se a principal que é a de permitir o uso repetido das 
células por um tempo prolongado sem a necessidade de remoção do biocatalisador do reator. 
Outras vantagens incluem a obtenção de elevadas concentrações celulares dentro do reator, o 
que  pode  levar  a  aumentos  de  produtividade  e  eficiência  dos  bioprocessos 
(RAMAKRISHNA; PRAKASHAN, 1999);  aumento na  taxa  de absorção do  substrato  e 
melhoria  no  rendimento,  maior  tolerância  das  células  a  altas  concentrações  de  substrato  e 
redução na inibição pelo produto final; maior facilidade na recuperação do produto através da 
redução  de  necessidades  de  procedimentos  de  separação  e  filtração;  redução  de  riscos  de 
contaminação microbiana devido  a altas  densidades de  células e  atividade  fermentativa; 
possibilidade de uso de biorreatores menores e conseqüentemente com custos menores, além 
do  suporte  de  imobilização  poder  agir  como  um  agente  de  proteção  contra  efeitos  físico-
químicos de pH, temperatura, solventes ou  mesmo  metais  pesados  (KOURKOUTAS et al., 
2004), além do uso de sistemas imobilizados em processos contínuos permitir elevadas vazões 
específicas de alimentação sem que ocorra lavagem do reator (PARK; CHANG, 2000). 
As técnicas empregadas para a imobilização de células podem ser divididas em quatro 
grandes  categorias  de  acordo  com o  mecanismo  físico de  imobilização: (a)  aprisionamento 
dentro de uma matriz porosa, (b) ligação a uma superfície, (c) auto-agregação ou floculação e 
a (d) contenção em barreiras (GERBSCH; BUCHHOLZ, 1995; KOURKOUTAS et al., 2004). 
Existem diferentes tipos de suportes e a escolha deste, bem como do método de imobilização 
a  ser  empregado,  é  geralmente  feita  empiricamente,  testando-se  várias  possibilidades  e 
comparando-se  os  resultados  obtidos  com  relação  ao  desempenho  do  biocatalisador 
imobilizado (SANTOS et al., 2005a). 
Nos  campos  da  tecnologia de  alimentos  e  produção  de  bebidas,  sistemas  com células 
imobilizadas  são  comumente  usados  para  a  produção  de  metabólitos  específicos  tais  como 
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enzimas, aminoácidos, álcoois,  compostos  de  aroma, polissacarídeos, pigmentos  e  produtos 
fermentados (CARPIO et al., 2000; DEMIR et al., 2001; GARBAYO et al., 2003, MELO et 
al., 2005), vinho (KOURKOUTAS et al., 2005), vinagre (ORY et al., 2004) e molho de soja 
(VAN DER SLUIS et al., 2000). 
Especificamente  na  produção  de  xilitol,  o  GMBio  tem  empreendido  esforços  com 
relação ao estudo de  diferentes suportes e formas de  imobilização. Têm sido  estudados 
suportes  como  alginato  de  cálcio  (CARVALHO  et  al.,  2003),  vidro  poroso  e  zeólita 
(SANTOS  et  al.,  2005b),  bagaço  de  cana-de-açúcar  (SANTOS  et  al.,  2005c)  e  mais 
recentemente bucha vegetal (Luffa cilíndrica) (COELHO et al., 2006) e hidrogéis a base de 
álcool polivinílico (CUNHA et al., 2006). 
 
2.4.1 Suportes de imobilização a base de álcool polivinílico 
 
O  envolvimento  de  células  em  matrizes  poliméricas  é  amplamente  usado  para  a 
imobilização celular, uma vez que de maneira geral, consistem em técnicas simples onde são 
usados  como  suportes  materiais  comumente  disponíveis.  Muitos  polímeros  naturais  e 
sintéticos têm  sido  usados, mas  ambos  apresentam algumas desvantagens. Os polímeros 
naturais  tais  como  agar,  agarose,  alginato,  kappa-carragena,  colágeno  e  quitosana  possuem 
baixa resistência mecânica e durabilidade, embora não sejam tóxicos aos microrganismos. Por 
outro  lado,  polímeros  sintéticos  como  poliacrilamida  e  poliuretano  têm  elevada  resistência 
mecânica  e  durabilidade,  mas  freqüentemente  são  tóxicos  aos  microrganismos  (WU; 
WISECARVER, 1992; CHANG; TSENG, 1998). 
O  álcool  polivinílico  é  um  polímero  atrativo  para  uso  como  suporte  de  imobilização, 
pois é de baixo custo, produzido em larga escala e inofensivo a biomateriais como enzimas, 
células e tecidos (ARIGA et al., 1994). É um polímero sintético obtido da polimerização do 
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acetato  de  vinila  (Figura  6)  e  subseqüentemente  hidrólise  parcial  do  acetato  de  polivinila 
(RODWELL et  al., 2003).  Após  a  reação de  polimerização, o  acetato  de  polivinila é  então 
submetido a uma reação denominada hidrólise, onde os grupos acetato são substituídos por 
grupos alcoólicos. Pelo controle da reação de hidrólise o PVA pode ser produzido com níveis 
de  hidrólise  entre  70%  e  100%,  os  quais  representam  a  porcentagem  de  grupos  de  acetato 
convertidos em grupos alcoólicos no polímero. O nível de hidrólise é muito bem controlado e 
é uma especificação chave na produção do PVA pelos produtores mundiais. Dependendo do 
grau de hidrólise muitas propriedades podem ser atribuídas ao PVA (VASSALO, 2003). 
O  PVA  é  geralmente  classificado  em  dois  grupos,  parcialmente  hidrolisado  e 
completamente hidrolisado e suas propriedades estão baseadas na massa molecular e grau de 
hidrólise (DeMERLIS; SHONEKER, 2003). 
 
Figura 6 - Representação esquemática da obtenção industrial do álcool 
polinivílico. 
 
Nos  Estados  Unidos  o  PVA  é  mais  utilizado  na  indústria  têxtil  como  agente  de 
acabamento. É amplamente usado na manufatura de produtos  de papel; usado como agente 
espessante em tinta látex; em cola branca e em outros materiais adesivos além de ser usado 
em cimentos a base de gesso. O uso do PVA em embalagem de carnes e aves é aprovado pelo 
“Meat Inspection Division e Poultry Division of USDA”. Na área médica seu uso é aprovado 
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para  fabricação  de  paches  transdérmicos  e  géis  de  secagem  rápida  sobre  a  pele,  além  de 
microesferas de  PVA  serem  usadas  em  drogas orais  para liberação controlada do  princípio 
ativo (DeMERLIS; SHONEKER, 2003). 
Outras  aplicações  do  PVA incluem formulações farmacêuticas  tópicas  e  oftálmicas; 
como agente estabilizante de  emulsões  e  em soluções de lágrimas  artificiais  e de lentes de 
contato com o propósito de lubrificação (WADE; WELLER, 2000). 
Diferentes  métodos  de  imobilização  utilizando  gel  de  álcool  polivinílico  têm  sido 
relatados na  literatura  há  bastante  tempo.  Imai  et  al.  (1986)  imobilizaram  glicoamilase, 
invertase e celulase em uma membrana de PVA, obtida por meio de irradiação UV usando 
uma lâmpada  UV-germicida  de 15  W.  Segundo os  autores  esta  é  uma técnica  conveniente 
para imobilização de enzimas uma vez que é de fácil execução e utiliza condições suaves para 
a imobilização da enzima. Esta técnica, no entanto é inadequada para imobilização de células 
microbianas viáveis, em função da ação microbicida da irradiação ultra-violeta. 
Hashiimoto e Furukawa (1987) imobilizaram lodo ativado em esferas de gel de PVA, 
através do gotejamento de uma mistura de lodo e solução de PVA em uma solução saturada 
de  ácido  bórico  e  relatam  boa  capacidade  do  sistema  na  redução  da  carga  orgânica  e  de 
nitrogênio. 
Kozhukharova et al. (1988) relatam a imobilização de glicose oxidase em gel de PVA 
obtido por  desidratação. Neste  trabalho  os  autores distribuíram  em  placas de Petri uma 
solução de PVA e enzima de forma a originar uma membrana após evaporação da água. 
Chen e Lin (1994) descrevem a imobilização de lodo ativado em esferas de gel de PVA 
obtidas pelo gotejamento em solução de ácido bórico e posterior esterificação do PVA com 
ortofosfato de sódio. De acordo com os autores foram obtidas  esferas estáveis  e houve 
redução dos danos as células pelo ácido bórico uma vez que este é tóxico a célula microbiana 
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e o tratamento com ortofosfato de sódio reduziu o tempo de cura das esferas no ácido além de 
ter contribuído para obtenção de um gel mais resistente. 
Shindo e  Kamimura (1990) desenvolveram uma  técnica  de  imobilização  em  gel  de 
PVA-alginato. Estes autores preparam uma solução de PVA (8%) e alginato de sódio (2%) e 
obtiveram esferas de gel por gotejamento em solução de cloreto de cálcio (1% a 2,5%) que 
foram congeladas a - 40  ºC por  30  minutos e  liofilizadas  por  7  h.  Segundo estes autores a 
atividade da levedura imobilizada no gel foi 1,4 vezes maior do que quando imobilizadas em 
gel de alginato de cálcio, não sendo observada destruição do suporte ou redução da atividade 
da levedura após 40 dias de fermentação. 
Chang e Tseng (1998) imobilizaram Alcaligenes  eutrophus em  gel de PVA-nitrato de 
sódio.  Nesta  técnica foi  usado  nitrato  de  sódio como  agente  gelificante  em  substituição do 
ácido bórico. De acordo com os autores esta técnica tem a vantagem de eliminar o problema 
da toxicidade comumente observadas na técnica PVA - ácido bórico. 
 
2.4.1.1 Novos suportes de hidrogel de PVA 
 
Entre os suportes poliméricos a base de álcool polivinílico o que mais têm se destacado 
nos últimos anos para imobilização celular é o PVA-criogel. A obtenção deste gel é baseada 
na interação de congelamento e descongelamento de soluções de PVA e foi desenvolvida por 
Nambu e Sakayanagi (1982). Trata-se de uma matriz macroporosa e elástica (LOZINSKY et 
al.,  1996)  que  apresenta  alta  estabilidade  operacional  mesmo  em  meio  ácido  ou salino  e 
conseqüentemente podendo ser utilizada em  ciclos consecutivos de  biotransformações (EL-
HADDI, 2003; GIULIANO et al., 2003). 
Existem três principais formas de aprisionamento de biomassa microbiana neste gel. A 
primeira  envolve  o  congelamento  de  uma  mistura  PVA  e  suspensão  celular  em  um  molde 
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especial  e  subseqüente  sublimação  parcial  do  gelo  da  mistura  congelada,  seguida  de 
descongelamento e intumescimento em  meio  líquido apropriado. A segunda envolve vários 
ciclos  de  congelamento-descongelamento  da  mistura  PVA-células,  que  tem  como  objetivo 
aumentar  a  força  mecânica  do  gel.  A terceira  abordagem consiste  de um  único  ciclo  de 
congelamento-descongelamento  sem  procedimento  de  liofilização.  Nesta  última,  um 
descongelamento lento leva à obtenção de um gel mais forte (LOZINSKY et al., 1996). 
As  soluções  concentradas  de  álcool  polivinílico  são  capazes  de  gelificação  devido  à 
formação de uma rede espacial não covalente, onde a maioria das ligações intermoleculares 
são pontes de hidrogênio entre as cadeias poliméricas vizinhas, conforme mostrado na Figura 
7 (LOZINSKY; PLIEVA, 1998). 
 
 
Figura 7 - Ligações intermoleculares (pontes de hidrogênio) entre as moléculas de PVA. 
 
A formação de um gel criotrópico, como o PVA-criogel, é induzida pelo congelamento 
de  um  sistema  inicial.  A  mistura  contendo  o  agente  formador  de  gel  é  congelada  a 
temperaturas superiores a do ponto de cristalização do solvente. O sistema congelado é 
heterogêneo  contendo  uma  microfase  líquida  não  congelada juntamente  com  os  cristais  do 
solvente congelado. O agente formador do gel encontra-se concentrado na microfase líquida. 
Como esta microfase representa apenas uma pequena fração do volume inicial, a concentração 
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do precursor do gel aumenta drasticamente,  promovendo a gelificação. Já os cristais do 
solvente congelado funcionam como um agente formador de poros, pois quando fundidos dão 
origem  a  cavidades,  macroporos  preenchidos  com  o  solvente.  Durante  o  congelamento  os 
cristais de solvente  crescem até encontrarem as faces de  outros  cristais e  então após  o 
descongelamento um sistema de poros interconectados surge no interior do gel (LOZINSKY 
et  al.,  2003).  De  acordo  com  estes  autores  as  dimensões  e  forma  dos  poros  dependem  de 
muitos  fatores,  os mais  importantes são  a  concentração do  agente precursor  e  o  regime  do 
tratamento criogênico. 
Nos últimos anos diversos pesquisadores têm explorado o PVA-criogel como suporte de 
imobilização,  não  só  para imobilização  de  células microbianas  viáveis  (EL-HADI,  2003; 
GIULIANO  et  al.,  2003;  MARTYNENKO  et  al.,  2004;  SZCZESNA-ANTCZAK  et  al., 
2004), mas para imobilização de enzimas (CZICHOCKI et al., 2001), lodo ativado (CHANG; 
KIM; NAM.,  2005)  e  oligossacarídeos (MARTINS et al., 2003), além de  polissacarídeos  e 
ácidos nucléicos (LOZINSKY et al., 2003). Isto ressalta a ampla aplicabilidade e importância 
biotecnológica deste suporte. 
Uma outra estratégia de imobilização em hidrogel, bastante recente, consiste no uso do 
LentiKats - PVA.   Este hidrogel a base de álcool polivinílico foi desenvolvido e patenteado 
por Ding e Vorlop (1995), pesquisadores do “Federal Agricultural Research Center (FAL)” de 
Braunschweig,  Alemanha.  O  mecanismo  de  gelificação  do  LentiKats  é  baseado  na 
desidratação  parcial  do  gel  a  temperatura  ambiente,  a  qual  é  uma  das  técnicas  menos 
agressivas para a imobilização de microrganismos. Este sistema de imobilização oferece 
algumas vantagens  quando  comparado  com  outros  sistemas que  usam hidrogéis,  tais  como 
baixo  custo  da  matriz,  simplicidade  da  preparação  do  gel,  baixa  limitação  de  difusão  do 
suporte em função da forma de lentilhas (espessura 200-400µm) na qual as partículas de gel 
são obtidas, além da excelente estabilidade mecânica do suporte (REBROS et al., 2005). 
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Este suporte tem sido usado com sucesso em processo de desnitrificação (JEKEL et al., 
1998), na conversão de glicerol a 1,3 – propanodiol por Clostridium butyricum imobilizado 
(WITTLICH  et  al.,  1999),  em  fermentação  malolática  de  cidra  por  Oenococcus  oeni 
(DURIEUX et al., 2000), no encapsulamento de dextranasacarase (de SEGURA et al., 2003), 
na imobilização de leveduras para produção de proteínas heterólogas (PARASCANDOLA et 
al.,  2006)  e em  fermentação  etanólica com Zymomonas  mobilis (REBROS et  al.,  2005). 
Entretanto,  ainda  é  relativamente  pequeno  o  número  de  publicações  de  trabalhos  com 
LentiKats  em  jornais  científicos  por  se  tratar  de  uma  novidade  entre  os  suportes  de 
hidrogéis, mas existe inclusive o  interesse por parte da indústria nesta tecnologia. Exemplo 
disto  é  a  Companhia  Mega  a.s.,  da  República  Tcheca,  que  tem  desenvolvido  projetos  de 
imobilização  de  células  em  LentiKats,  tendo  já  implantado  uma  unidade  piloto  para 
realização  de  estudos  com  este  suporte  (MEGA,  2005).  Outro  exemplo  é  a  BMA  – 
Braunschweigische  Maschinenbauanstalt  da  Alemanha,  empresa  que  fornece  equipamentos 
para indústrias de açúcar e álcool, que desenvolveu uma planta semi-piloto para a produção de 
etanol em um processo com células de levedura imobilizadas em PVA-LentiKats. 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 
Contribuir na geração de conhecimentos científicos voltados ao desenvolvimento de um 
bioprocesso viável de produção de xilitol, visando o aproveitamento do bagaço de cana-de-
açúcar. 
 
