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RESUMO

Adaptagaoe reciclagemde célulasde Candidaguil/iermondii em hidrolisado
de bagago de cana-de-aclicer; efeito sobre as enzimas xilose redutase e
xilitol desidrogenaseGilvane Souza de Matos. Tese de Doutorado. Programa de
Pds-Graduagdo em Biotecnologia Industrial, Departamento de Biotecnologia,
Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena. Orientador: Ora. Maria das Gragas
de A. Felipe (Departamento de Biotecnologia, FAENQUIL, Caixa Postal 116,
12600-970, Lorena, SP, Brasil). Banca Examinadora: Ora. Maria das Gragas de A.
Felipe, Ora. Luciana Sene, Ora. Rosa Helena Luchese, Dr. Ismael Maciel de
Mancilha, Dr. Silvio Silvério da Silva. Maio de 2004.

Diversas pesquisas tém enfocado a utilizagdo do hidrolisado hemiceluldsico
de bagago de cana-de-agucar como meio de cultivo para a produgado de xilitol por
Candida guilliermondii. O xilitol € um polialcool com poder adogante semelhante ao
da sacarose, anticariogénico, adequado para diabéticos e obesos, assim como
para a prevencdo de osteoporose e tratamento de doengas respiratorias. A
fermentacdo dos hidrolisados hemiceluldsicos por leveduras € dependente das
enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH), que participam das
reacOes iniciais para a assimilagdo da xilose presente nestes hidrolisados.
Diferentes compostos toxicos presentes no hidrolisado como o &cido acético e
compostos fenolicos séo apontados como interferentes na bioconversdo da xilose
em xilitol e como determinantes da baixa produtividade deste adogante, quando
comparada a alcangada em meios sintéticos. Como forma de minimizar os efeitos
dos compostos toxicos do hidrolisado sobre a levedura foram avaliados o efeito da
adaptacao e reciclagem de células de C. guil/iermondii sobre a formacao de xilitol e
atividades das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase durante
fermentagdes de hidrolisados hemicelulésicos de bagago de cana-de-agucar. Os
experimentos foram realizados em biorreator KLF2000 BioEngineering com volume
util de 1,6L a 30°C, pH 5,5 e KLa de 20h-. A maxima atividade da enzima XR
(0,8327U/mgPRor) foi observada na fermentacdo do hidrolisado de maior fator de
concentragdo (H5) sem a adaptacdo do indculo, enquanto para a enzima XDH o
maximo valor (0,4592U/mgPRor) foi encontrado na fermentagéo de hidrolisado com
um menor fator de concentragdo (H4) e com a utilizagdo do indculo adaptado. O
reciclo de células no hidrolisado de maior fator de concentragdo ndo resultou em
aumento das atividades das enzimas XR e XDH, havendo inclusive tendéncia de
queda ao longo das etapas de reciclo. No entanto, a utilizacdo desta técnica
melhorou tanto a produtividade (118%) como o rendimento (27,6%) do xilitol. Os
subprodutos glicerol e etanol também foram observados durante o metabolismo de
xilose por C. guilliermondii.

X
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ABSTRACT

Adaptation and recycling of Candida guilliermondii cells in sugarcane
bagasse hydrolysateeffect on xylose reductaseand xylitol dehydrogenase
enzymes. Gilvane Souza de Matos. Doctoral Thesis. Postgraduate Program in

Industrial Biotechnology, Departament of Biotechnology, Chemical Engineering

College of Lorena. Supervisor: Dr Maria das Gragas de A. Felipe (Departamento de

Biotecnologia, FAENQUIL, Caixa Postal 116, 12600-970, Lorena, SP, Brasil).

Examining Board: Dr Maria das Gragas de A. Felipe, Dr Luciana Sane, Dr Rosa

Helena Luchese, Dr Ismael Maciel de Mancitha, Dr Silvio Silvério da Silva. May

2004,

Several researches have focused upon the utilization of sugar cana bagasse
hemicellulosic hydrolysate as a cultura medium for lhe production of xylitol by
Candida guilliermondii. Xylitol, a polyalcohol with a sweetening power similar to that
of sucrose, is anticariogenic and suitable for diabetics and obesa people, as well as
for Ihe prevention of osleoporosis and for the trealment of respiratory diseases. The
fermentation of hemicellulosic hydrolysates by yeasts is dependent on xylose
reductase (XR) and xylitol dehydrogenase enzymes (XDH), which participate in the
initial reactions for the assimilation of xylose present in such hydrolysates. Different
compounds also present in these hydrolysates, such as acetic acid and phenolic
compounds, have been considered as regulators of the bioconversion of xylose inlo
xylitol and as responsible for the low produclivity of this sweetener, as compared to
that obtained from synthetic media. The adaptation and recycling of C.
guil/iermondii cells were utilized as a way to minimize the effects of the toxic
compounds on the formation of xylitol during the fermentation of sugar cana
bagasse hemicellulosic hydrolysale. The activities of xylose reductase and xylitol
dehydrogenase enzymes during the fermentations were evaluated. The
experiments were carried out in KLF BioEngineering bioreactor with a volume of
16L, at 30° pH 55 and KlLa of 20h-. The maximum XR enzyme activity
{0.8327U/mgpRor) was observed during the fermentation of hydrolysate with the
highest concentration factor (H5) and without inoculum adaptation, while for XDH
enzyme the maximum value (0.4592U/mgPRor) was provided by the hydrolysate with
a lower concentration factor (H4), using adapted inoculum. Cell recycling in the
hydrolysate with the highest concentration factor did not result in increased XR and
XDH enzyme activities, which actually showed a tendency to decrease in the
course of the recycling steps. Nevertheless, utilizing this technique enhanced both
xylitol productivity (118%) and xylitol yield (27.6%). The byproducts glycerol and
ethanol were found during Ihe xylose metabolism of C. guilliermondii.
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1 - INTRODUGAO