3.2 Objetivos específicos 
  Estudar  o  desempenho  de  dois  novos  suportes  a  base  de  álcool  polivinílico  (PVA-
criogel e PVA-LentiKats) no processo de produção de xilitol em sistemas com células 
imobilizadas; 
 
  Estabelecer  as  melhores  condições  de  imobilização  da  levedura  Candida 
guilliermondii  FTI 20037  em  PVA-criogel para  a  produção  de  xilitol, utilizando 
planejamento  experimental  como  ferramenta  auxiliar,  avaliando  a  influência  dos 
parâmetros  concentração  de  álcool  polivinílico,  temperatura  de  congelamento  e 
número de ciclos de congelamento-descongelamento no fator de conversão de xilose 
em xilitol, na produtividade volumétrica de xilitol e na retenção celular do suporte; 
 
  Avaliar  o  processo  de  produção  de  xilitol  e  a  estabilidade  operacional  do  suporte 
PVA-criogel em fermentações descontínuas conduzidas em reator de mistura operado 
em bateladas  simples e em  bateladas  consecutivas  com  reciclo  do  biocatalizador 
imobilizado; 
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  Avaliar  o  processo  de  produção  de  xilitol  e  a  estabilidade  operacional  do  suporte 
PVA-  LentiKats  em  fermentações  descontínuas  conduzidas  em  reator  de  mistura 
operado  em  bateladas  simples  e  em  bateladas  consecutivas  com  reciclo  do 
biocatalizador imobilizado; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 Preparo do bagaço de cana-de-açúcar para a hidrólise 
 
Foi  utilizado  bagaço  de  cana-de-açúcar  proveniente  da  usina  Costa  Pinto  do  Grupo 
COSAN, localizada na cidade de Piracicaba-SP. O bagaço foi exposto ao sol durante 3 dias 
para  secagem  e  foi  quantificado  o  seu  teor  de  umidade  em  balança  analítica  com 
infravermelho. 
 
4.2 Obtenção do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar 
 
O hidrolisado foi  obtido por  hidrólise  ácida  do  bagaço de  cana em  reator de  aço 
inoxidável  AISI 316  com  capacidade volumétrica  total de  250  L, equipado com  camisa  de 
óleo térmico  para  aquecimento indireto  (Figura  8).  A hidrólise  ácida  teve como  objetivo  a 
extração da xilose presente na fração hemicelulósica do bagaço de cana-de-açúcar. 
O reator foi operado em regime descontínuo empregando-se as seguintes condições de 
hidrólise: temperatura de 121 ºC; tempo de reação de 10 minutos; 100 mg de ácido sulfúrico 
(98%)  para  1  g  de  bagaço  (matéria  seca)  e  uma  proporção  entre  massa  seca  de  bagaço  e 
volume de solução ácida de  1:10.  Foram realizadas  seis  operações de hidrólise, obtendo-se 
aproximadamente 530 L de hidrolisado, os quais foram centrifugados em centrífuga industrial 
para separação de resíduos sólidos constituídos de celulignina. 
O hidrolisado obtido foi concentrado 5 vezes, pela redução de 1/5 do seu volume, sob 
pressão reduzida em concentrador com capacidade de 30 L (Figura 9) a 70 ºC, objetivando o 
aumento do teor  de xilose. Após a etapa de concentração o  hidrolisado foi tratado por 
elevação do pH até 7.0 pela adição de óxido de cálcio e redução do pH até 5.5 pela adição de 
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ácido fosfórico comercial. Em seguida este foi adicionado de 2,5% (m/v) de carvão ativo e 
procedeu-se  agitação  em  incubadora  com  movimento  rotatório  a  200  rpm  e  30  ºC  por  1  h 
(ALVES et al., 1998). Após cada uma das etapas do tratamento o hidrolisado foi filtrado em 
papel filtro sob vácuo para a remoção dos precipitados formados e ao final do tratamento este 
foi autoclavado a 111 ºC durante 15 min. 
O hidrolisado foi caracterizado quanto ao pH, grau Brix e aos teores de glicose, xilose, 
arabinose,  ácido  acético,  furfural,  hidroximetil-furfural  e  quanto  aos  teores  de  compostos 
fenólicos antes e após as etapas de concentração e tratamento. 
 
 
Figura 8 – Reator onde foi procedida a hidrólise do bagaço 
 
  
 Figura 9 – Concentrador de 30 L 
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4.3 Microrganismo e obtenção das células 
 
O  microrganismo  utilizado  neste  trabalho  foi  a  levedura  Candida  guilliermindii  FTI 
20037,  selecionada  por  Barbosa  et  al.  (1988),  mantida  na  coleção  de  cultura  do  Grupo  de 
Microbiologia Aplicada e Bioprocessos (GMBio) da EEL/USP em meio ágar extrato de malte 
à 4 ºC. 
A biomassa celular usada na etapa de imobilização foi obtida através da transferência de 
uma alçada de células da cultura estoque para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo meio 
sintético  composto  de 30  g/L de  xilose, 3  g/L  de sulfato  de  amônio,  0,1  g/L de  cloreto  de 
cálcio e 10% (v/v) de extrato de farelo de arroz. As células  cultivadas  em incubadora com 
movimento rotatório a 200 rpm, 30 ºC por 24 h foram recuperadas por centrifugação a 2000g 
por 20 min, lavadas e re-suspensas em água destilada esterilizada. 
O extrato de farelo de arroz foi obtido pelo preparo de uma suspensão de farelo em água 
(200  g/L) que  foi  autoclavada a  111ºC  por  15  min.  Após  resfriamento,  o  sobrenadante  foi 
separado por centrifugação a 2000g por 20 min e utilizado no preparo dos meios de cultivo. 
 
4.4 Composição do meio de fermentação 
 
O  meio  de  fermentação  foi  formulado  com  hidrolisado  (concentrado  e  tratado) 
suplementado com sulfato de amônio (3 g/L), cloreto de cálcio (0,1 g/L) e extrato de farelo de 
arroz (10 % v/v). O pH inicial do meio foi ajustado para 5,5 com solução de NaOH 6,0 M. 
 
4.5 Imobilização da levedura em PVA-criogel 
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As células foram  imobilizadas por  aprisionamento  em  esferas de  PVA-criogel. Para  a 
definição  das  melhores  condições  de  imobilização  do  microrganismo na  matriz  de  PVA, 
foram  realizados  ensaios  de  acordo  com  um  planejamento  fatorial  completo  2
3
,  com  3 
repetições no  ponto  central,  totalizando  11  experimentos.  O  delineamento  experimental  foi 
obtido com  auxílio  do  programa  computacional Statistica  6.0. As variáveis  estudadas  no 
planejamento  foram  concentração  de  PVA,  número  de  ciclos  de  congelamento-
descongelamento e temperatura de congelamento e foram avaliadas como função resposta os 
parâmetros fator de conversão de xilose em xilitol (Y
P/S
), produtividade volumétrica de xilitol 
(Q
P
) e retenção celular (CI
%
). 
As Tabelas 3 e 4 mostram a matriz do delineamento fatorial completo 2
3
 e os níveis das 
variáveis estudadas, respectivamente. 
 
Tabela 3 - Matriz do delineamento fatorial completo 2
3
. 
Variáveis Codificadas  
Ensaio 
CPVA
a 
NC
b 
TC
c 
1 
+  +  + 
2 
+  +  - 
3 
+  -  + 
4 
+  -  - 
5 
-  +  + 
6 
-  +  - 
7 
-  -  + 
8 
-  -  - 
9 
0  0  0 
10 
0  0  0 
11 
0  0  0 
a
CPVA = concentração de PVA; 
b
NC = número de ciclos de congelmento; 
c
temperatura de 
congelamento 
 
Tabela 4 - Variáveis e níveis de variação do delineamento 2
3
. 
Níveis Variáveis 
-  0  + 
Concentração de PVA – CPVA (% P/V) 
8  10  12 
Nº Ciclos Congelamento-descongelamento 
1  3  5 
Temperatura Congelamento (ºC) 
-10  -15  -20 
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A suspensão celular obtida conforme descrito no item 4.3 foi misturada a uma solução 
contendo álcool polivinílico (Mw 89,000 – 98,000, DH 99.0; Sigma-Aldrich, USA) e alginato 
de sódio (Saltialginate S1100; Degussa Texturant Systmes, França) previamente autoclavada 
a 121ºC por 20 min e resfriada a 35 ºC, de modo a ser obtida uma suspensão homogênea com 
concentração celular igual a 6 g/L e concentrações de PVA de 8%, 10% ou 12%, contendo 
cada uma 2% (m/v) de alginato de sódio, conforme o delineamento fatorial. A mistura obtida 
foi gotejada em uma solução aquosa estéril de CaCl
2
 (4% v/v) e as esferas de gel formadas 
foram mantidas nesta solução a 5 ºC por 3 horas. Para o gotejamento da suspensão polímero-
célula na solução de cloreto de cálcio foram utilizadas uma bomba peristáltica e duas agulhas 
19 G (1 ½ polegada), conforme ilustrado na Figura 10. 
 
 
Figura 10 - Esquema do procedimento de imobilização da levedura. 
 
As partículas de gel obtidas na forma de esferas foram mantidas na solução de cloreto de 
cálcio a 4 ºC por 3 horas, sendo então, coletadas com auxílio de uma peneira, lavadas com 
água deionizada esterilizada e submetidas ao congelamento. Na etapa de congelamento foram 
usadas temperaturas de – 10ºC, - 15ºC ou – 20ºC por 10 h, de acordo com o delineamento 
experimental e subseqüente descongelamento a temperatura ambiente por 2h. O objetivo da 
utilização de alginato de sódio juntamente com o álcool polivinílico é devido à facilidade de 
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obtenção das partículas na forma de esferas, não necessitando, assim, o emprego de uma fase 
hidrofóbica  como  um  óleo ou  solvente  orgânico que  normalmente  são  utilizados  quando 
somente PVA é empregado na constituição da matriz. 
Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 10 g de esferas 
do gel  com  as  células  imobilizadas e  40  mL  de  meio  de  cultivo  formulado a  base de 
hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar conforme descrito  no item 4.4. Os 
frascos foram mantidos em incubadora rotatória a 30 ºC, 200 rpm de agitação por um período 
de 72 h. No final de cada ensaio foram analisados o consumo de xilose, a produção de xilitol e 
a retenção celular no suporte. 
 
4.6 Ensaio em biorreator de mistura em modo descontínuo com células imobilizadas em 
PVA-criogel 
 
Foi procedido ensaio em biorreator de mistura (STR) buscando caracterizar e avaliar o 
desempenho do  sistema com o biocatalisador imobilizado. O reator STR não é comumente 
usado  em  fermentações  com  células  imobilizadas  em  hidrogeis,  em  função  de  elevadas 
tensões de cisalhamento comumente inerentes ao processo. Entretanto é o tipo de reator mais 
utilizado  em  processos  industriais,  além  de  ser  facilmente  operado.  Muitas  vezes  são 
adaptadas cestas  no interior do  reator,  para conter o  suporte e evitar  contato direto com  as 
turbinas. De fato, este sistema tem a vantagem de contribuir para menor agressão mecânica ao 
suporte, entretanto, normalmente com o crescimento das células há formação de filmes entre 
as esferas contidas na cesta o que dificulta bastante a transferência de massa entre o meio e as 
células retidas no interior da matriz. Desta forma, as esferas foram mantidas livres dentro do 
reator  e  foi  usada  apenas  uma  turbina  tipo  hélice  (propeller)  para  promover  a  mistura  do 
sistema com menor cisalhamento, conforme Figura 11. 
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 Figura 11 - Representação esquemática do reator STR com as esferas de gel. 
 
O  ensaio  de  bioconversão  foi  realizado  em  reator  de  mistura  (BioFlo  III,  New 
Brunswick Scientific Co., Edson, NJ, USA) de 1,5 L de capacidade. O reator foi alimentado 
com 960 mL de meio de cultivo, formulado conforme item 4.4, e com 240 g de esferas de gel 
com as células imobilizadas, sendo operado a 400 rpm, 30 °C e 1,04 vvm de aeração (k
L
a de 
10 h
-1
 medido sem partículas). No início da fermentação e em intervalos de 24 h, adicionou-se 
benzilpenicilina  potássica  (Benzecilin  5.000.000  UI,  Teuto  Brasileito  Ltda)  ao  meio  de 
fermentação  em  uma  concentração  de  1.000.000  UI  para  o  controle  de  possíveis 
contaminantes. O termino da fermentação foi definido por um consumo de no mínimo 90% do 
conteúdo inicial de xilose do meio de cultivo. 
Durante  o  processo  foi  acompanhado  o  aumento  de  biomassa  celular  no  interior  das 
esferas, bem como o conteúdo de células livres no meio e determinadas as concentrações de 
xilose,  glicose,  arabinose,  xilitol,  ácido  acético,  etanol  e  glicerol.  Foram  calculados  os 
parâmetros fermentativos do processo. 
 
Amostrador
Eletrodo de pH
Termopar
Condensador
Aquecimento/Resfriamento
Esferas
Turbina tipo hélice
Amostrador
Eletrodo de pH
Termopar
Condensador
Aquecimento/Resfriamento
Esferas
Turbina tipo hélice
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4.7 Avaliação do desempenho do sistema com células imobilizadas em PVA-criogel em 
biorreator de mistura operado em bateladas repetidas 
 
Com  o  objetivo  de  avaliar  a  estabilidade  operacional  do  sistema  imobilizado  bem 
como  a  bioprodução  de  xilitol  em  ciclos  sucessivos  de  fermentações, foram  realizadas  6 
bateladas consecutivas com reciclo das células imobilizadas, totalizando um tempo de 660 h 
de  fermentação.  Ao  final  de  cada  ciclo  o  caldo  fermentado  foi  descarregado  e  o  sistema 
realimentado com meio de cultivo novo (960 mL). As células imobilizadas foram mantidas no 
reator,  sendo  utilizadas  como  inóculo  no  ciclo  seguinte.  Após  o  5º  ciclo,  as  esferas  foram 
lavadas com água deionizada esterilizada e reutilizadas como inóculo no 6º ciclo. O biorreator 
foi operado em cada ciclo a 400 rpm, 30 ºC, aeração de 1,04 vvm e o tempo final de cada 
batelada foi determinado por um consumo de no mínimo 90% do conteúdo de xilose inicial. 
Periodicamente, amostras foram coletadas para as determinações analíticas pertinentes. 
 
4.8 Imobilização da levedura em PVA-LentiKats

 
 
O  microrganismo  foi  imobilizado  por  aprisionamento  na  matriz  de  PVA-LentiKats 
seguindo  procedimentos  estabelecidos  pela  empresa  fabricante  do  suporte  (Genialab, 
Braunschweig - Alemanha). 
Para os ensaios em frascos Erlenmeyer, 80 mL do gel Lentikats (Figura 12) foi 
fundido em aparelho de microondas e resfriado a 35 ºC, sendo então adicionado 20 mL de 
suspensão  celular  (item  4.3)  de  modo  a  obter-se  uma  mistura  contendo  6  g/L  de  células 
(massa seca de células / volume de solução). A mistura PVA/Células foi gotejada em placas 
de Petri de poliestireno estéril com auxílio de uma seringa descartável estéril de 20 mL de 
forma a obter-se gotículas de aproximadamente 3-5 mm de diâmetro. As placas foram então 
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colocadas em câmara de fluxo laminar a temperatura ambiente com o objetivo de gelificar as 
gotículas pela redução  de aproximadamente 70%  da  massa  inicial  por  evaporação da  água, 
obtendo-se um hidrogel na forma de lentilhas contendo células da levedura aprisionadas em 
seu interior. As  lentilhas  foram  estabilizadas e  reentumecidas  em  solução  estabilizadora 
(Genialab)  por  2  horas  sob  agitação,  sendo  então  coletadas  com  auxílio  de  uma  peneira, 
lavadas com água deionizada estéril e utilizadas nos ensaios fermentativos. 
 
 
Figura 12 - Hidrogel de PVA-Lentikats. 
 
Para os ensaios em biorreator de mistura as lentilhas de LentiKats foram obtidas com 
auxílio de um LentiKatPrinter “modelo S” (Figura 13, Genialab) o qual permite a obtenção 
das partículas de gel mais uniformes e de forma otimizada. 
 
Figura 13 - LentikatPrinter modelo “S” 
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4.8.1  Ensaios  fermentativos  preliminares  em  frascos  Erlenmeyer  com  células 
imobilizadas em PVA-LentiKats

 
 
Buscando  avaliar  a  capacidade  biocatalítica  das  células  imobilizadas  em  PVA-
LentiKats foram realizadas fermentações em duplicatas em frascos Erlenmeyer de 125 mL 
contendo 5 g (equivalente a 5 mL) de lentilhas com células imobilizadas (item 4.8) e 45 mL 
de  meio  de  fermentação  (item  4.4).  Os  frascos  foram  mantidos  em  incubadora  com 
movimento rotatório a 200 rpm, 30 ºC por período de até 84 h. No início das fermentações e 
nos períodos de 24h, 48h, 60h, 72h e 84  h de fermentação foram determinadas a biomassa 
imobilizada e suspensa no meio, as concentrações de xilose, glicose, arabinose, xilitol, ácido 
acético, etanol e glicerol e foram calculados os parâmetros fermentativos no final do processo. 
 
4.8.2 Ensaio em biorreator de mistura em modo descontínuo com células imobilizadas 
em PVA-LentiKats

 
 
O ensaio de bioconversão foi realizado em reator de mistura (Multigen, New Brunswick 
Scientific Co., Edson, NJ, USA) de 1,0 L de capacidade. O reator foi alimentado com 400 mL 
de meio de  cultivo,  formulado  conforme item 4.4,  e com 100  g de lentilhas de gel com  as 
células imobilizadas, sendo operado a 300 rpm, 30 °C e 0,8 vvm de aeração (k
L
a de 21 h
-1
, 
medido  sem  partículas).  Nas  fermentações  em  biorreator  com  o  suporte  PVA-LentiKats 
foram empregadas duas turbinas tipo pás planas para a mistura do sistema e para o controle de 
possíveis contaminantes foi utilizada benzilpenicilina potássica como descrito no item 4.6. O 
término da fermentação foi definido por um consumo de no mínimo 90% do conteúdo inicial 
de xilose do meio de cultivo. 




 
46
 

Durante o processo foram acompanhados os teores de biomassa celular nas lentilhas de 
gel e suspensas no meio e determinadas as concentrações de xilose, glicose, arabinose, xilitol, 
ácido  acético,  etanol  e  glicerol.  Foram  calculados  os  parâmetros  fermentativos  no  final  do 
processo. 
 
4.8.3  Avaliação  do  desempenho  do  sistema  com  células  imobilizadas  em  PVA-
LentiKats

 em biorreator de mistura operado em bateladas repetidas 
 
Foram realizadas 5 bateladas consecutivas com reciclo das células imobilizadas. Ao 
final de cada ciclo o caldo fermentado foi descarregado e o sistema realimentado com meio de 
cultivo novo (400 mL). As células imobilizadas foram mantidas no reator, sendo utilizadas 
como inóculo no ciclo seguinte. O biorreator foi operado conforme descrito no item anterior e 
o  tempo  final  de  cada  batelada  foi  determinado  por  um  consumo  de  no  mínimo  90  %  do 
conteúdo de xilose inicial. No final de cada ciclo fermentativo foram quantificadas a biomassa 
imobilizada na matriz e suspensa no meio e determinadas as concentrações de xilose, glicose, 
arabinose,  xilitol,  ácido  acético,  etanol  e  glicerol,  bem  como  calculados  os  parâmetros 
fermentativos do processo. 
 
4.9 Métodos analíticos 
 
4.9.1 Determinação das concentrações celulares 
 
As concentrações celulares foram determinadas por leitura da densidade óptica (DO) em 
espectrofotômetro (Beckmam DU 640B, Califórnia, USA) no comprimento de onda de 600 
nm e correlacionadas com a massa seca de células (g/L) por meio de uma curva de calibração 




 
47
 

correspondente. As amostras de meio fermentado foram centrifugadas a 2000 g por 20 min e 
as células separadas foram re-suspensas em água para a determinação das concentrações de 
células livres. 
Para a determinação da biomassa celular imobilizada em PVA-criogel alíquotas de 
aproximadamente  0,10  g  a  0,15  g  de  partículas  de  gel,  previamente  secas  em  papel 
absorvente,  foram  dissolvidas  em  solução  de  citrato  de  potássio  (2.0%,  m/v)  a  70  ºC,  sob 
agitação em vortex. A suspensão resultante foi centrifugada a 2000 g por 20 min e as células 
re-suspensas em água para a leitura da densidade óptica. A biomassa imobilizada em PVA-
LentiKats foi determinada pelo mesmo método apenas a dissolução das lentilhas de gel foi 
feita  em  água  a  70  ºC  por  2  minutos.  A  densidade  das  partículas  de  PVA-criogel  e  PVA-
LentiKats, foi considerada constante durante as fermentações (1,0 g/mL). 
O crescimento celular foi considerado como o aumento na concentração de células livres 
no meio de cultivo (X
M
) e de células imobilizadas na matriz de PVA (X
I
), ou como aumento 
na concentração celular total no reator (X
R
), conforme proposto por Tavares (1998). Para o 
cálculo da concentração  celular  total no  reator (X
R
), foi  empregado  o  seguinte balanço 
material: 
 
MMIIRR
XVXVXV ⋅+⋅=⋅  (4.1) 
 
Onde V
R
 é o volume do reator (L), X
R
 é a concentração celular total no reator (g/L), V
I
 é 
o volume das partículas de gel (L), X
I 
é a concentração celular nas partículas de gel (g/L), V
M
 
é o volume de meio de cultivo (L) e X
M
 é a concentração celular no meio de cultivo (g/L). 
A  concentração  de  células  livres  no  meio  de  fermentação  (X
M
)  e  a  concentração  de 
células  imobilizadas  nas  partículas  de  PVA-criogel  ou  PVA-LentiKats  (X
I
)  foram 
relacionadas ao volume de trabalho do reator (V
R
) através das seguintes equações: 
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=
R
MM
RM
V
VX
X  (4.2) 
 






=
R
II
RI
V
VX
X  (4.3) 
 
Onde X
RM
 é a concentração de células livres no reator (g/L) e X
RI
 é a concentração de 
células imobilizadas no reator (g/L).  Assim,  a  soma  das  concentrações  celulares no meio  e 
imobilizadas, expressas em volume de reator, forneceu a concentração celular total em relação 
ao volume de reator (X
R
), conforme a equação: 
 
RIRMR
XXX +=  (4.4) 
 
4.9.2 Determinação da concentração de açúcares, ácido acético, etanol e glicerol 
 
A determinação da concentração dos açúcares glicose, xilose e arabinose, bem como 
do xilitol, ácido acético, etanol e glicerol foram realizadas por cromatografia líquida de alta 
eficiência (Cromatógrafo Waters 410, Milford, MA, USA) sendo empregada coluna HPX-87-
H (300  x  7.8  mm)  (Bio-Rad, Hecules,  CA, USA)  mantida  a 45  ºC  e detector de  índice  de 
refração.  Como  fase  móvel  foi  usado  H
2
SO
4
  0,05  M,  fluxo  de  0,6  mL/min  e  volume  de 
amostra injetada de 20 µL. 
As amostras, devidamente diluídas, foram filtradas em filtro Sep Pak C18 e o eluente, 
antes do uso, foi filtrado a vácuo em membrana HAWP 0,45 µm (MILLIPORE) e em seguida 
degaseificado em banho de ultrasom (Microsonic SX-50) por 30 minutos. 
 
4.9.3  Determinação  da  concentração  de  furfural,  hidroximetil-furfural  e  compostos 
fenólicos 
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As determinações dos teores de furfural, hidroximetil-furfural e compostos fenólicos 
(ác.  p-hidróxibenzóico,  ác.  vanílico,  ác.  siríngico,  ác.  felúrico  e  vanilina)  presentes  no 
hidrolisado  hemicelulósico  foram  feitas  por  cromatografia  líquida  de  alta  eficiência 
(Cromatógrafo Waters 2487, Milford, MA, USA) sendo empregada coluna RP18 (200 x 4.6 
mm, Waters 11740) mantida a 25 ºC, detector de ultra-violeta a 276 nm, e utilizando 
acetonitrila /  água 1:8  adicionada  de  1% de  ácido  acético  como  fase  móvel  e  fluxo  de  0,8 
mL/min. Após diluição apropriada, as amostras foram filtradas em membrana Minisart (0,45 
µm) e 20 µL foram injetado no cromatógrafo. 
 
4.9.4 Determinação do pH e grau Brix 
 
O pH das amostras foi determinado em  pHmetro MICRONAL modelo  374.  O  grau 
Brix foi medido em refratômetro manual (Schimidt-Haensch modelo RR11). 
 
4.9.5 Determinação do coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio (k
L
a) 
 
O  coeficiente  volumétrico  de  transferência  de oxigênio  inicial  foi  determinado  pela 
metodologia “gassing-out” (PIRT, 1975). Antes da adição das partículas de gel com as células 
imobilizadas  ao  biorreator,  o  meio  de  cultivo  foi  desaerado  por  borbulhamento  de  gás 
nitrogênio até que a concentração de oxigênio dissolvido fosse reduzida a zero. Foi procedida 
a aeração e a agitação e o aumento na concentração de oxigênio dissolvido foi monitorado ao 
longo  do  tempo  através  de  um  eletrodo  de  oxigênio  (Mettler  Toledo,  modelo 
InPro6100/220/S/N  –  PN  52200117),  previamente  calibrado  de  acordo  com  manual  do 
fabricante. Por integração da equação de balanço de oxigênio no meio líquido (Equação 4.5) 
foi possível obter a relação apresentada na equação 4.6. 
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)(
*
CCak
dt

dC
L
−=  (4.5) 
tak
C
C
L
×−=






−
*
1ln
 (4.6) 
Onde C/C* corresponde à leitura do eletrodo (fração da concentração de O
2
 dissolvido 
em relação à concentração de saturação). 
O gráfico do logaritmo neperiano de 






−
*
1
C
C
 em função do tempo permitiu determinar 
a valor de K
L
a. 
 
4.9.6 Determinação dos parâmetros fermentativos 
 
a) Fator de conversão de xilose em xilitol (Y
P/S
) 
 Foi determinado pela relação entre a quantidade de xilitol produzido e a correspondente 
variação de xilose. 
)(
)(
/
fi
if
SP
SS
PP
S
P
Y
−
−

=
∆
∆
=  (4.7) 
Onde: 
Y
P/S 
= fator de rendimento em xilitol (g/g) 
P
f
 = concentração final de xilitol (g/L) 
P
i
 = concentração inicial de xilitol (g/L) 
S
f
 = concentração final de xilose (g/L) 
S
i
 = concentração inicial de xilose (g/L) 
 
b) Produtividade volumétrica em xilitol (Q
P
) 
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Foi  determinada  pela  razão  entre  a  quantidade  de  xilitol  produzida  e  o  intervalo  do 
tempo correspondente. 
t

PP
Q
if
P
∆
−

=
)(
 (4.8) 
Onde: 
Q
P
 = produtividade volumétrica em xilitol (g/L.h) 
∆t = intervalo de tempo da fermentação (h) 
 
c) Eficiência de conversão de xilose em xilitol (η
ηη
η
%
) 
Foi determinada pela razão entre o  fator  de  rendimento observado (Y
P/S
) e  o fator de 
conversão teórico determinado por Barbosa et al. (1988) para a levedura estudada. 
100
)(
)(
/
/
×=
teóricoY
observadoY
SP
SP
η
 (4.9) 
Onde: 
η = eficiência de conversão (%) 
Y
P/S 
teórico = 0,917 g xilitol / g xilose consumida 
 
d) Percentual de consumo de xilose (Y
%
) 
O percentual de consumo  de xilose  foi  determinado pela  relação  entre  o conteúdo  de 
xilose consumida em determinado instante e o conteúdo inicial de xilose. 
100
)(
×
−

=
i
fi
S
SS
Y  (4.10) 
Onde: 
S
f
 = concentração final de xilose (g/L) 
S
i
 = concentração inicial de xilose (g/L) 
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e) Percentual de células imobilizadas (CI
%
) 
  O  percentual  de  células  imobilizadas  (CI
%
)  foi  determinado  por  meio  da  seguinte 
equação: 
100
%
×=
R
RI
X
X
CI  (4.12) 
Onde: 
X
RI
 = concentração de células no gel expressa por volume de reator (g/L) 
X
R
 = concentração celular total no reator (g/L) 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Caracterização parcial do hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar 
 
O bagaço de cana foi submetido ao processo de hidrólise ácida para a extração da xilose, 
entretanto, além deste açúcar muitos outros compostos são liberados durante a hidrólise, como 
ácido acético, furfural, hidroximetilfurfural e diversos compostos fenólicos. 
Os hidrolisados:  bruto  (HB),  concentrado  (HC)  e  tratado (HCT)  foram caracterizados 
quanto ao pH, grau brix, concentrações de xilose, glicose, arabinose, ácido acético, furfural, 
hidroximetilfurfural e compostos fenólicos (ác. p-hidróxibenzóico, ác. vanílico, ác. siríngico, 
ác.  felúrico  e  vanilina).  Os  resultados  referentes  à  caracterização  química  dos  hidrolisados 
estão apresentados na Tabela 5. 
 