O aproveitamento do bagago de cana-de-agucar para produgédo
biotecnoldgica de xilitol, um adogante anticariogénico substituto de agucares para
diabéticos e obesos é uma das principais linhas de pesquisa do Departamento de
Biotecnologia da FAENQUIL. Os trabalhos desenvolvidos pelo grupo tém
demonstrado que o processo biotecnoldgico para a obtencgao de xilitol apresenta-
se como alternativa ao quimico, via pelo qual este € comercialmente produzido a
partir da catalise quimica da xilose obtida de materiais lignocelulésicos ricos em
xilana. A obtencao de xilitol pela via quimica é considerada de elevado custo em
fungao da necessidade da obtencao de uma solugdo de xilose com elevado teor de
pureza, de forma a evitar que residuos de lignina interfiram na catalise. Além disso,
apos a catalise da xilose em xilitol ha a necessidade de etapas de purificagéo para
a remogao do ion metalico (Ni) utilizado como catalisador.

A obtencdo biotecnologica desse adogante envolve a participacdo das
enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH), induzidas na presenca
de xilose. O controle de parametros que possam interferir na inducdo e/ou
atividade destas enzimas é muito importante, principalmente nas fermentacoes de
hidrolisados hemiceluldsicos, uma vez que nestes, estdo presentes, além dos
acucares, compostos toxicos a levedura, em particular o acido acético e fendis, os
quais podem ser inibitérios a atividade das enzimas e acarretar em baixa
produtividade do xilitol quando comparada a obtida em meio semi definido. A
necessidade da concentragdo do hidrolisado para a obtencdo de meios com
elevadas concentragdes de xilose pode promover também a concentracdo de
compostos toxicos que também podem ter seus efeitos potencializados em fungéo
da agdo sinergistica entre eles. Neste sentido, a precipitacdo de inibidores pela
alteracdo de pH, combinada a adsor¢ao em carvao ativo sao alternativas capazes
de promover a remogao parcial destes inibidores, no entanto, o hidrolisado tratado

ainda pode apresentar concentragdes de acido acético e fendis capazes de
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interferir no metabolismo dos microrganismos. Técnicas como a adaptacéo e
reciclagem de células ao hidrolisado sdo apresentadas como forma de contornar o
problema da toxicidade destes inibidores ao processo fermentativo.

Neste trabalho foi avaliado o metabolismo envolvendo a bioconverséo de
xilose em «xilitol por Candida guil/iermondii em diferentes concentragbes do
hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar. Inicialmente foram
realizadas fermentagdes em hidrolisados com diferentes fatores de concentragédo
utilizando-se como indculo células ndo adaptadas e adaptadas ao hidrolisado. Na
etapa seguinte foram realizadas fermentagdes utilizando-se o indculo com células
adaptadas ao hidrolisado, sendo estas células recuperadas e utilizadas como
indculo durante consecutivas fermentagdes. As fermentagdes foram realizadas no
sentido de avaliar o efeito das técnicas de adaptacdo do indculo e reciclagem de
células no hidrolisado sobre a produgédo de xilitol e atividades especificas das

enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os materiais lignoceluldsicos constituem uma das principais € mais
abundantes fontes de matéria organica no planeta (GHOSH e SINGH, 1993;
CHANDRAKANT e BISARIA: 1998). O interesse em pesquisas que visam a
conversao de materiais lignocelulosicos provenientes do processo industrial, em
produtos que possuam um valor comercial vem sendo demonstrado em diversos
trabalhos que tém proposto a utilizacdo de hidrolisados destes residuos para o
cultivo de microrganismos (DOMINGUEZ et ai., 1996; ALVES et ai, 1998;
CHANDRAKANT e BISARIA 1998; RODRIGUES et ai., 1998, 2003). A facilidade
de obtengdo e a grande abundancia destes materiais na natureza séo vantagens
que permitem sua utilizagdo como substrato de baixo custo para a produgdo de
produtos com grande interesse econémico (LEE, 1997).

Segundo FENGEL E WEGENER (1989) os materiais lignoceluldsicos sao
formados por lignina e polimeros de carboidratos (celulose e hemicelulose). A
lignina € uma macromolécula complexa composta por unidades de fenil-propanoal;
a celulose, um polimero ndo ramificado de moléculas de o-glicose, unidas por
ligagdes do tipo J3-1,4 enquanto que a hemicelulose, um polimero heterogéneo,
contendo diversos tipos de agucares como o-xilose, L-arabinose e 0-manose.