Tabela 5 - Caracterização dos hidrolisados hemicelulósicos de bagaço de cana-de-açúcar. 
Concentração (g/L)*  
HB  HC  HCT 
pH 
1,13  0,84  5,60 
Propriedades físicas 
ºBrix 
3,75  16,0  12,0 
Glicose* 
1,30  7,20  5,55 
Xilose* 
17,40  85,0  79,17 
 
Açúcares 
Arabinose* 
1,81  9,72  8,74 
Ácido  Ácido acético* 
2,34  4,94  3,58 
Furfural* 
0,113  0,025  0,003 
Produtos  da  degradação  de 
açúcares  Hidroximetilfurfural* 
0,005  0,028  0,001 
Ác.
ρ
ρρ
ρ
-hidroxibenzóico* 
0,442  0,588  0,007 
Ác. Vanílico* 
nd  nd  nd 
Ác. Siríngico* 
0,020  0,087  0,010 
Vanilina* 
0,041  0,066  0,004 
Seringaldeído* 
0,464  0,737  0,060 
 
 
Produtos oriundos da lignina 
Ác. Ferúlico* 
0,050  0,202  0,020 
 HB: hidrolisado bruto; HC: hidrolisado concentrado 5 vezes; HCT: hidrolisado concentrado e tratado 
 nd: não detectado 
 
Como pode ser visto na Tabela 5 as condições de hidrólise empregadas promoveram um 
hidrolisado  rico  em  xilose  (17,4  g/L)  e  com  baixa  concentração  de  glicose  (1,30  g/L), 
demonstrando uma extração seletiva da fração hemicelolósica do bagaço. Valores similares de 
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concentrações  de  xilose  e  glicose  em  hidrolisado  de  bagaço  de  cana-de-açúcar  foram 
encontrados  por  Carvalho  et  al.  (2002a),  Morita;  Silva  (2000)  e  Santos  (2005a),  os  quais 
empregaram o mesmo tratamento de hidrólise. De acordo com Parajó et al. (1998c) a hidrólise 
ácida  branda  possibilita  o  fracionamento  seletivo  dos  açúcares  presentes  na  fração 
hemicelulósica de materiais lignocelulósicos, permitindo a obtenção de um hidrolisado rico 
em xilose. 
No  hidrolisado  tratado  foi  observada  uma  concentração de 5,5 g/L  de glicose, que 
corresponde a  7%  do  conteúdo  de  xilose  presente  no  mesmo  e  uma  relação  entre  xilose  e 
glicose de 14,3.  Uma baixa concentração de  glicose  em  relação a  xilose  é  desejada  para  a 
bioconversão de xilose  em  xilitol,  uma  vez  que a  glicose  é metabilizada preferencialmente 
pelo microrganismo, podendo contribuir para a inibição do metabolismo de xilose, sendo esta 
inibição dependente da concentração de glicose no meio fermentativo (FELIPE et al., 1994). 
De acordo com Felipe et al. (1993) níveis de glicose abaixo de 10% do total da xilose não 
afetam a produção de xilitol. 
No hidrolisado concentrado (5 vezes), foi verificado aumento proporcional nos teores 
dos  açúcares  (xilose,  glicose,  arabinose)  e  hidroximetilfurfural.  Entretanto  o  mesmo 
comportamento não foi observado em relação às concentrações de ácido acético e de furfural. 
Os  teores  de  ácido  acético  aumentaram  após  etapa  de  concentração,  mas  não 
proporcionalmente  ao  fator  de  concentração  e  os  níveis  de  furfural  diminuíram  após  a 
concentração. Isto pode ter ocorrido possivelmente devido à volatilização destes compostos 
durante  o  processo  de  concentração  que  ocorreu  a  70  ºC  sob  pressão  reduzida.  Este 
comportamento também é relatado por Matos (2004) e Rodrigues et al. (2001), em hidrolisado 
de bagaço de cana-de-açúcar concentrado em condições semelhantes. Segundo Parajó et al. 
(1998c) a evaporação permite a redução na quantidade de diversos compostos voláteis, sendo 
possível a remoção de até 50 % do ácido acético presente.  
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O  tratamento  do  hidrolisado  com  óxido  de  cálcio,  ácido  fosfórico  e  carvão  ativo 
proporcionou significativa redução nas concentrações dos compostos derivados da degradação 
de  pentoses  (furfural)  e  hexoses  (hidroximetilfurfural),  na  ordem  de  97  %  e  96  %, 
respectivamente.  Também  foi  observada  grande  remoção  dos  compostos  fenólicos  (ác.  p-
hidróxibenzóico, ác. vanílico, ác. siríngico, ác. felúrico e vanilina) pelo tratamento utilizado, o 
que é  bastante interessante  para o  desenvolvimento  do  microrganismo  no  hidrolisado,  uma 
vez  que  estes  compostos  podem  promover  certa  inibição  em  seu  metabolismo  e 
conseqüentemente promover menor produção de xilitol. 
Redução na concentração de ácido acético também foi observada, sendo removido em 
torno de 30% do seu conteúdo, valor semelhante ao relatado por Matos (2004) e Rodrigues et 
al. (2001). A diminuição no teor de ácido acético no hidrolisado hemicelulósico é desejada 
uma vez que concentrações acima de 3 g/L de ácido acético podem contribuir para a redução 
do rendimento e produtividade de xilitol em fermentações com  C.  guilliermindii, conforme 
observado por Felipe et al. (1995), em fermentações em meio semidefinido contendo 60 g/L 
de xilose e diferentes concentrações deste ácido. 
Após a  etapa de  destoxificação  do  hidrolisado  foram  constatadas  certas  reduções  nas 
concentrações dos açúcares xilose, glicose e arabinose. Com relação a xilose, a concentração 
variou de 85,0 g/L no hidrolisado concentrado para 79,17 g/L no hidrolisado tratado, ou seja 
uma redução de 6,8%. Perdas superiores desta pentose são relatadas por Marton et al. (2003) 
(15, 5%) e por Carvalho (2004) (13%). Com relação a arabinose, houve uma perda de 
10,88%,  valor  semelhante  ao  observado  por  Carvalho  (2004),  já  em  relação  à  glicose  foi 
verificada  perda bastante  superior (22,92%) à relatada pelo mesmo  autor (11,0%). Estas 
perdas podem ter ocorrido em função de prováveis arrastes destes compostos durante a etapa 
de tratamento químico para a remoção de compostos inibidores do metabolismo microbiano, 
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visto que há mudanças de pH e intensa formação de precipitados, os quais são removidos por 
filtração. 
Com relação ao pH do hidrolisado houve diminuição de seu valor após a concentração, 
passando  de  1,13  para  0,84,  o  que  pode  ser  atribuído  principalmente  ao  aumento  na 
concentração do ácido sulfúrico, o qual é utilizado na hidrólise. Já após o tratamento com o 
óxido de  cálcio e  carvão ativo o  pH  do hidrolisado ficou próximo  de  5.5,  valor de  pH 
apropriado para conversão de xilose em xilitol pela levedura C. guilliermondii. 
 
5.2 Determinação das condições de imobilização da levedura em PVA-criogel 
 
Para  o  estabelecimento  das  condições  de  imobilização  da  levedura  Candida 
guilliermondii FTI 20037 na matriz de PVA-criogel para a bioconversão da xilose presente no 
hidrolisado  hemicelulósico  em  xilitol,  foi  empregado  como  ferramenta  auxiliar  um 
planejamento fatorial completo 2
3
 conforme descrito na Tabela 3 do item 4.5. É importante 
ressaltar que o emprego de ferramentas matemáticas no estudo de bioconversões microbianas 
é bastante importante e otimiza muitas vezes o número de experimentos necessários na busca 
de respostas, entretanto estas devem ser usadas de forma bastante criteriosa, uma vez que as 
células microbianas são organismos vivos com fisiologia complexa. Desta forma, o simples 
emprego  de  princípios  matemáticos  pode  levar  a  avaliações  e  conclusões  equivocadas, 
necessitando sempre ser levado em conta os conhecimentos adquiridos com a manipulação e a 
realização dos diversos experimentos biológicos realizados no estudo. 
A etapa inicial foi verificar a  influência  das  variáveis concentração de PVA (CPVA), 
número  de  ciclos  de  congelamento-descongelamento  (NC)  e  temperatura  de  congelamento 
(TC) no fator de conversão de xilose em xilitol (Y
P/S
), na produtividade volumétrica em xilitol 
(Q
P
) e na retenção celular (CI
%
). As Tabelas 6 e 7 apresentam os valores de Y
P/S
, Q
P
 e CI
%
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após 72  h de fermentação  de acordo com  o planejamento 2
3
 e a estimativa dos efeitos 
principais e de  interação  entre fatores,  erro padrão  e  teste  t  de  Studant  para os  parâmetros 
acima, respectivamente. 
 
Tabela 6 - Valores de rendimento em xilitol (Y
P/S
), produtividade volumétrica (Q
P
) e retenção 
celular (CI
%
) em 72 h de fermentação de acordo com o planejamento 2
3
. 
Variáveis  Resposta  
Ensaio 
CPVA
a 
NC
b 
TC
c 
 

Y
P/S
 (gg
-1
)
 
Q
P
 (gl
-1
h
-1
)
 
CI
%
 
1 
+  +  +  0.55  0.49  25.5 
2 
+  +  -  0.49  0.43  20.9 
3 
+  -  +  0.52  0.45  21.2 
4 
+  -  -  0.56  0.46  18.7 
5 
-  +  +  0.63  0.49  30.0 
6 
-  +  -  0.59  0.50  32.5 
7 
-  -  +  0.52  0.43  26.4 
8 
-  -  -  0.59  0.49  29.7 
9 
0  0  0  0.52  0.45  20.9 
10 
0  0  0  0.52  0.44  20.7 
11 
0  0  0 
 

0.52  0.44  20.6 
a
CPVA  =  concentração  de  PVA, 
b
NC  =  número  de  ciclos  de  congelamento-descongelamento, 
c
TC  = 
temperatura de congelamento 
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Tabela 7 - Estimativa dos efeitos, erro padrão e teste t de Studant para o rendimento em xilitol, produtividade volumétrica e retenção celular. 
Y
P/S 
(gg
-1
) 
 

Q
P
 (gL
-1
h
-1
) 
 

CI
% 
 
Variável 
Efeito  Erro 
padrão 
t valor 
 

Efeito  Erro 
padrão 
t valor 
 

Efeito  Erro 
padrão 
t valor 
Média  +0.546 
±0.008 
- 
 

+0.461 
±0.006 
- 
 

+24.281 
±1.089 
- 
CPVA
 
-0.053 
±0.018 
-2.767
a 
 

-0.020 
±0.013 
-1.517
c 
 

-8.075 
±2.554 
-3.161
a 
NC
 
+0.018 
±0.018 
0.922
d 
 

+0.020 
±0.013 
-1.517
c 
 

+3.225 
±2.554 
1.263
d 
TC  -0.003 
±0.018 
-0.132
d 
 

-0.005 
±0.013 
-0.379
d 
 

+0.325 
±2.554 
0.127
d 
CPVA x NC  -0.038 
±0.018 
-1.977
c 
 

-0.015 
±0.013 
-1.137
d 
 

+0.025 
±2.554 
0.009
d 
CPVA x TC  +0.013 
±0.018 
0.659
d 
 

+0.030 
±0.013 
+2.275
b 
 

+3.225 
±2.554 
1.263
d 
NC x TC  +0.053 
±0.018 
2.767
a 
 

0.030 
±0.013 
+2.275
b 
 

+0.725 
±2.554 
0.284
d 
Concentração  de  PVA  (CPVA),  número  de  ciclos  de  congelamento-descongelamento  (NC),  temperatura  de  congelamento  (TC):  efeitos 
principais; CPVA x NC, CPVA x TC, NC x TC: interação de dois fatores. 
a
P ≤ 0.05; 
b 
0.05 < p ≤ 0.1; 
c 
0.1 < p ≤ 0.2; 
d 
p > 0.2 
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A partir dos resultados do planejamento fatorial (Tabela 6), pode ser observado que o 
biocatalizador  imobilizado  apresentou  considerável capacidade  de  produção  de  xilitol em 
todas as condições experimentais avaliadas, mesmo quando temperaturas mais baixas (-20ºC) 
foram usadas no preparo do gel. 
O fator de rendimento em xilitol (Y
P/S
) e a produtividade volumétrica (Q
P
) variaram de 
0,49 g/g a 0,63 g/g e de 0,43 g/L.h a 0,50 g/L.h, respectivamente, enquanto o percentual de 
células imobilizadas variou de 18,7 % a 32,5 %. 
Como pode ser constatado na Tabela 7, o rendimento em xilitol (Y
P/S
) foi influenciado 
somente pela concentração de PVA (p ≤ 0,05). Os maiores valores de rendimento em xilitol 
(0,59 g/g e 0,63 g/g) e concentração final de xilitol (35,3 g/L, 36,2 g/L e 35,3 g/L, anexo A), 
observados nos ensaios 5, 6 e 8, respectivamente, foram obtidos quando foi usado 8 % (m/v) 
de  álcool  polivinílico  na  preparação  do  suporte  (nível  inferior  do  planejamento).  O  maior 
valor  do  parâmetro  rendimento  em  xilitol  (0,63  g/g)  foi  observado  no  ensaio  5,  onde  foi 
empregada uma concentração de 8 % de álcool polivinílico no preparo do gel, temperatura de 
congelamento de     -20 ºC e 5 ciclos de congelamento. Neste ensaio também foi verificado 
um maior conteúdo de células retidas no suporte no final da fermentação (30 %). 
A análise matemática do planejamento mostrou uma interação significativa (P ≤ 0,05) 
entre as variáveis  número  de  ciclos  de  congelamento (NC) e  temperatura  de congelamento 
(TC) indicando um maior rendimento em xilitol quando ambas as variáveis número de ciclos 
(NC) e  temperatura  de  congelamento  (TC)  estão  no nível  superior  (Y
P/S 
= 0,59  g/g) ou  no 
nível  inferior  (Y
P/S 
=  0,58  g/g).  Por  outro  lado,  a  produtividade  volumétrica  não  foi 
influenciada por nenhuma variável  estudada no  intervalo de  95 %  de  confiança.  Sendo 
observado um efeito negativo da concentração de PVA sobre a produtividade volumétrica de 
xilitol,  mas  ao  nível  de  0,1  <  P  ≤  0,20.  Ou  seja  a  produtividade  seria  favorecida  quando 
empregando a menor concentração de PVA no gel. 
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A retenção celular do  suporte  (CI) também foi  influenciada somente  pela variável 
concentração  de  PVA  ao  nível  de  P  ≤  0,05.  Maiores  quantidades  de  células  imobilizadas 
dentro das esferas foram observadas nos ensaios 5 (30%), 6 (32,5%), 7 (26,4%) e 8 (29,7%), 
nos quais foram utilizados 8% de PVA (nível inferior) no preparo do suporte. 
Embora  a  análise  estatística  dos  efeitos  principais  das  variáveis,  número  de  ciclos  de 
congelamento  e  temperatura  de  congelamento  sobre  o  fator  de  rendimento  em  xilitol, 
produtividade volumétrica e retenção de células pelo suporte (Tabela 7), não tenha revelado 
influência significativa, tais fatores são importantes para obtenção de um gel forte e estável. 
De fato, um estudo conduzido por Szczesna-Antczac e Galas (2001), com células de Bacillus 
subtilis imobilizadas em PVA-criogel, demonstrou que um aumento no número de ciclos de 
congelamento-descongelamento  (1  para 8)  e  a  redução na  temperatura  de  congelamento 
(-10ºC a – 30ºC) contribuiu para melhor estabilidade e resistência mecânica do suporte. 
O aumento do número de ciclos de congelamento-descongelamento e o uso de baixas 
temperaturas no procedimento de obtenção do gel podem melhorar a força, a estabilidade e a 
durabilidade do gel. Segundo Hatakeyema et al. (2005) em temperaturas de congelamento as 
moléculas de PVA são agregadas durante a formação do gelo (cristalização da água) e pontes 
de hidrogênio são formadas entre as cadeias do polímero e pelo aumento do número de ciclos 
de congelamento-descongelamento, cadeias livres são sucessivamente incluídas nas zonas de 
junção. Nos ensaios do planejamento experimental, 8% (m/v) de PVA e 2% (m/v) de alginato 
no preparo das esferas de gel e a submissão destas a cinco ciclos de congelamento (-20 ºC por 
10 h) e descongelamento (25 ºC por 2 h) contribuiu para obtenção de esferas de PVA-criogel 
resistentes e estáveis e a melhores valores de rendimento, produtividade volumétrica de xilitol 
e retenção celular. Desta forma, tais condições de preparo do gel com a levedura imobilizada 
foram utilizadas para a obtenção das partículas usadas nos ensaios em reator de mistura. 
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Foram formadas partículas de gel (contendo células aprisionadas) na forma de esferas 
com  diâmetro  médio  entre  3  mm  e  3,5  mm  através  do  gotejamento  da  suspensão 
PVA/alginato/células na  solução de  cloreto de cálcio.  Após  a etapa  de  congelamento e 
descongelamento  na  qual  as  partículas  de  gel  (Figura  14)  foram  submetidas,  ocorreu  certa 
desidratação destas que  passaram  a  apresentar  forma de  esferas imperfeitas,  com pequenas 
irregularidades na superfície (similar a uma uva passa). No meio fermentativo ocorreu certo 
intumescimento  das  partículas,  entretanto  continuaram  apresentando  forma  de  esferas 
imperfeitas. 
 
 
Figura 14  -  Partículas  de  PVA-Criogel  com  células  de  C.  guilliermondii  após  5  ciclos  de 
congelamento-descongelamento. 
 
A análise das partículas de gel, por microscopia eletrônica de varredura (Figura 15), 
mostrou  que  a  matriz  de  PVA-criogel  obtida  apresentava  uma  estrutura  altamente  porosa. 
Alta  porosidade  da  matriz,  que  é  característico  de  géis  de  álcool  polivinílico,  é  bastante 
interessante  tanto  para  a  contenção  de  maior  quantidade  de  células  como  para  melhor 
transferência de massa entre o meio e as células situadas em regiões mais internas do gel. 
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Figura 15 - Micrografia obtida em microscópio eletrônico de varredura: partícula de PVA-
criogel com células imobilizadas após 24 h de cultivo. 
 
5.3 Avaliação do processo descontínuo com células imobilizadas em PVA-criogel 
 
5.3.1 Processo descontínuo sem reciclo de células imobilizadas 
 
Nesta etapa, foi estudada a bioconversão de xilose em xilitol em reator de mistura com 
células da levedura imobilizadas em PVA-criogel. 
Conforme  pode  ser  observado  na  Figura  16,  ocorreu  desprendimento  de  células  da 
matriz de imobilização e expressivo crescimento de células livres  no  meio de fermentação. 
Desta forma, o sistema foi caracterizado como misto, onde uma parcela do conteúdo total de 
células permaneceu imobilizada nas partículas de gel e outra suspensa no meio. 
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Figura 16 - Concentração de células imobilizadas nas partículas de PVA-criogel expressa em 
volume de gel, X
I
 (■) e em volume de reator, X
RI
 (●); concentração de células livres no meio 
expressa em volume de meio, X
M
 (
º
) e em volume de reator, X
RM
 (□); concentração celular 
total no reator, X
R
 (▲). 
 
Nas primeiras 48 horas de cultivo foi verificado um aumento de 92% na concentração 
de  células  aprisionadas  nas  partículas de  gel  (X
I
  =  13,46  g/L).  Este  conteúdo  de  biomassa 
confinada permaneceu praticamente constante até o final do processo (X
I
 = 13,94 g/L). 
Entretanto, não significa completa estagnação no crescimento das células imobilizadas a partir 
de 48 horas, ocorrendo na verdade desprendimento das células retidas mais externamente nas 
partículas em  função  do  crescimento  celular.  Ocorre  o  que  pode  ser  chamado  de  “pseudo-
saturação” do suporte que está relacionado com uma menor disponibilidade de oxigênio para 
as células mais internas ao suporte. Desta forma, a taxa de crescimento das células confinadas 
mais internamente nas partículas tende a diminuir com a redução na disponibilidade de 
oxigênio. No entanto se for aumentada a aeração do sistema, será observada uma maior carga 
de  biomassa  imobilizada,  mas  atingindo  novamente  uma  condição  de  manutenção  na 
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concentração,  após  atingir  determinado  conteúdo  de  biomassa  total  no  sistema  (livre  e 
imobilizada). 
A  liberação  de  células  da  matriz  de  imobilização  é  observada  em  muitos  trabalhos 
onde  são  usados  hidrogeis  como  suporte.  Tavares  (1998),  trabalhando  com  uma  linhagem 
recombinante de Saccharomyces cerevisae imobilizada em gel de pectina cítrica em processo 
de  fermentação  alcoólica  de  amiláceos,  relatou  perda  de  células  da  matriz  e  multiplicação 
destas no meio. Carvalho et al. (2002a), trabalhando com hidrolisado hemicelulósico de 
bagaço de cana-de-açúcar, verificaram liberação de células de Candida guilliermondii do gel 
de alginato de cálcio e sua ploriferação no meio. No caso de matrizes de alginato de cálcio a 
perda  de  células  para  o  meio  ocorre  naturalmente  devido  ao  aparecimento  de  poros 
semelhantes a  crateras  na  superfície  das  esferas,  em  função do  crescimento das  células 
imobilizadas (QUIRÓS et al., 1995). Martynenko et al. (2004) relataram liberação de células 
do suporte de PVA-criogel em processo de champanização de vinho. Segundo estes autores a 
liberação de células ocorre quando a quantidade de biomassa acumulada no suporte atinge um 
valor crítico. 
Uma possível explicação para a elevada quantidade de biomassa suspensa em muitos 
sistemas com células imobilizadas deve-se a uma maior disponibilidade de oxigênio no meio 
líquido,  além  de  não  haver  limitação  de  espaço  físico  para  o  crescimento,  como  para  as 
células imobilizadas. O aumento no conteúdo de biomassa suspensa no meio se dá tanto pela 
multiplicação  das  células  livres  como  pelo  acréscimo  de  células  provenientes  do 
desprendimento  do  suporte.  É  interessante  salientar  que  as  células  suspensas  no  meio  têm 
grande  importância  no  processo,  visto  que  também  participam  da  bioconversão,  além  de 
poderem colaborar para a detoxificação do meio, como por exemplo através do consumo do 
ácido acético presente no hidrolisado. De acordo com Martinez et al. (2003) a habilidade da 
C. guilliermondii em usar o ácido acético como fonte de carbono, sugere que esta levedura 
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pode  agir  como  agente  destoxificante  do  meio,  aumentando  a  capacidade  fermentativa  do 
hidrolisado hemicelulósico. 
No final da fermentação foi verificada uma concentração celular de 13,94 g/L (X
I
) no 
interior  das  partículas,  que  correspondeu  a  39%  (CI
%
)  do  conteúdo  total  de  biomassa  no 
reator.  As  partículas  de  gel  apresentaram  boa  estabilidade  mecânica,  não  sendo  verificada 
partículas rompidas ou visualmente desgastadas e a levedura imobilizada pode ser reutilizada 
como inóculo em fermentações sucessivas, apresentando boa atividade metabólica. 
Os resultados da fermentação indicam que a glicose presente no meio de cultivo foi 
totalmente consumida nas primeiras 12 horas de cultivo e sendo consumida simultaneamente 
com a xilose, conforme pode ser observado na Figura 17. 
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Figura 17 - Consumo de xilose (−■−), arabinose (−●−), glicose (−▲−), ácido acético (−○−) e 
produção  de  xilitol  (−∆−)  durante  fermentação  em  reator  de  mistura  (STR)  usando  PVA-
criogel. 
 




  
66
 

O rápido consumo da glicose é  facilmente explicado,  uma vez  que é a  fonte de 
carbono preferencial para o microrganismo e estava presente em baixa concentração (≅ 3,0 
g/l),  não  sendo  atribuído  nenhum  efeito  negativo  apreciável  na  absorção  da  xilose.  É  bem 
conhecido que a glicose quando presente no meio em altas concentrações afeta o metabolismo 
da xilose  através da repressão da atividade da  enzima  xilose redutase, responsável pela 
conversão da xilose  em xilitol, resultando em  baixo rendimento do  produto (BICHO et al., 
1988; FELIPE et al., 2004). Por outro lado, quando utilizando como inóculo células crescidas 
em meio contendo xilose ocorre a utilização simultânea da glicose e da xilose (PARAJÓ et 
al., 1998b) e a presença de glicose em determinadas concentrações no meio pode ter um efeito 
positivo na produção de xilitol em função do aumento da massa celular  proporcionada por 
outra fonte de  carbono diferente de  xilose  (YAHASHI et  al.,  1996). Roberto  et al.  (1995), 
trabalhando com diferentes meios de cultivo, formulados com xilose comercial, hidrolisado de 
palha de arroz ou de bagaço de cana-de-açúcar, relataram que um baixo nível de glicose em 
relação a xilose ocasionou efeito positivo na produtividade de xilitol, principalmente no meio 
à base de hidrolisado de cana-de-açúcar. 
Um rápido consumo da glicose também é relatado por outros autores em sistemas com 
células livres ou imobilizadas. Sene et al. (2001) trabalhando com hidrolisado hemicelulósico 
de  bagaço  de cana-de-açúcar e  utilizando células  livres em fermentações conduzidas em 
reator  de  bancada,  relatam  o  completo  consumo  da  glicose  nas  primeiras  12  h  de  cultivo. 
Comportamento semelhante também foi observado por Santos et al. (2005b) em fermentações 
conduzidas  em  reator  de  leito  fluidizado  com  células  imobilizadas  em  partículas  de  vidro 
poroso. Estes autores observaram completo consumo da glicose em menos de 24 h de cultivo. 
Com  relação  à  utilização  da  xilose,  verifica-se  que  este  açúcar  foi  efetivamente 
consumido  pela  levedura  (Figura  17),  restando  apenas  9%  do  conteúdo  inicial  no  final  da 
fermentação e sendo observado uma velocidade média de consumo de xilose de 0,49 g/L.h 
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com 120 h (t
f
). O xilitol foi detectado após 24 h de cultivo e foi observado um acúmulo no 
final da fermentação de 28,7 g/L, acompanhado de um rendimento de 0,49 g/g, produtividade 
volumétrica  de  0,24  g/L.h  e  eficiência  de  bioconversão  de  53%,  conforme  apresentado  na 
Tabela 8.  Os  valores  de  rendimento  e  produtividades relativamente  baixos  podem  estar 
relacionados a efeitos tóxicos dos compostos inibidores do metabolismo presentes no meio, 
mesmo após tratamento de destoxificação do hidrolisado, e a não adaptação prévia das células 
do inóculo ao hidrolisado, uma vez que a biomassa imobilizada foi obtida em meio sintético. 
De fato, alguns autores relatam melhor desempenho do biocatalisador na conversão da xilose 
quando o  mesmo  é  adaptado  progressivamente ao  hidrolisado  (CARVALHO et al.,  2002b; 
SENE et al., 1998). 
Comportamento diferente ao observado com a glicose e a xilose, a arabinose não foi 
consumida de maneira apreciável ao longo da fermentação. Com 48 h de cultivo foi verificado 
um consumo de apenas 13%, verificando-se uma maior assimilação pelas células a partir de 
48  h,  quando  em  torno  de  43%  da  xilose  foi  consumida,  sugerindo  que  as  células  foram 
capazes de metabolizar arabinose mais rapidamente apenas quando a xilose estava presente 
em menores concentrações, mas ainda assim restando em torno de 55% do conteúdo inicial no 
final do processo. Gírio et al. (2000), em trabalhos com a levedura Debaryomyces hansenii, 
observaram  consumo  simultâneo  destes  açúcares  apenas  para  pequenas  razões  entre 
concentrações  de  xilose  e  arabinose,  mas  a  velocidade  de  consumo  da  arabinose  era 
consideravelmente inferior. Comportamento semelhante foi também observado por Carvalho 
et al. (2004) com a levedura Candida guilliermondii imobilizada em alginato de cálcio. 
No  presente  trabalho  observou-se  que  o  ácido  acético  presente  no  meio  foi  pouco 
consumido nas primeiras 24 horas de fermentação, sendo rapidamente consumido entre 24 e 
48horas. Não foi atribuído efeito inibitório deste no consumo da xilose, uma vez que o mesmo 
estava presente em baixa concentração no meio de  cultivo  (< 2,0  g/l) e  foi consumido 
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completamente  ao  longo  do  processo.  É  conhecido que  os  hidrolisados  hemicelulósicos 
contém ácido acético, o qual é proveniente da hidrólise da estrutura lignocelulósica. Embora o 
ácido acético possa ser usado como fonte de carbono por muitos microrganismos, ele é um 
forte inibidor do metabolismo de xilose em leveduras (RODRIGUÊS et al., 1999). Entretanto 
trabalhos prévios têm demonstrado  que baixa concentração deste ácido no meio  poderia 
favorecer a bioconversão pela levedura (FELIPE et al., 1995). Estes autores trabalhando em 
meio sintético contendo uma mistura de xilose e glicose como fontes de carbono, relatam que 
o  ácido  acético  foi  assimilado  pela  levedura  juntamente  com  os  açúcares  e  que 
independentemente da concentração do ácido houve redução da concentração de células, mas 
baixas concentrações de ácido estimularam a fermentação de xilose a xilitol. 
Além  da  formação  de  xilitol  em  fermentações  com  hidrolisados  hemicelulósicos,  é 
bastante comum a formação de sub-produtos como o etanol e glicerol. A produção de etanol 
pode estar relacionada ao consumo da glicose, hexose rapidamente assimilada pela levedura 
nas primeiras horas de fermentação (MATOS 2004). Já o glicerol é um composto comumente 
produzido em condições adversas de cultivo (NEVOIGHT; STAHL, 1997). Entretanto, não 
foi  observada  formação  destes  compostos  ao  longo  da  fermentação.  Isto  pode  estar 
relacionado à baixa concentração da glicose no meio, a qual foi rapidamente assimilada pela 
levedura  e  provavelmente  utilizada  para  a  formação  de  biomassa,  sem  haver  biosíntese  de 
etanol, em  função  de  uma  maior disponibilidade de  oxigênio no  início  do  processo.  A 
ausência  de  glicerol  pode  estar  relacionada  a  possível  proteção  das  células  oferecida  pela 
matriz de hidrogel, principalmente no início da fermentação, quando as células não estavam 
adaptadas a um meio de cultivo contendo compostos tóxicos às células. 
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Tabela 8 - Parâmetros da bioconversão xilose em xilitol em sistema com a levedura 
imobilizada em PVA-criogel. 
Parâmetros Fermentativos  FSTR
a 
P
F 
(g/L) 
28,7 
Y
C
 (%) 
91,0 
Y
P/S 
(g/g) 
0,49 
Q
P 
(g/L.h) 
0,24 
Q
S 
(g/L.h) 
0,49 
η
ηη
η
 (%) 
53,0 
CI (%) 
39,0 
  b
FSTR = fermentação conduzida no biorreator de mistura. 
 
Os resultados verificados neste ensaio demonstraram a viabilidade do sistema de 
bioconversão de xilose em xilitol em reator de mistura usando o biocatalizador imobilizado 
em PVA-criogel. A próxima etapa foi estudar a bioconversão em processo fermentativo 
descontínuo com reciclo das células imobilizadas em fermentações sucessivas. 
 
5.3.2 Processo descontínuo com reciclo de células imobilizadas 
 
Nos  experimentos  conduzidos  em  bateladas  repetidas  ao  final  de  cada  ciclo  de 
fermentação,  o  reator  foi  descarregado  e  alimentado  com  meio  de  cultivo  novo,  sendo 
mantidas as células imobilizadas no interior do reator. Esse modo de condução foi avaliado 
por apresentar duas grandes vantagens, a eliminação da etapa de preparação do inoculo e a 
possibilidade de  adaptação das células ao  meio de cultivo, o que pode resultar em maiores 
produtividades e eficiências (SENE et al., 1998; CARVALHO et al., 2000b). De acordo com 
Gil et al. (1991) suportes com células imobilizadas podem não somente proporcionar maior 
conteúdo total  de  células  no  processo  comparado  aos  sistemas  com  células  livres,  mas 
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também servem como uma fonte permanente de células em processos contínuos, promovendo 
uma operação mais estável. 
O  consumo  de  xilose  (a),  arabinose  (b),  ácido  acético  (c)  e  produção  de  xilitol  (d) 
durante as bateladas repetidas com reciclo de células são mostrados na Figura 18. 
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Figura 18 - Consumo de xilose (a), arabinose (b), ácido acético (c) e produção de xilitol (d) 
durante o processo descontínuo com reciclo de células () 1º ciclo, () 2º ciclo () 3 ciclo, 
() 4º ciclo, () 5º ciclo e () 6º ciclo, usando PVA-criogel. 
 