A estrutura da hemicelulose é bastante semelhante a da celulose, onde
moléculas de agucares, unidos por ligagdes do tipo J3-1,4 constituem a estrutura
polissacaridica principal (DELAZARI, 1980; GONG et al., 1981), sendo esta, por
sua vez, ligada a uma série de agUcares reeiduais, que podem ser 0 mesmo ou
diferentes daqueles que constituem a cadeia principal (GONG et al. 1981). A
xilose € o principal constituinte da hemicelelose, constituindo aproximadamente
80% desta fragdo (KUHAD, 1993).
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2.2 - BAGAGO DE CANA-DE-AGUCAR

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-aglcar, com uma produgdo
anual em torno de 300 milhdes de toneladas, representando 33% da producdo
mundial (VASCONCELOS, 2002). Na safra 2002/2003 o pais produziu 321,6
milhdes de toneladas e a previsdo para a safra 2003/2004 é de 343,7 milhdes de
toneladas, um aumento de 6,9% na produgéo (SEVERO, 2004).

O bagaco de cana-de-aglcar apresenta em sua COmMpOSiGa0
aproximadamente 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina
(PANDEY et ai., 2000), constituindo em um importante residuo gerado pelo setor
sucroalcooleiro. A maior parte do bagago gerado na industria sucroalcooleira vem
sendo utilizada na geracdo de energia na prdpria industria. Cerca de 80% da
eletricidade consumida pelas industrias do setor € gerada pela combustdo do
bagago, embora sua utilizacdo apresente baixo rendimento energético (1300
Kcal/Kg) (DUARTE, 1989).

A geragao de energia por meio da queima do bagago produzido pela industria
fica em torno de 1,5 mil megawatts, e, acredita-se que poderad chegar a 5 mil
megawatts em médio prazo (RIVERAS, 2001). Além desta, outras formas de
utilizacdo do bagago de cana-de-agucar tém sido empregadas como para a
producdo de polpa de papel e produtos aglomerados, produgdo de furfural e
carvao ativo, sendo considerado também um produto de grande importéncia na
alimentacdo animal (MITRANI et ai., 1999).

Uma parceria entre a FAPESP, Grupo Denini e a Copersucar apresentou
uma nova alternativa onde, a partir da hidrolise do bagaco, sera possivel aumentar
em 30% a produgdo nacional de etanol (PESQUISA FAPESP, 2004). Esta
alternativa para o reaproveitamento do bagago para a produgdo de etanol abre
perspectivas também para o reaproveitamento da palha de cana na geragéao de
energia em lugar do bagago. Atualmente a palha é queimada ou deixada no campo

e, caso venha a substituir o bagago, o potencial estimado na geragao de energia é
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de 50% da palha produzida no campo, o que corresponde a cerca de 70 milhGes
de toneladas/ano no Brasil (VASCONCELQS, 2002).

ROSSI et ai. (2003) avaliaram o potencial da utilizagdo do bagago de cana-
de-agUcar como substrato no cultivo de cogumelos comestiveis. Segundo os
autores, 0 bagago de cana apresenta potencial para o cultivo de cogumelos
comestiveis sendo os melhores resultados obtidos em uma mistura de bagago
enriquecido com 25% de farelo de arroz e 6% de melago, produzindo frutificagdes
de Lentinula eclodes (shiitake) com 7cm de didmetro em um periodo de 60 a 90
dias de incubacao.

Apesar das varias utilizagbes do bagago de cana, a abundancia e o baixo
custo desta matéria-prima justificam sua utilizacdo em diversos processos
biotecnoldgicos na obtengdo de produtos com alto valor agregado como o xilitol
(FELIPE et ai., 1997b; ALVES et al., 1998; RODRIGUES, 2001).

2.3 - XILITOL
2.3.1 - Propriedadese aplicagoesdo xilitol

O «xilitol € um poliol natural de cinco carbonos, com poder adogante
equivalente ao da sacarose (DELAZARI, 1980), sendo utilizado na industria de
alimentos, podendo, em alguns casos, ser substituido em alimentos na mesma
proporcao (RUSSO, 1976).

Devido ao calor especifico em solugdo negativo (-34,8 callg), o xilitol
apresenta sabor residual refrescante, semelhante ao que ocorre com o manitol e
também observado em outros poliois, embora em menor grau (DELAZARI, 1980;
AGUIAR et ai., 1999).

Por ndo apresentar grupos aldeidices ou cetdnicos em sua molécula, o xilitol
nao participa de reagdes do tipo Maillard, podendo ser utilizado em alimentos em
que reagOes de escurecimento ndo sao desejadas e que necessitam ser

processados em altas temperaturas (MANZ et ai., 1973).
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EMODI (1978) destaca o uso potencial do xilitol para alimentos como pées e
bolos, geléias e marmeladas, ou na forma de aditivo ou adjuvante de sabor.
Segundo o autor, o xilitol ndo é utilizado por muitos microrganismos, portanto o0s
alimentos que contém este acglcar podem apresentar um maior tempo de
conservagao.

Pelo fato de ndo ser utilizado pelos microrganismos normalmente
encontrados na flora bucal, como bactérias do género Streptococcus, o xilitol €
considerado como substancia ndo cariogénica e sua utilizagao permite que o pH
da superficie dos dentes nédo atinja valores inferiores a 5,7 (EMODI, 1978).
Segundo BADET et ai. (2004), a adaptacdo de linhagens de microrganismos da
flora bucal ao xilitol pode ocorrer com um prolongado periodo de exposi¢cao do
microrganismo a este poliol. O controle do pH bucal pela utilizagao do xilitol reduz
a incidéncia de formagéo de placa dentaria (BRADSHAW e MARSH, 1994), além
disto o xilitol também atua como agente que contribui para a remineralizagao dos
dentes (TANZER, 1995).