Como pode ser visto na Figura 18a, a xilose foi efetivamente consumida pela levedura 
nos  sucessivos  ciclos  de  fermentação.  Foi evidenciado  um  aumento  na assimilação  desta 
pentose até o 3 º ciclo (Tabela 9), onde 97% do seu conteúdo inicial foi consumido em 72 
horas de cultivo, com uma velocidade média de consumo (Q
S
) de 0,70 g/L.h e uma redução de 
40% no tempo de fermentação em relação ao primeiro ciclo (120 h). Este comportamento é 
provavelmente devido à adaptação progressiva das células ao hidrolisado. De fato, Santos et 
al., (2005b)  relatam que em reator de leito  fluidizado,  operado em bateladas repetidas com 
C 
D 
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Candida guilliermondii imobilizada em vidro poroso, o consumo de xilose foi favorecido ao 
longo dos  ciclos  (1  até  5),  sendo alcançada a  maior produção  de  xilitol  no  final da  último 
ciclo. Comportamento similar também foi observado por Carvalho et al. (2002b) trabalhando 
com  a  mesma  levedura  imobilizada  em gel de  alginato  de  cálcio.  Bae  et  al.  (2004),  em 
fermentações  contínuas  com  células  de  Saccharomyces  cerevisae  recombinantes  suspensas 
em meio sintético contendo glicose, verificaram que o reciclo de células também contribuiu 
para  a  obtenção  de  maiores  quantidades  de  xilitol  em  virtude  da  manutenção  de  maiores 
quantidades de células dentro do reator. 
Ainda  de  acordo  com  a  Figura  18  (b),  contrariamente  a  xilose,  a  arabinose  foi 
lentamente  assimilada.  Concentrações  em  torno  de  50%  de  seu  conteúdo  inicial  foram 
detectadas no meio de cultivo no final das fermentações, exceto no terceiro (C3) e no sexto 
ciclos (C6),  onde  o  percentual de  arabinose  consumida  foi  de  30%.  Não  foi  verificado 
aumento  progressivo  no  consumo  deste  açúcar  ao  longo  dos  ciclos  de fermentação,  nem 
correlação com o crescimento de células livres ou imobilizadas. 
Por outro lado, a concentração inicial de ácido acético em cada uma das bateladas foi 
baixa (1,84 g/L a 2,53 g/L) e este foi completamente consumido durante todos os seis ciclos, 
sugerindo que a presença do ácido acético em baixas concentrações poderia ter estimulado a 
conversão  da  xilose  a  xilitol  em  todas  as  circunstâncias.  Um  efeito  semelhante  já  foi 
evidenciado por Carvalho et al. (2002b) em um estudo metabólico com a mesma levedura, o 
qual apontou uma importante participação deste no metabolismo energético da levedura. 
O ácido  acético (Figura  18c)  foi  rapidamente consumido  no terceiro  ciclo,  onde 
coincidentemente  foi verificado  um aumento  de 45%  na concentração total  de biomassa 
celular (Tabela 9) em relação ao ciclo C1. Maior concentração de células no sistema pode ter 
favorecido a destoxificação do meio, conseqüentemente melhorando a bioconversão da xilose. 
Adicionalmente, é sugerido por Lima et al. (2004) e Rodrigues et al. (2006) que a presença de 
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ácido acético no meio de cultivo pode favorecer o metabolismo de xilose da levedura Candida 
guilliermondii  aumentando  as  atividades  das  enzimas  xilose  redutase  (XR)  e  xilitol 
desidrogenase (XDH). 
Foi  observado  no  final  do  primeiro  ciclo  um  aumento  de  98%  no  conteúdo  de 
biomassa  imobilizada  em  relação  ao  que  havia  sido  aprisionado  no  gel,  alcançando  uma 
concentração de 13,94 g/L (X
I
: massa seca células/volume de gel) que permaneceu mais ou 
menos constante durante os ciclos subseqüentes. Este fato sugere que as condições iniciais de 
estresse ao  qual  as  células  foram  submetidas  durante  a  etapa  de  imobilização,  pelo  uso  de 
sucessivos  ciclos  de congelamento  e  descongelamento,  não  afetaram  significativamente  o 
crescimento celular dentro das partículas de gel no ciclo C1, devido a possível proteção às 
células oferecida pela matriz de PVA. A manutenção do conteúdo de biomassa imobilizada 
nas partículas nos ciclos posteriores pode ter sido o resultado de condições de limitação de 
transferência  de  oxigênio  do  meio  para  dentro  das  partículas,  visto  que  somente  a 
concentração de biomassa livre aumentou durante os ciclos subseqüentes. 
Conforme  pode  ser  verificado  na  Tabela  9  e  Figura  19,  no  terceiro  ciclo  de 
fermentação foram obtidos os maiores valores dos principais parâmetros fermentativos (Y
C
 = 
97%,  Y
P/S 
=  0,77g/g,  Q
P
  =  0,70  g/  L.h,  Qs  =  0,70  g/  L.h,  η  =  84%).  Isto  ocorreu 
provavelmente em função da alta concentração total de células (X
R
 = 10,4 g/L) obtida após 
adaptação das células ao hidrolisado. 
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Tabela 9 - Resultados da bioconversão xilose-xilitol com reciclo de células imobilizadas em 
PVA-criogel. 
Ciclo de Fermentação Parâmetro 
C1  C2  C3  C4  C5  C6 
Média (σ
σσ
σ) 
Y
C
 (%)
a
 
91,0  96,8  97,0  96,2  93,8  96,5 
95,20 (±2,4) 
P
F
 (g/L)
b
 
28,7  36,6  38,5  39,2  33,0  39,1 
35,80 (±4,2) 
Q
S
 (g/L.h)
c 
0,49  0,59  0,70  0,43  0,34  0,45 
0,50 (±0,13) 
η (%)
d
 
53,0  81,0  84,0  83,0  74,0  79,6 
75,8 (±11,7) 
X
I
 (g/L)
e
 
13,94  13,95  13,95  13,94  13,94  13,95 
13,95 (±0,001) 
X
RI
 (g/L)
f
 
2,78  2,79  2,79  2,78  2,78  2,79 
2,79 (±0,005) 
X
RM
 (g/L)
g
 
4,35  6,45  7,61  5,82  4,34  3,46 
4,34 (±1,56) 
X
R
(g/L)
h
 
7,13  9,24  10,4  8,60  7,12  6,25 
8,12 (±1,56) 
CI 
 
(%)
i 
39,0  30,2  26,9  32,3  39,0  44,6 
35,3 (±6,6) 
a
Y
C 
= percentual de consumo de xilose, 
b
P
F
 = concentração final de xilitol, 
c
Q
S
 = velocidade média de 
consumo de xilose no tempo t
f
, 
d
η
 = eficiência de bioconversão, 
e
X
I
 = concentração de células 
imobilizadas  expressa  em  volume  de  gel, 
f
X
RI 
=  concentração  de  células  imobilizadas  expressa  em 
volume  de  reator, 
g
X
RM 
=  concentração  de  células  livres  expressa  em  volume  de  reator, 
h
X
R 
= 
concentração total de células expressa em volume de reator, 
i
CI = percentual de células imobilizadas 
em relação a biomassa total. 
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Figura  19  -  Bioconversão  xilose-xilitol  nas  bateladas  repetidas  com  reciclo  de  células 
imobilizadas  em  PVA-criogel.  Fator  de  conversão  xilose-xilitol  (Y
P/S
,  )  e  produtividade 
volumétrica (Q
P
,
 
). 
 
Rodriguês  et  al.  (2006)  também  observaram  que  a  adaptação  prévia  da  levedura 
Candida guilliermondii ao hidrolisado hemicelulósico  favoreceu  o crescimento celular  e 
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melhorou o consumo de xilose e a produção de xilitol em 27% e 20%, respectivamente. Os 
mesmo autores verificaram que o reciclo de células no hidrolisado efetivamente aumentou a 
produção de xilitol pela manutenção da atividade da XR em altos níveis (0,99 U.mg
prot
-1
) e 
reduzindo significativamente a atividade da XDH (34%). Conseqüentemente, houve inibição 
da oxidação de xilitol a xilulose que levaria à redução na produtividade volumétrica de xilitol 
(26%). Bae et al. (2004), em fermentações em batelada alimentada e em fermentações com 
reciclo  de  células  de  Saccharomyces  cerevisae  contendo  o  gene  da  XR  de  P.  Stipitis 
reportaram que nas fermentações com reciclo de células foram obtidos os maiores valores de 
atividade de XR ( 90 ± 10 um/mL), os quais foram 1,6 a 2,4 vezes maiores que os obtidos nas 
fermentações sem reciclo. 
Uma redução nos  parâmetros fermentativos foi observada no  quinto ciclo  (C5) em 
relação ao ciclo anterior (C4) (Y
C
 : 2.5%; Q
S 
: 21%; η e Y
P/S
 : 11%; Q
P
:  30%). Alem disso, a 
concentração de células livres foi menor nos ciclos C4 e C5, provavelmente devido à redução 
na  taxa  de  crescimento  celular  dentro  das  partículas  de  gel  e,  conseqüentemente,  havendo 
menor  desprendimento  de  células  do  suporte  para  o  meio,  levando  a  uma  redução  na 
concentração de células livres, uma vez que parte do conteúdo total de células livres provêm 
de desprendimentos do suporte. Esta redução no crescimento das células imobilizadas pode 
ser  explicada pela possível  formação de  um  filme  constituído  de  células  e  de  material 
insolúvel proveniente do hidrolisado sobre  a superfície das partículas de gel.  Este filme 
poderia  ter  propiciado  limitação  na  transferência  de  massa  do  meio  para  as  células 
aprisionadas dentro das partículas de gel. 
 Nos  ciclos  C4  e  C5  (Figura  20)  foi  observada  formação  de  sub-produto  etanol, 
diferentemente dos demais ciclos onde tal composto não foi detectado. A formação de etanol 
pode  estar  associada  a  uma  condição  de  elevada  limitação  de  oxigênio  no  interior  das 
partículas gel, em função da formação de filme em torno das mesmas, o que poderia levar a 
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biosíntese de etanol como uma forma de recuperação de cofator NAD
+
. O etanol formado foi 
assimilado pela levedura, fato também relatado por Matos (2004) em cultivos em hidrolisado 
hemicelulósico  com  células  livres  de  Candida  guilliermondii.  Para  a  elucidação  desta 
observação foi realizado um sexto ciclo de fermentação (C6) após as partículas contendo o 
biocatalisador terem sido lavadas e recarregadas no fermentador. Como esperado, neste ciclo 
houve  melhoria  nos  parâmetros  fermentativos  (Y
C
:  2,9%;  Q
S 
:  43%;  Y
P/S
:  7,5%)  e  isto  foi 
atribuído  à  desobstrução  da  superfície  das  partículas,  o  que  contribuiu  para  melhores 
transferências entre o meio e as células imobilizadas, permitindo a recuperação da atividade 
catalítica do biocatalisador. 
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Figura 20 – Formação de etanol durante o quarto (!) e o quinto (ξ) ciclos de fermentação com 
células imobilizadas em PVA-criogel. 
 
As partículas de PVA-criogel (Figura 21)  exibiram boa estabilidade mecânica  no 
sistema estudado, mantiveram-se estáveis e intactas por longo período, não sendo observado 
partículas rompidas ou com desgaste visível em função da tensão de cisalhamento do sistema. 
As partículas de pva-criogel mantiveram seu tamanho e forma sem deterioração por 6 ciclos 
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fermentativos, correspondendo a 660 horas de operação. Alta força mecânica é de fato uma 
característica desejada para todos os suportes e um fator crítico na escolha do suporte em um 
processo  de  biotransformação.  Neste  contexto,  os  hidrogeis  PVA  apresentam  elevada 
resistência  mecânica,  elasticidade,  macroporosidade  (LOZINSKY  et  al.,  1998)  e  alta 
estabilidade operacional podendo ser utilizado em ciclos consecutivos de biotransformações 
(EL-HADI, 2003; GIULIANO et al., 2003). 
 
 
Figura  21  -  Partículas  de  PVA-Criogel  com  células  de  C.  guilliermondii  após  660  h  de 
fermentação. 
 
Fermentações  em  bateladas  repetidas  conduzidas  em  fermentador com  células da 
levedura  imobilizada  em  PVA-criogel  progressivamente  adaptada  ao  hidrolisado  foram 
eficientes na manutenção da concentração final de xilitol. A possibilidade da exploração de 
seis  ciclos  de  fermentação  é  um  resultado  bastante  importante  e  torna  interessante  a 
exploração deste suporte para a imobilização de Candida guilliermondii no processo de 
bioprodução de xilitol. 
 
5.4 LentiKats

: PVA comercial alternativo ao PVA-criogel 
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O Pva-LentiKats é um hidrogel adequado tanto para a imobilização de células como 
de enzimas. O  Kit  LentiKats, produzido na  Alemanha e disponível comercialmente a um 
custo relativamente baixo,  tem  despertado a  atenção de  alguns  pesquisadores nos  cinco 
últimos  anos.  Uma  vantagem  deste  hidrogel  em  relação  ao  PVA-criogel  é  a  facilidade  do 
processo de  obtenção  das  partículas de  gel  com  o  biocatalisador imobilizado, uma vez que 
despensa  o  uso  de  ciclos  de  congelamento  e  descongelamento.  Este  hidrogel  tem  sido 
avaliado inclusive em escala piloto por algumas indústrias como a BMA – Braunschweigische 
Maschinenbauanstalt de Braunschwieg, Alemanha, na produção de etanol a partir de melaço 
de cana de açúcar e pela empresa MEGA a.s, da República Tcheca em estudos de remoção de 
nitrogênio de efluentes. 
 
5.4.1 Avaliação preliminar do suporte PVA-LentiKats

 
 
Com o objetivo de uma avaliação preliminar da produção de xilitol em sistema com 
células  de  Candida  guilliermondii  imobilizadas  em  PVA-LentiKats  e  da  estabilidade  do 
suporte, inicialmente foram realizados ensaios em frascos Erlenmeyer (item 4.8.1). Na Figura 
22 são apresentados os resultados de consumo de xilose, glicose, arabinose, ácido acético e a 
produção de xilitol. 
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Figura 22 - Consumo de xilose (−■−), arabinose (−●−), glicose (−▲−), ácido acético (−○−) e 
produção  de  xilitol  (−∆−)  durante  fermentação  em  frascos  Erlenmeyer  usando  PVA-
LentiKats®. 
 
Pode  ser  verificado  que  nas  fermentações  em  frascos,  utilizando  condições  pré-
estabelecidas  pelo  Grupo  de  Microbiologia  Aplicada  e  Bioprocessos  (200  rpm,  30  ºC),  o 
biocatalizador imobilizado apresentou boa capacidade de consumo do substrato e produção de 
xilitol.  A  glicose,  que  é  o  açúcar  preferencial  do  microrganismo,  foi  completamente 
consumida,  não  sendo  detectada após  24  horas  de  cultivo  e  não  sendo  atribuído  efeito 
negativo  sobre  a  assimilação  da  xilose,  uma  vez  que  estava  presente  em  pequenas 
concentrações  (3,65  g/L) no  meio.  Por  outro  lado,  a  arabinose  como  já  observado  nas 
fermentações com PVA-criogel, foi lentamente assimilada pela levedura ao longo do processo 
fermentativo, restando 61, 56 % do seu conteúdo inicial ao final de 84 horas de fermentação. 
A  xilose  foi  efetivamente  assimilada,  sendo  quase  completamente  consumida  em  84 
horas (Y
C
 = 99,7%) de cultivo e após 24 horas de cultivo foi detectado xilitol no meio, sendo 
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observado um acúmulo deste poliol no final do processo de 28,7 g/L, rendimento de 0,49 g/g 
e produtividade volumétrica em xilitol de 0,24 g/L.h (Tabela 10). 
Da mesma forma que a xilose, o ácido acético, que estava presente no meio fermentativo 
(2,32  g/L)  em  baixa concentração,  foi efetivamente  consumido  pela  levedura,  não  sendo 
detectado com 60 horas de fermentação. 
 