O xilitol também é considerado como anticariogénico (TANZER, 1995;
EDGAR, 1998), sendo superior ao sorbitol na prevencgao de caries, reduzindo sua
incidéncia entre 30 e 63% (GALES e NGUYEN, 2000; ALANEN et ai. 2000).

O metabolismo do xilitol ocorre independente de insulina, podendo ser
utilizado na dieta de pacientes diabéticos (SILVA et ai., 1993194). Em trabalhos em
que foram comparadas dietas com xilitol ou glicose, verificou-se que o xilitol
provocou uma fraca resposta hormonal, com baixos niveis de insulina e de glicose
no plasma sanguineo (NATAH et ai., 1997). Este adogante é considerado como
substancia atoxica, permitida como aditivo em alimentos, e também como
substancia "GRAS" (Generally Regraded as Safe) pelo Food And Drug
Administration dos Estados Unidos e permitido para a dieta de diabéticos, segundo
0 Codex Alimentarius (AGUIAR et ai., 1999).

Até ha poucos anos, as principais aplicagdes do xilitol encontravam-se

relacionadas a industria de alimentos, devido as suas propriedades que permitem
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0 emprego deste adogante em alimentos que necessitam ser processados em
altas temperaturas e nao se deseja que ocorram reagdes de Maillard (MANZ et ai.,
1973). Também ¢é relatada a aplicagdo na dieta de deficientes na produgéo da
enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (VAN EYS et ai., 1974), de diabéticos e
obesos (NATAH et ai, 1997; AGUIAR et ai, 1999), assim como aplicagdes
odontologicas, ligadas a propriedades ndo-cariogénicas e anticariogénicas deste
adocante (TANZER, 1995 ).

Nos ultimos anos, novas aplicagdes clinicas do xilitol tém sido descritas,
como, por exemplo, utilizacdo na prevencdo de osteoporose, demonstrada por
MATILLA et ai. (1998). Segundo os autores, experimentos com ratos evidenciaram
que a administragdo oral de xilitol impede a progressao da osteoporose
proporcionando aumentos da massa 0ssea e das propriedades biomecanicas de
ossos enfraquecidos, apontando ainda que, a utilizacdo de xilitol torna-se uma
nova alternativa que amplia os tratamentos clinicos na prevencgao desta doenca.

Outra aplicacdo clinica do xilitol, apontada por ZABNER et ai. (2000),
conciste na utilizagao deste adogante no tratamento de fibrose cistica, uma doenca
que afeta principalmente os pulmbes e o sistema digestivo. Segundo MALTA
(2001) existem evidéncias de que a maior sobrevida dos afetados por fibrose
cistica ocorre por meio do tratamento das complicagbes pulmonares, sendo
empregados medicamentos importados a um custo médio de US$ 36 dolares a
ampola. Para um tratamento de 15 dias, a média utilizada € de 100 ampolas.
Zabner et ai. (2000) constataram que o uso inalatdrio do xilitol em "spray' resultou
na diminuicdo da concentracdo salina da camada superficial da membrana
respiratoria, favorecendo a imunidade inata desta superficie e, como
consequéncia, reduzindo o numero de Staphy/ococcus coagulase-negativa na
cavidade nasal de voluntarios, diminuindo o risco de infecgbes bacterianas
pulmonares. Desta forma, como no caso da osteoporose, o xilitol apresenta-se
como uma alternativa promissora as atuais empregadas para o controle da fibrose

cistica.
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O xilitol tem a sua eficacia também comprovada no tratamento de pacientes
com otite pelo fato deste inibir o crescimento de Streptococcus pneumoniae
impedindo a ades&o desta bactéria sobre as células nasofaringeais (UHARI et ai.,
2001, TAPIAINEN et ai., 2002). Esta propriedade foi observada em experimentos
clinicos em criangas, onde o xilitol mostrou-se eficaz na prevengdo do
desenvolvimento de otite com a utilizacdo de uma dose variando entre 8,4 a
10g/dia dividida em cinco porgdes. Nestes experimentos obteve-se uma eficacia de
aproximadamente 40% e 30%, quando o xilitol foi empregado na forma de goma
de mascar e xarope, respectivamente. Estes autores observaram ainda que o uso
de xilitol na prevencdo de otite reduziu consideravelmente a utilizacdo de
antibiéticos empregados no tratamento, contribuindo para a redugdo de um
problema mundial, que € a resisténcia de bactérias a agentes antimicrobianos

causada justamente pelo uso descontrolado dos mesmos.

2.3.2 - Ocorrénciae obtencgaodo xilitol

O xilitol € encontrado em pequenas quantidades em frutas, vegetais e fungos
(RUSSO, 1976; DELAZARI, 1980), mas a sua extracdo diretamente destas fontes
nao & economicamente viavel, uma vez que ocorre em baixas concentracdes
(HYVONEN et ai, 1982; SILVA et ai., 1993194). E também produzido pelo
metabolismo humano na proporgéo de 5 a 15 gramas por dia, sendo encontrado
no sangue na faixa de 0,03-0,06mg/100ml (PEPPER e OLIGER, 1988 citados por
PARAJO et ai., 1998a). O xilitol & comercialmente produzido por via quimica,
sendo a Finnish Sugar Co. Ltd., Helsink, Finlandia a precursora da producao
(HYVONEN et ai., 1982).