Tabela 10 - Resultados da Bioconversão em Frascos Erlenmeyer (FE). 
Parâmetros da Bioconversão  FE 
Y
C
 (%)
a
 
99,7 
P
F
 (g/L)
b
 
40,34 
Y
P/S
 (g/g)
c 
0,59 
Q
P
 (g/L.h)
d
 
0,48 
η (%)
e
 
64 
X
I
 (g/L)
f
 
18,6 
X
RI
 (g/L)
g
 
1,86 
X
RM
 (g/L)
h
 
6,82 
X
R
(g/L)
I
 
8,68 
CI 
 
(%)
j 
21,43 
a
Y
 
= percentual de consumo de xilose, 
b
P
F
 = concentração final de xilitol, 
c
Y
P/S
 = fator de conversão 
xilose-xilitol, 
d
Q
P
 =  produtividade  volumétrica em xilitol, 
e
η
 =  eficiência de bioconversão, 
f
X
I
 = 
concentração  de  células  imobilizadas  expressa  em  volume  de  gel, 
g
X
RI 
=  concentração  de células 
imobilizadas expressa em volume de reator, 
h
X
RM 
= concentração de células livres expressa em volume 
de reator, 
i
X
R 
= concentração total de células expressa em volume de reator, 
j
CI = percentual de células 
imobilizadas em relação a biomassa total. 
 
Nestes ensaios foi verificada a liberação de células das partículas de gel para o meio, as 
quais  proliferaram  como  observado  nas  fermentações  onde  foi  empregado  o  suporte  PVA-
criogel (item 5.3). A Figura 23 apresenta as curvas de crescimento de biomassa imobilizada e 
livre. 
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Figura 23 - Concentração de células imobilizadas nas partículas de PVA-Lentikats expressa 
em volume de gel, X
I
 (■) e em volume de reator, X
RI
 (●); concentração de células livres no 
meio  expressa em  volume  de  meio,  X
M
  (o)  e  em  volume  de  reator,  X
RM
  (□); concentração 
celular total no reator, X
R
 (▲) no final das fermentações em frascos Erlenmeyer com PVA-
LentiKats®. 
 
Ao  final  de  24  horas de  cultivo  foram  observadas  quantidades  similares  de  biomassa 
confinada (X
RI
 = 1,82 g/L) nas partículas de gel e suspensas (X
RM
 = 1,73 g/L) no meio. Já a 
partir  de  24  horas  foi evidenciada  intensa  proliferação  de  células  livres,  alcançando  uma 
concentração de 5,94 g/L (X
RM
) em 48 horas e de 6,82 g/L (X
RM
) no final do processo. Por 
outro lado, as concentrações de células imobilizadas no suporte permaneceram praticamente 
inalteradas  após  48  horas,  provavelmente  devido  a  limitações  na  transferência  de  oxigênio 
para o interior do suporte. Essa limitação de transferência de oxigênio pode estar associada à 
formação de um  filme de células  na  superfície  do  suporte  o que  dificulta  a  assimilação de 
oxigênio pelas células retidas mais internamente no suporte tendo conseqüentemente menor 
taxa  de  crescimento  e,  desta  forma,  apresentando  menor  retenção  celular  ao  final  da 
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fermentação (CI = 21,43 %). Carvalho (2004) relata uma possível limitação na transferência 
de oxigênio para as células de C. guilliermondii confinadas mais internamente nas esferas de 
alginato de cálcio em função da formação de colônias de células imobilizadas na superfície 
das  partículas.  Segundo  este  autor  esta  limitação  de  oxigênio  teria  ocasionado  menor 
assimilação da xilose por estas células. 
De  acordo  com  Spencer-Martins  (1994),  a  mudança  para  condições  anaeróbias  pode 
influenciar  o  mecanismo  de  transporte  de  xilose  através  da  membrana  plasmática  de 
leveduras, levando a uma menor taxa de entrada desta pentose para o interior das células e 
conseqüentemente menor crescimento celular. 
Ao  final  de  84  horas  de  cultivo  com  células  da  levedura  imobilizadas  em  PVA-
LentiKats,  o  substrato  foi  efetivamente  utilizado  pelo  microrganismo  (Yc  =  99,7%)  com 
apreciável acúmulo de xilitol (P
F
 = 40,34 g/L) ficando evidenciado a potencialidade do uso 
deste suporte no processo de bioconversão de xilose em xilitol. A próxima etapa foi estudar o 
uso deste suporte em biorreator de mistura. 
 
5.4.2 Processo descontínuo sem reciclo de células imobilizadas em PVA-LentiKats

 
 
Após  constatação  da  potencialidade  do  uso  do  suporte  PVA-LentiKats  na 
imobilização da levedura para a bioprodução de xilitol a partir de hidrolisado hemicelulósico 
de bagaço de  cana-de-açúcar (item 5.4.1), foram realizados estudos  em biorreator STR. 
Inicialmente foram realizados ensaios utilizando as mesmas condições operacionais (agitação 
e vazão de ar) e de transferência de oxigênio que a utilizada nos  ensaios com PVA-criogel 
(k
L
a  =  10  h
-1
).  Entretanto  as  condições operacionais  empregadas  mostraram-se  ineficientes 
tanto para o crescimento celular como para a produção de xilitol. Desta forma foi empregada 
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uma maior  condição  de transferência de oxigênio  (k
L
a = 21 h
-1
) no sistema  com PVA-
LentiKats no biorretor. 
A Figura 24 apresenta as curvas de biomassa imobilizada e livre durante a fermentação. 
Foi  verificado  desprendimento  de  células  da  matriz  de  imobilização  para  o  meio  de 
fermentação e crescimento de células suspensas como observado no sistema com PVA-
criogel, caracterizando o sistema como misto. 
Nas primeiras 24 horas de cultivo foi observado um aumento de 55,5% no conteúdo de 
biomassa confinada nas partículas de gel (X
RI
), já a partir deste período até o final do processo 
é verificada pouca mudança na concentração de biomassa aprisionada, com aumento de 
apenas 13,6%. Fato também evidenciado no sistema com PVA-criogel e atribuído a um estado 
de “pseudo-saturação  do suporte”, conforme  discutido no  item 5.3. Com relação às  células 
livres no meio, foi observado  aumento mais intenso de biomassa até 72  horas (Q
X 
= 0,078 
g/L.h). A partir deste período até 144 horas de cultivo, foi verificado uma menor velocidade 
no  aumento  desta  biomassa  (Q
X
  =  0,013  g/L.h)  provavelmente  em  função  de  menor 
disponibilidade de oxigênio em virtude do crescimento microbiano. 
No final da fermentação foi constatado uma concentração de 17,5 g/L (X
I
) no interior 
das partículas, que correspondeu a 35% (CI) do conteúdo total de biomassa no reator, valor 
semelhante ao observado com o suporte PVA-criogel. 
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Figura 24 - Concentração de células imobilizadas nas partículas de PVA-Lentikats expressa 
em volume de gel, X
I
 (■) e em volume de reator, X
RI
 (●); concentração de células livres no 
meio  expressa em  volume  de  meio,  X
M
  (o)  e  em  volume  de  reator,  X
RM
  (□); concentração 
celular total no reator, X
R
 (▲)no final da fermentação no biorreator com PVA-Lentikats®. 
 
A Figura 25 apresenta  os  resultados de consumo dos  açúcares (glicose,  xilose e 
arabinose) e ácido acético e de produção de xilitol ao longo de 144 horas de fermentação no 
biorreator. 
Os  resultados  do  ensaio  no  biorreator  com  o  suporte  PVA-LentiKats  mostram  um 
perfil de consumo dos açúcares e do ácido acético pelo biocatalisador, similar ao já observado 
nos  ensaios  em frascos  Erlenmeyer  com  o  mesmo  suporte,  bem  como  nos  ensaios  em 
biorreator com o suporte PVA-criogel. 
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Figura 25 - Consumo de xilose (−■−), arabinose (−●−), glicose (−▲−), ácido acético (−○−) e 
produção de xilitol (−∆−) durante fermentação em biorreator de mistura (STR) com células 
imobilizadas em PVA-LentiKats®. 
 
Conforme  pode  ser  observado  na  Figura  25,  a  glicose  presente  no  meio  de  cultivo 
(3,28g/L) foi consumida pelo microrganismo de forma rápida e simultaneamente com a 
xilose, não sendo detectada após 12 horas. O ácido acético também foi utilizado pelas células 
sendo completamente esgotado em 96 horas de cultivo. 
Menor assimilação pelas células foi verificada com relação a arabinose, restando 34% 
do conteúdo inicial deste açúcar (2,53 g/L) no final de 144 horas de fermentação. A arabinose 
passou  a  ser melhor  assimilada  a  partir de  48  horas,  quando  41  %  da  xilose  havia  sido 
consumida, sendo observado consumo de 16% da arabinose neste período e de 32,4% em 72 
horas. Isto confirma que as células foram capazes de metabolizar arabinose mais rapidamente 
quando  a  xilose  estava  em  menores  concentrações,  conforme  também  verificado  nas 
fermentações com PVA-criogel (item 5.3). Já a xilose foi utilizada de forma mais efetiva pela 
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levedura ao longo do processo, restando apenas 7,8 % do conteúdo inicial após 144 horas e 
sendo verificado um acúmulo de xilitol no meio de 22,01 g/L neste período. 
O microrganismo imobilizado em PVA-LentiKats foi capaz de converter a xilose em 
xilitol na fermentação conduzida no biorreator (P
F
 = 22,01 g/L, Y
P/S
 = 0,36 g/g, Q
P
 = 0,15 
g/L.h),  entretanto  isto  ocorreu  de  forma  menos  efetiva  que  a  observada  tanto  nos  ensaios 
preliminares conduzidos em frascos Erlenmeyer (P
F
 = 40,34 g/L) como nos ensaios em 
biorreator com o suporte PVA-criogel (P
F
 = 28,7 g/L, Y
P/S
 = 0,49 g/g, Q
P
 = 0,24), conforme 
pode ser verificado na Tabela 11. 
Mesmo empregando uma condição de maior transferência de oxigênio na fermentação 
com PVA-LentiKats não foi possível atingir os resultados esperados em termos de produção, 
rendimento e produtividade volumétrica em xilitol. É importante salientar que embora ambos 
os suportes sejam à base de álcool polivinílico, as matrizes de gel obtidas não são idênticas, 
portanto podendo apresentar propriedades diferentes de retenção celular e de transferências de 
massa. Desta forma, diferenças na performance dos sistemas de bioconversão estudados onde 
foram empregados  os dois  suportes  de PVA são admitidas.  São necessários estudos  de 
otimização  das  condições  de  processo  com  ambos  os  suportes  para  uma  comparação  mais 
adequada entre o desempenho dos mesmos. 
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Tabela 11 - Parâmetros da bioconversão em reator STR com células imobilizadas em PVA-
LentiKats. 
Parâmetros da Bioconversão 
PVA-LentiKats

 / STR 
Y
C
 (%)
a
 
92,2 
P
F
 (g/L
1
)
b
 
22,01 
Y
P/S
 (g/g)
c 
0,36 
Q
P
 (g/L.h)
d
 
0,15 
η (%)
e
 
39,3 
X
I
 (g/L)
f
 
17,5 
X
RI
 (g/L)
g
 
3,5 
X
RM
 (g/L)
h
 
6,49 
X
R
(g/L)
i
 
9,99 
CI 
 
(%)
j 
35 
a
Y
C 
= percentual de consumo de xilose, 
b
P
F
 = concentração final de xilitol, 
c
Y
P/S
 = fator de conversão 
xilose-xilitol, 
d
Q
P
 =  produtividade  volumétrica em xilitol, 
e
η
 =  eficiência de bioconversão, 
f
X
I
 = 
concentração  de  células  imobilizadas  expressa  em  volume  de  gel, 
g
X
RI 
=  concentração  de células 
imobilizadas expressa em volume de reator, 
h
X
RM 
= concentração de células livres expressa em volume 
de reator, 
i
X
R 
= concentração total de células expressa em volume de reator, 
j
CI = percentual de células 
imobilizadas em relação a biomassa total. 
 
5.4.3 Processo descontínuo com reciclo de células imobilizadas em PVA-LentiKats

 
 
Foram  realizados  5  ciclos sucessivos  de  fermentação  com  reuso  do biocatalizador 
imobilizado.  Ao  final  de  cada  ciclo  o  caldo  fermentado  foi  retirado  e  o  biorreator  foi 
novamente alimentado com meio de cultivo. As partículas de gel com as células imobilizadas 
foram mantidas no interior do reator ao longo dos ciclos de fermentação. 
A Figura 26  apresenta o  consumo  de xilose (a), arabinose (b),  ácido acético  (c)  e a 
produção de xilitol (d) durante os ciclos de fermentação e a Tabela 12 apresenta os parâmetros 
da bioconversão. 
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Figura 26 - Consumo de xilose (a), arabinose (b), ácido acético (c) e produção de xilitol (d) 
durante o processo descontínuo com reciclo de células () 1º ciclo, () 2º ciclo () 3 ciclo, 
() 4º ciclo e () 5º ciclo, usando PVA-LentiKats. 
 
Tabela 12 - Resultados da bioconversão xilose-xilitol com reciclo de células imobilizadas em 
PVA-LentiKats no final de cada ciclo de fermentação. 
Ciclo de Fermentação Parâmetros da Bioconversão 
C1  C2  C3  C4  C5 
Média (σ
σσ
σ) 
Y
C
 (%)
a
 
92,2  92,8  92,5  90,8  90.4 
91,7(±1,07) 
P
F
 (g/L)
b
 
22,01  26,41  28,66  28,94  28,43 
26,9 (±2,9) 
Q
S
 (g/L.h)
c 
0,43  0,43  0,43  0,52  0,39 
0,44 (±0,05) 
η (%)
d
 
39,3  55,6  60,0  63,2  67,6 
57,1 (±10,9) 
X
I
 (g/L)
e
 
17,51  17,67  17,03  17,81  17,44 
17,5 (±0,30) 
X
RI
 (g/L)
f
 
3,50  3,53  3,41  3,56  3,49 
3,5 (±0,06) 
X
RM
 (g/L)
g
 
6,49  7,21  7,74  6,97  6,38 
7,0 (±0,55) 
X
R
(g/L)
h
 
9,99  10,74  11,15  10,53  9,87 
10,5 (±0,53) 
CI 
 
(%)
i 
35,0  33,0  31,0  34,0  35,4 
33,7 (±1,76) 
a
Y
 
= percentual de consumo de xilose, 
b
P
F
 = concentração final de xilitol, 
c
Q
S
 = velocidade média de 
consumo de xilose no tempo t
f
, 
d
η
 = eficiência de bioconversão, 
e
X
I
 = concentração de células 
imobilizadas  expressa  em  volume  de  gel, 
f
X
RI 
=  concentração  de  células  imobilizadas  expressa  em 
volume  de  reator, 
g
X
RM 
=  concentração  de  células  livres  expressa  em  volume  de  reator, 
h
X
R 
= 
concentração total de células expressa em volume de reator, 
i
CI = percentual de células imobilizadas 
em relação a biomassa total. 
 
De acordo com a Figura 26 (a), pode ser  verificado  que a  xilose foi  efetivamente 
consumida  pela  levedura,  restando  quantidades  não  superiores  a  10%  do  conteúdo  inicial 
D 
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deste açúcar no final de cada ciclo. No primeiro ciclo de fermentação (C1) 90% do conteúdo 
inicial de xilose foi consumida em 144 h de fermentação, sendo observada uma velocidade 
média de consumo de xilose neste período (Q
S
) de 0,39 g/L.h. Já no segundo ciclo (C2) foi 
verificado uma maior assimilação, sendo  consumida 92,8 % da xilose em 120  h  de  cultivo 
com uma velocidade média de consumo (Q
s
) de 0,43 g.L.h. Este comportamento pode estar 
relacionado à adaptação das células ao meio formulado a base de hidrolisado hemicelulósico, 
fato  que  também  foi  observado  no  ensaio  com  PVA-criogel  e  por  outros  autores  que 
trabalharam  com  reciclo  de  células  em  hidrolisado,  conforme  discutido  no  item  5.3.1.  No 
quinto ciclo (C5) foi verificado uma pequena redução na assimilação da pentose (Y
c
 = 90,4%, 
Q
s
 = 0,39 g/L.h) em relação aos anteriores (C2, C3 e C4) mas sem haver redução apreciável 
no acúmulo de  xilitol (P
F
 = 28,43  g/L), diferentemente do  verificado  no  ensaio com  PVA-
criogel (item 5.3.1), onde uma redução de 16% na produção de xilitol foi constatada no quinto 
ciclo  (C5)  em  relação  ao  ciclo  anterior  (C4).  Desta  forma,  neste  ensaio  não  foi  procedido 
lavagem do suporte e a realização de um 6 º ciclo fermentativo como no estudo com PVA-
criogel.  Com  relação  ao  açúcar  arabinose  (Figura  29  b),  foi  verificado  o  mesmo 
comportamento observado no ensaio com o suporte PVA-criogel. Este açúcar foi lentamente 
assimilado  pela  levedura  ao  longo  de  todos  os  ciclos  e  não  sendo  verificado  aumento 
progressivo em sua assimilação. 
O ácido  acético, presente  em  concentrações  iniciais que  variaram  de  3,02  g/L  (C3)  a 
3,71g/L (C4), foi completamente assimilado pela levedura, principalmente a partir do terceiro 
(C3),  ciclo  de  fermentação,  onde  foi  completamente  consumido  em  menos  de  48  horas  de 
cultivo,  não  sendo  atribuído  efeito  negativo  deste  sobre  o  crescimento  celular  ou  sobre  a 
bioconversão. 
A Figura 27 apresenta os resultados de rendimento (Y
P/S
) e produtividade volumétrica 
(Q
P
)  em  xilitol no  final  de  cada  um dos  ciclos  de  fermentação.  Pode ser  verificado  um 
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aumento progressivo no fator de rendimento em xilitol ao longo dos cinco ciclos estudados, 
sendo evidenciado um aumento de 59% neste parâmetro no último ciclo (Y
P/S 
= 0,62 g/g, C5) 
em relação ao primeiro (Y
P/S 
= 0,39 g/g, C1). Da mesma forma, houve aumento nos valores de 
produtividade volumétrica ao longo dos ciclos, exceto no último ciclo de fermentação (C5), 
onde foi verificada pequena queda no valor deste parâmetro. Estes resultados indicam que o 
uso sucessivo do biocatalisador imobilizado no hidrogel PVA-lentiKats contribui para uma 
progressiva melhora na bioconversão da xilose em xilitol. 
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Figura  27  -  Bioconversão  xilose-xilitol  nas  bateladas  repetidas  com  reciclo  de  células 
imobilizadas em PVA-LentiKats. Fator de conversão xilose-xilitol (Y
P/S
, ) e produtividade 
volumétrica (Q
P
,
 
). 
 
A concentração de células confinadas no suporte permaneceu constante (X
I médio
 = 17,5 
g/L) ao longo dos ciclos de fermentação com um percentual médio de células imobilizadas em 
relação  a biomassa  total  de  33,7%  (CI
%
 
médio
)  no  final  do  processo,  valor  semelhante  ao 
verificado com o suporte PVA-criogel (CI
%
 
médio
 = 35,3). O suporte PVA-LentiKats exibiu 
boa  resistência  mecânica  e  boa  capacidade  de  contenção  celular,  sendo  possível  o  uso 
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consecutivo  por  cinco  ciclos  de  fermentação,  correspondendo  a  600  horas  de  cultivo,  sem 
perdas de atividade biocatalítica. 
 
5.4.4 Características das lentilhas de PVA-Lentikats 
 
A Figura 28  mostra  as lentilhas obtidas  com  auxílio do  LentiKatPrinter (Figura 13, 
item  4.8).  O  aparelho  proporcionou  a  obtenção  das  partículas  de  gel  de  forma  otimizada, 
sendo possível  a  produção de  400  lentilhas de  cada  vez  e  com  dimensões  mais  uniformes. 
Foram obtidas lentilhas com diâmetro entre 3mm e 4 mm as quais apresentavam superfície 
lisa e bastante uniforme, além de elasticidade e bastante resistência física. Após os sucessivos 
ciclos de fermentação não foi observado desgaste das lentilhas, conforme pode ser observado 
na figura 29. 
A Análise por microscopia eletrônica de varredura (Figura 30) mostrou que as partículas 
de  PVA-LentiKats  apresentam  grande  porosidade  e  uma  estrutura  fibrosa  com  aspecto 
elástico, um diferente do observado no PVA-criogel. 
 
 
 
 




[image: alt]  
93
 

 
 Figura  28  -  Partículas  de  PVA-LentiKats  obtidas  com  o  LentiKatPrinter  (após 
desidratação em câmara de fluxo laminar) 
  
Figura 29 - Partículas de PVA-LentiKats antes da fermentação (lentilhas brancas) e após 5 
ciclos sucessivos de fermentação (lentilhas marrons) 
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Figura 30. Partícula de PVA-LentiKats: Micrografia obtida em microscópio eletrônico de 
varredura 
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6. CONCLUSÕES 
 
-  O processo de produção biotecnológica de xilitol, a partir do aproveitamento da 
fração  hemicelulósica  do  bagaço  de  cana-de-açúcar,  em  biorreator  de  mistura 
(STR)  em  sistemas  com  células  de  Candida  guilliermondii  FTI  20037 
imobilizadas  em  géis  de  álcool  polivinílico  (PVA-criogel  e  PVA-LentiKats) 
mostrou ser promissor e apresenta-se como uma nova alternativa na busca de um 
bioprocesso de obtenção de xilitol; 
 
-  O  uso  de  técnicas  de  imobilização  de  Candida  guilliermondii  FTI  20037  em 
hidrogéis  de  álcool  polivinílico  para  a  bioprodução  de  xilitol  a  partir  de 
hidrolisado  hemicelulósico  de  bagaço  da cana-de-açúcar  facilita  o reciclo  do 
biocatalisador possibilitando seu uso por longos períodos; 
 
-  O procedimento de reciclo das células imobilizadas nos géis de PVA contribuiu 
para  melhor  performance  de  bioconversão  do  microrganismo  imobilizado, 
levando  a  um  aumento  de  até  37%  na  produção  de  xilitol,  57%  no  fator  de 
rendimento  e  de  120%  na  produtividade  volumétrica,  no  processo  com  PVA-
criogel. E para um aumento de até 31,5% na produção de xilitol, 59% no fator de 
rendimento e de 100% na produtividade volumétrica com PVA-LentiKats®. 
 
-  O uso de 8 g/L de álcool polivinílico e 2 g/L de alginato de sódio associado a 
uma temperatura de  congelamento  de –20 ºC  e  cinco  ciclos de  congelamento-
descongelamento são condições adequadas para o preparo do suporte de PVA-
criogel para a imobilização da levedura; 
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-  Os géis de álcool polivinílico, PVA-criogel e PVA-LentiKats, apresentam boa 
estabilidade, resistência  física  e  capacidade  de  imobilização  da  levedura  ao 
longo  das  fermentações  em  meio  formulado  a  base  de  hidrolisado 
hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar, sendo possível seu uso em ciclos 
sucessivos de fermentação; 
 
-  Nas condições avaliadas, a imobilização em PVA-criogel apresentou resultados 
superiores  as  observadas  com  PVA-LentiKats.  Sendo  verificado  um  acúmulo 
médio de xilitol no final das fermentações em biorreator, 33 % superior quando 
as células foram imobilizadas em PVA-criogel; 
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7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
-  Estudar o preparo do suporte PVA-criogel empregando álcool polivinílico com 
diferentes  graus  de  hidrólise  (DH)  e  polimerização  (DP)  buscando  suprimir  o 
uso em conjunto do alginato de sódio; 
 
-  Otimizar as condições operacionais de fermentação dos sistemas com células de 
C.  guilliermondii  imobilizadas em  gel de PVA-criogel  e de  PVA-LentiKats, 
buscando  melhores  resultados  de  bioconversão  de  xilose  de  hidrolisado 
hemicelulósico em xilitol; 
 
-   Avaliar a produção de xilitol a partir de hidrolisado hemicelulósico de bagaço 
de  cana-de-açúcar  em  sistemas  com  maior  concentração  inicial  de  xilose 
empregando  o  biocatalizador  imobilizado  em  PVA-criogel  e  em  PVA-
LentiKats; 
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APÊNDICE A – Assimilação de xilose, produção de xilitol e concentrações de células 
imobilizadas e livres  após 72 horas de fermentação em frascos Erlenmeyer, nos ensaios do 
item 4.5, segundo o planejamento 2
3
. 
Ensaio  Y
C
 (%)
a 
P
F 
(g/L)
b 
X
I 
(g/L)
c 
X
RI 
(g/L)
d
  X
M 
(g/L)
e
  X
RM 
(g/L)
f
 
1 
95,5  35,3  10,3  2,06  7,53  6,02 
2 
93,0  31,0  6,9  1,40  6,60  5,30 
3 
93,3  32,4  7,5  1,50  6,98  5,58 
4 
93,9  33,1  9,0  1,80  9,79  7,83 
5 
92,3  35,3  13,6  2,72  7,93  6,34 
6 
96,5  36,2  13,7  2,74  7,11  5,69 
7 
96,5  30,9  10,8  2,16  7,53  6,02 
8 
93,0  35,3  11,5  2,30  6,80  5,44 
9 
94,2  32,4  9,04  1,81  8,56  6,85 
10 
93,8  31,7  9,04  1,81  8,66  6,93 
11 
92,9  31,5  8,84  1,77  8,53  6,82 
Percentual de xilose consumida (a); concentração de xilitol acumulada no meio (b); Concentração de 
células  imobilizadas  em  relação  ao  volume  de  gel  (c)  e  ao  volume  de  reator  (d);  concentração  de 
células livres em relação ao volume de meio (e) e ao volume de reator (f). 
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APÊNDICE  B  –  Consumo  dos  açúcares  e  do  ácido  acético  e  produção  de  xilitol  em 
biorreator  STR  operado  em  modo  descontínuo  com  células  imobilizadas  em  PVA-criogel 
(item 4.6). 
Tempo (h) 
Xilose 
(g/L) 
Arabinose 
(g/L) 
Glicose 
(g/L) 
Ac. Acético 
(g/L) 
Xilitol 
(g/L) 
0 
64,69  4,23  3,08  1,84  0 
12 
60,48  4,22  0  1,82  0 
24 
56,37  4,01 
- 
1,80  1,84 
48 
36,80  3,67 
- 
1,25  8,54 
72 
29,23  3,2 
-  0 
14,33 
96 
16,24  2,8 
-  - 
26,49 
120 
5,86  2,36 
-  - 
28,67 
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APÊNDICE C – Consumo da xilose, arabinose e do ácido acético e produção de xilitol em 
biorreator  STR  nos  ciclos  sucessivos  de  fermentação  com  células  imobilizadas  em  PVA-
criogel (item 4.7). 
Tempo (h)  Xilose 
(g/L) 
Arabinose 
(g/L) 
Ac.Acético 
(g/L) 
Xilitol 
(g/L) 
Ciclos 
 

0 
51,23  4,38  2,16  0 
12 
47,5  4,35  2,15  2,40 
24 
44,23  4,29  2,12  5,35 
48 
29,23  3,85  1,22  16,99 
72 
7,60  2,86  nd  29,29 
84 
1,65  2,32  nd  36,59 
 
 
C2 
0 
51,64  3,82  2,53  0 
12 
44,61  3,82  1,98  8,13 
24 
33,67  3,82  1,61  10,18 
48 
19,32  3,69  nd  24,04 
60 
10,15  2,82  nd  33,34 
72 
1,55  2,78  nd  38,52 
 
 
C3 
0 
53,93  3,71  2,48  0 
12 
46,06  3,70  2,47  1,30 
24 
40,62  3,62  2,47  2,37 
48 
32,06  3,32  2,30  13,33 
72 
21,95  2,78  1,59  22,40 
96 
13,10  2,17  nd  32,21 
120 
2,03  1,82  nd  39,20 
 
 
C4 
0 
51,72  4,97  2,35  0 
12 
51,01  4,90  2,32  1,21 
24 
49,07  4,57  1,88  3,05 
48 
41,23  4,11  1,63  7,62 
72 
32,83  3,63  1,57  14,10 
96 
20,94  3,48  1,07  22,05 
120 
8,41  2,95  nd  28,01 
144 
3,20  2,19  nd  33,01 
 
 
 
C5 
0 
55,61  4,01  2,31  0 
12 
50,98  4,00  2,30  3,25 
24 
42,73  4,00  2,27  8,97 
48 
32,81  3,51  2,01  15,31 
72 
23,36  3,19  nd  24,71 
96 
15,01  2,95  nd  34,03 
120 
1,97  2,79  nd  39,07 
 
 
C6 
nd = não detectado 
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APÊNDICE  D  –  Consumo  dos  açúcares  e  do  ácido  acético  e  produção  de  xilitol  em 
biorreator STR operado em modo descontínuo com células imobilizadas em PVA-LentiKats 
(item 4.8.2). 
Tempo (h) 
Xilose 
(g/L) 
Arabinose 
(g/L) 
Glicose 
(g/L) 
Ac. Acético 
(g/L) 
Xilitol 
(g/L) 
0 
66,72 
4,75 
3,28 
2,78  nd 
12 
62,48 
4,74 
nd 
2,6  nd 
24 
58,82 
4,23 
- 
2,41  5,28 
48 
39,43 
3,99 
- 
1,87  9,07 
72 
31,07 
3,21 
- 
1,01  12,43 
96 
17,91 
2,99 
- 
nd  18,21 
120 
9,41 
2,72 
- 
-  21,06 
144 
5,21 
2,53 
- 
-  22,01 
nd = não detectado 
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APÊNDICE E – Consumo da xilose, arabinose e do ácido acético e produção de xilitol em 
biorreator  STR  nos  ciclos  sucessivos  de  fermentação  com  células  imobilizadas  em  PVA-
LentiKats (item 4.8.3). 
Tempo (h)  Xilose 
(g/L) 
Arabinose 
(g/L) 
Ac.Acético 
(g/L) 
Xilitol 
(g/L) 
Ciclos 
 

0 
55,89  4,28  2,75  0 
12 
51,01  4,28  2,70  2,97 
24 
46,07  4,24  2,21  5,02 
48 
33,63  3,99  1,2  9,98 
72 
22,39  2,71  nd  12,97 
96 
9,78  2,66  nd  21,44 
120 
4,01  2,47  nd  26,41 
 
 
C2 
0 
56,01  4,01  2,23  0 
12 
52,23  4,00  1,99  3,66 
24 
47,01  3,86  1,02  6,86 
48 
32,03  3,09  nd  10,97 
72 
22,77  2,77  nd  14,16 
96 
10,66  2,41  nd  23,53 
120 
4,23  2,22  nd  28,66 
 
 
C3 
0 
54,86  4,29  2,77  0 
12 
50,03  4,28  2,01  4,97 
24 
44,99  4,02  1,21  8,77 
48 
23,77  3,69  nd  11,99 
72 
12,09  2,97  nd  22,03 
96 
5,07  2,63  nd  28,94 
 
 
C4 
0 
52,21  4,67  2,82  0 
12 
50,03  4,65  1,89  3,99 
24 
43,27  4,21  1,01  7,24 
48 
21,69  3,67  nd  12,01 
72 
13,77  3,03  nd  21,63 
96 
8,62  2,79  nd  24,70 
120 
5,01  2,53  nd  29,43 
 
 
 
C5 
nd = não detectado 
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