Obtencaopor via quimica
Para a producdo quimica de xilitol, inicialmente é necessaria a hidrélise de
material vegetal rico em xilana: para a obtengdo de uma solugéo de xilose pura,

um processo que exige a clarificagdo e purificagdo em sucessivas etapas de troca
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ibnica em cromatografia liquida, tanto para a purificacdo da xilose obtida como
para a obtencdo do produto final (PARAJO et ai., 1998a). A etapa inicial de
purificacdo do hidrolisado consiste em um processo quimico que permite a
recuperagdo somente de 50 a 60% da xilose (NIGAM e SINGH, 1995), além das
perdas na etapa de remocdo de residuos do catalisador para a purificacdo do
produto final (PARAJO et ai., 1998a).

Obtengaopor via biotecnolégica

Devido ao alto custo de obtencdo de xilitol pela via quimica, o processo
biotecnoldgico, a partir do hidrolisado hemiceluldsico, parece ser uma alternativa
viavel para a redugéo de custos (PARAJO et ai., 1998a). A Figura! apresenta um
esquema comparativo entre estas duas vias de obtencgéo de xilitol.

A levedura C. guilfiermondii, selecionada por BARBOSA et ai. (1988) tem
sido relatada como organismo com maior capacidade de metabolizar a xilose em
xilitol, apresentado uma producao com eficiéncia de 81% e uma baixa produgao de

etanol.
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Materiais Lignocelulésicos Ricosem Xilana
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2.3.3 - Fatoresque afetama produgao biotecnolégica de xilitol

A obtengdo microbioldgica de xilitol é dependente da capacidade da levedura
em induzir as enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase, responsaveis pela
etapa inicial de assimilacdo da xilose, como também da concentragéo e idade do
indculo inicial, concentragdo inicial de xilose, pH do meio, disponibilidade de
oxigénio, temperatura e presenga de o-glicose como ao-substrato, dentre outros.

Segundo FELIPE et ai. (1997b) a utilizacdo de indculo de Candida
guil/iermondii obtido a partir de células jovens (16-24h) na concentragéo de 0,1 a
3,0g/L, favoreceu a bioconversao de xilose em xilitol, em hidrolisado de bagaco de
cana-de-agucar, sendo o nivel de indculo dependente da concentragcdo de
substrato e condi¢ao de aeragdo do meio de fermentacéo.

SILVA e AFSCHAR (1994) destacam que uma alta concentragéo inicial de
xilose é um dos principais fatores capazes de incrementar a produgao de xilitol.
Niveis de 10 a 50g/L de xilose inicial favoreceram a formagdo de massa celular em
C. guilliermondii, cultivada em meio sintético, enquanto que a maior produgédo de
xilitol foi obtida quando utilizou-se 300g/L de xilose inicial (MEYRIAL et ai., 1991).
No entanto, quando C. guilliermondii foi cultivada em hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco de cana-de-agUcar, a concentragdo de xilose que favoreceu tanto o
rendimento quanto a produtividade de xilitol foi de 54g/L (FELIPE et ai., 1997b).
Segundo estes autores, valores acima destes ndo foram favoraveis a produgao de
xilitol, em funcéo da presenca de compostos tdxicos ndo volateis, que tém seu teor
aumentado durante a concentragao do hidrolisado.

Segundo FELIPE et ai. (1997b) o pH € um dos principais parametros a ser
considerados, principalmente quando da utilizacdo de meios formulados a base de
hidrolisados lignoceluldsicos, devido a presenca de acido acitico, cuja toxicidade
esta relacionada a forte acidez do meio. SILVA et ai. (1998) encontraram que o pH
6timo para a producgéo de xilitol ¢ dependente da caracteristica e da tolerancia da
levedura ao hidrolisado, sendo observado valores entre 3,0 e 5,8 como 6timos,
dependendo da levedura. RODRIGUES et ai. (2003) avaliaram a produgéo de
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xilitol por C. guil/iermondii em hidrolisado de bagago de cana-de-agucar em pH
controlado, sendo a condigéo de pH 5,5 como mais favoravel.

De acordo com FURLAN et ai. (1991), uma quantidade limitada de oxigénio é
necessaria para a formagdo de xilitol. Segundo VANDESKA et ai. (1995), sob
condi¢des limitadas de oxigénio, ocorre desequilibrio entre as concentragdes de
NADH e NAD+, cofatores das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase
respectivamente, favorecendo a producdo de xilitol. Segundo PARAJO et ai.
(1996), a formagédo de xilitol por Debaryomyces hansenii foi maior em condi¢do
limitada de oxigénio. Resultados semelhantes também foram observados no cultivo
de C. guilliermondii (BARBOSA et ai., 1988) e Candida mogii ATCC 18364
(SIRISANSANEEYAKUL et al., 1995).

BARBOSA et ai. (1988) observaram que a producdo de xilitol por C.
guil/iermondii em meio sintético atingiu 0 seu maximo em temperaturas de 30 e
35°C. SENE et ai. (2000), encontraram para esta levedura, cultivada em
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar, o favorecimento do
rendimento do xilitol com um aumento da temperatura de 25 para 35°C.

Outro paréametro a ser considerado € a presenca de glicose como co-
substrato, uma vez que esta exerce efeito inibitorio na bioconversao de xilose em
xilitol, dependendo da concentragdo no meio (FELIPE et el., 1993). Estes autores
constataram que, em concentragdes acima de 10% do teor de xilose presente no
meio, houve diminui¢do dos valores de produtividade e rendimento do xilitol por C.
guilliermondii. Segundo LEE et ai. (1996) a assimilagdo de xilose por C.
guilliermondii esta sujeita a repressdo catabdlica exercida pela glicose sobre as
enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase, no entanto SILVA et ai. (2004)
demonstraram que esta repressao depende da relagéo de glicose/xilose. Segundo
os autores uma relacdo de glicose correspondendo a 1/5 da concentracdo de
xilose favorece a formagéo de xilitol por C. guilliermondii.

Segundo PARAJO et ai. (1998a), a composicao do hidrolisado utilizado no

cultivo de microrganismos, depende das caracteristicas do material vegetal e das
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condicdes de hidrdlise utilizadas. Diferentes tipos de matéria prima tém sido
utilizadas como matéria-prima para a obtencdo de hidrolisados hemiceluldsicos,
com vistas a produgao biotecnoldgica de xilitol. Dentre estes destaca-se cavacos
de eucalipto (FELIPE et ai., 1996; PARAJO et ai., 1996; CANNETIERI et ai., 2002),
bagaco de cana de agucar (FELIPE et ai., 1997b; NIDETZKY et ai., 1998; OH e
KIM, 1998; ALVES et ai, 1998, CARVALHO et ai, 2004), palha de arroz
(MAYERHOFF et ai., 1998; ROBERTO et al., 1996, 2003), sabugo de milho (KIM
et ai., 1999a), fibra de soja (MATQOS, 2001) e palha de trigo (CANILHA, 2002).

2.3.4 - Obtencaode xilitol a partir de hidrolisado hemiceluldsico de
bagacode cana-de-agucar

A hidrélise acida da fracdo hemiceluldsica de bagago de cana-de-aguUcar tem
sido empregada para obtengao do hidrolisado e produgéo de xilitol. A utilizagao de
acido sulfurico diluido (100mg/g matéria seca) a 140°C por 20 minutos, foi
estabelecida por PESSOA JR. et ai. (1997) como condigéo ideal para a hidrolise do
bagaco de cana-de-agucar, liberando 83,3% da xilose da fragdo hemicelulosica.

RODRIGUES et ai. (2001 a), caracterizaram o hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco de cana-de-agucar e constataram que o0 acido acético esta presente em
maior concentragdo (3,38g/L), estando presentes também, em concentragdes
inferiores a 0,1g/L, o furfural, hidroximetilfurfural, acido p-hidroxibenzdico, acido
vanilico, assim como também enxofre, aluminio, niquel, cromo, ferro, calcio,
potassio, manganés, magnésio, zinco , entre outros.

O efeito da concentragdo de furfural parece interferir no metabolismo de
agucares, assim como na bioconverséo de xilose em xilitol por C. guilliermondii,
quando em concentragdes acima de 1,0g/L (OJAMO et ai., 1988).

Segundo FELIPE et ai. (1995), dentre os compostos toxicos presentes no
hidrolisado de bagago de cana-de-agUcar, o acido acético € apontado como o
principal inibidor da bioconversédo de xilose em xilitol por C. guilliermondii, sendo

tolerado pela levedura quando em concentragdes inferiores a 3,0g/L.
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Em funcdo da toxicidade do hidrolisado de bagaco a levedura, diferentes
tratamentos tém sido empregados antes da sua utilizagdo como meio de cultura,
destacando-se os tratamentos com resinas de troca ibnica (GHOSH e SINGH,
1993), com bases e acidos (FELIPE et ai., 1997a), combinagéo de bases e acidos
com carvao ativo (ALVES et ai, 1998). Este ultimo tratamento € influenciado pelo
tipo de carvao ativado, principalmente quanto as caracteristicas de porosidade e
adsorsdo, as quais interferem na clarificagcdo do hidrolisado de bagago de cana,
bem como na redugdo da concentracdo de &cido acético, fenois totais, furfural e
hidroximetilfurfural (MARTON et ai., 2000).

Tem sido observado também que o processo de concentragdo a vacuo do
hidrolisado para elevar o teor inicial de xilose propicia também a redugéo da
concentragdo de compostos volateis, embora aumente o teor dos ndo volateis
(PARAJO et ai, 1998b; RODRIGUES, 1999). Segundo RODRIGUES et ai.
(2001b), a etapa de concentragdo deve ser realizada antes do tratamento do
hidrolisado, por favorecer a reducdo da concentragdo destes compostos, em
comparagdo com a encontrada no hidrolisado onde a concentragcdo ocorre
posterior ao tratamento.

Com relagédo aos tratamentos realizados para minimizar os efeitos dos
compostos toxicos como &cido aceético e fendis, MARTON et ai. (2003) avaliaram
as condicdes de adsor¢do de sete diferentes marcas de carves ativos no
tratamento do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar. Dentre os
fatores avaliados (temperatura, tempo de contato, agitagéo, pH e concentragdo de
carvao), os autores apontam a concentragdo de carvdo como o parametro mais
importante na remog&o de &cido acético, fendis, furfural e hidroximetilfurfural. O
carvao ativo da marca Sinth promoveu uma perda de 188% da xilose presente no
hidrolisado, 0 que ndo € desejado, enquanto que os demais carvles testados
apresentaram perdas entre 9,5 e 12,8%.

Outra forma de contornar o problema da toxicidade do hidrolisado a levedura
é a utilizagdo de células adaptadas ao hidrolisado (CHEN e GONG, 1985;
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AMARTEY e JEFFRIES, 1996; FELIPE et ai, 1996; SENE et al.1998, 2001,
CARVALHO et ai., 2002). AMARTEY e JEFFRIES (1996), demonstraram que o
tratamento do hidrolisado de palha de milho com carvao ativo e a utilizagao de
células de Pichia stipitis adaptadas ao hidrolisado favoreceram a producdo de
xiltol. Segundo estes autores, a utilizagédo de agucares foi de 18% no hidrolisado
nao tratado, 82% em hidrolisado tratado e de 90% quando utilizou-se células
adaptadas na fermentagdo do hidrolisado tratado, verificando-se o0 aumento do
rendimento de 0,21g/g para 032g/g em hidrolisado tratado. Os autores ainda
destacam a reciclagem de células adaptadas como a forma mais barata para
aumentar a produtividade do xilitol, comparando-se com o uso de técnicas de
remogao dos compostos inibidores do hidrolisado.

SENE et ai. (1998), constataram que houve um aumento de 46% e 50% no
rendimento e produtividade de xilitol respectivamente, quando o inoculo de C.
guil/iermondii foi obtido de células adaptadas no hidrolisado de bagago de cana-de-
acucar, utilizado como meio de fermentagdo, em relagdo a fermentagcdo com
células ndo adaptadas. Os autores também observaram que quanto mais
concentrado o hidrolisado utilizado no cultivo, maior a necessidade da utilizagao de
células adaptadas.

O cultivo continuo, semi continuo ou a reutilizacao de células em sucessivas
fermentacbes sédo técnicas utilizadas como forma de adaptagdo celular ao
hidrolisado hemicelulésico e uma alternativa para a melhoria dos parametros
fermentativos para a produgdo de xilitol. O cultivo continuo da levedura C.
guilliermondii em hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar foi
demonstrado por MARTINEZ et ai. (2003) com uma convers&o de xilose em xilitol
de 0,68g/g e produtividade de 0,68g/L-h-1, enquanto SILVA et ai. (2003), utilizando
meétodo semi continuo com células desta levedura imobilizadas em pérolas de
vidro poroso obtiveram parametros de rendimento 0,57g/g e produtividade de
0,609/Lh-1,
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O favorecimento da formagdo de xilitol pela reutilizagdo de células de C.
guil/iermondii em sucessivas fermentagdes do hidrolisado hemiceluldsico de
bagago de cana-de-agucar foi demonstrado por SENE et ai. (1998) e CARVALHO
et ai. (2003). SENE et ai. (1998) observaram uma melhoria de 15% na formagao de
xilitol por C. guil/iermondii pela reutilizacdo de células durante quatro consecutivas
fermentagbes em batelada do hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-
acucar enquanto que CARVALHO et ai. (2003) avaliaram a reutilizagdo de células
de Candida guilliermondii imobilizadas em alginato de calcio durante cinco
consecutivas fermentagbes em hidrolisado de bagago de cana-de-agucar. A
conversao de xilose em xilitol obtida foi de 0,68g/g, com formacao de xilitol na taxa

de 0,6g/Lh-, correspondendo em melhoria de 2,3% ao longo do reciclo.

2.3.5 - As enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase
(XDH)

A bioconversao de xilose em xilitol envolve a atividade das enzimas xilose
redutase (aldose redutase EC 1.1.1.21) e xilitol desidrogenase (EC 11.1.9) (SENE
et ai.; 2000). Segundo LEE (1998), a enzima xilose redutase & encontrada em
animais e fungos, sendo demonstrado que em fungos esta presente no citoplasma,
catalisando o primeiro passo do metabolismo da xilose.

A xilose redutase (XR) de varias leveduras e outros fungos foram purificadas
e parcialmente caracterizadas. A maior parte destas enzimas s&o monoméricas,
com peso molecular variando de 33 a 40Koa, conforme ocorre com a xilose
redutase de Pachysolen tannophilus (DITZZELMULLER et ai., 1984; BOLEN et ai.,
1986). Contudo, a enzima XR de Pichia stipitis (RIZZI et ai, 1988) e Candida
tropicalis (YOKOHAMA et ai. 1995) consistem de duas subunidades idénticas. A
natureza da interacdo das duas subunidades ainda ndo € conhecida. Segundo
WEBB (1992), n&o ha nenhuma evidéncia de interagcdo alostérica durante a

reducao da xilose pela xilose redutase de P. stipitis.
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Com relagdo a xilitol desidrogenase (XDH), YANG (1990), ao purificar esta
enzima de Candida shehateae, verificou que ela apresentou um peso molecular de
82KDa na sua forma nativa e de 40KDa na forma desnaturada, indicando que a
xilitol desidrogenase, de modo semelhante a xilose redutase, é também composta
por duas subunidades. Segundo RIZZI et ai. (1988), a xilitol desidrogenase de P.
Stipitis apresentou peso molecular de 63 xna e suas subunidades, 32 KDa.

BOLEN e DETROQOY (1985) demonstraram que tanto a presenca de D-xilose,
L-arabinose e D-galactose foram capazes de induzir a produgédo das enzimas XR e
XDH de P. tannophi/us, indicando que a produgao destas é induzida pela presenca
do substrato. Segundo KERN et ai. (1997), a D-xilose e L-arabinose foram
identificadas como as melhores indutoras da enzima XR de Candida tenuis, em
comparagao com outras pentoses, hexoses e alcoois. A atividade da enzima XDH
foi significativamente induzida pela o-zilose, L-arabinose e o-lixose. Ainda em
relacdo as enzimas de C. tenuis, quando cultivada em D-xilose verificou-se que
este agucar foi capaz de induzir ambas as enzimas (XR e XDH) com a mesma
intensidade.

Quando C. tenuis foi cultivada em meio contendo D-glicose e D-xilose, foi
observado o consumo sequencial dos agucares, observando-se ainda que as
atividades das enzimas XR e XDH permaneceram constantes enquanto a glicose,
primeiro aglcar a ser consumido, esteve presente no meio (KERN et ai., 1997). Os
resultados indicam que houve a repressdo catabdlica exercida pela glicose na
atividade das enzimas.

Segundo LEE et ai. (1996) a D-xilose foi 0 agucar que proporcionou a melhor
atividade das enzimas XR e XDH de C. guilliermondii, sendo de 92% e 94%
respectivamente. Ao avaliarem influéncia da presenga de outros agucares em
mistura com a xilose na indugdo dessas enzimas esses autores constataram que a
D-manose, D-glicose e D-frutose atuam como interferentes na indugdo enzimatica.

Além da capacidade do microrganismo induzir, na presenca de xilose, as

enzimas Xxilose redutase e xilitol desidrogenase, a obtencdo de xilitol a partir de
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conversao biotecnoldgica da xilose é dependente da disponibilidade dos cofatores
NADH2 e NAD+ nas suas formas fosfatadas ou ndo. Durante o metabolismo da
xilose, inicialmente a enzima xilose redutase (XR) reduz a xilose a xilitol, utilizando
o NADH, na forma fosfatada ou ndo, como cofator. Posteriormente o xilitol formado
é convertido a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (XDH), utilizando o NAD+
como cofator. A xilulose formada pode entdo ser utilizada para o crescimento
celular entrando na via das pentases, na forma de xilulose-5-fosfato, utilizando o
ATP como cofator (KIM et al., 1999b). A xilulose-5-P podera ser convertida em
piruvato através da conexao da vias fosfopentoses com a via Embden-Meyerhof-

Parnas, conforme esquema demonstrado na Figura2.
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Segundo THONART et ai. (1987), em leveduras o metabolismo da xilose
ocorre pela via das fosfopentoses, onde a subseqlente oxidacdo da glicose-6-
fosfato regenera 2 mol de NAD(P)H/mol CO02 liberado, regenerando o NAD(P)+
necessario para a reducdo da xilose a xilitol. A producdo de xilitol em leveduras
estd relacionada com a disponibilidade de NAD(P)H, sendo que a falta de NADH
em condi¢des de anaerobiose, levam ao acumulo de xilitol pela célula (ROSEIRO
et ai., 1991). A excrecédo de xilitol para 0 meio de cultura tem sido relatada em
leveduras quando estas sao cultivadas em baixas taxas de aeragao, onde o NADH
nao pode ser oxidado a NAD, com isto, evitando a oxidagdo do xilitol a xilulose
(SENE et ai., 2000).

Segundo SILVA et ai. (1996), o acumulo de xilitol no citoplasma de C.
guil/iermondii e sua decorrente excrecdo no meio de cultivo pode também ser
explicado pelo fato do Km da enzima XR ser quatro vezes menor que o da enzima
XDH, o que indica maior afinidade da enzima XR pelo substrato. DITZELMULLER
et ai. (1984), também ressaltam que os altos rendimentos do xilitol obtidos com a
levedura P. tannophilus pode ser explicado, pela baixa afinidade da enzima XR
(Km 470 mM) em relagédo a XDH (Km 70 mM) pelo xilitol.

As condicdes de cultivo podem afetar a atividade das enzimas xilose
redutase e xilitol desidrogenase. SENE et ai. (2000), avaliaram a atividade das
enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase de C. guilliermondii, variando-se o
pH (2,5 a 7,0) e temperatura (25 e 35°C) do meio de cultivo. A atividade méxima da
enzima XR foi observada a 35°C, em uma faixa de pH entre 4,0 e 6,0. A maior
produtividade de xilitol foi observada a 35°C, em pH 6,0. A maior atividade da
enzima XDH foi observada em pH 6,5 a 35°C.

Segundo SILVA et ai. (1996), as maiores atividades das enzimas XR e XDH
de C. guil/iermondii ocorreram quando a concentragdo de xilose no meio foi em
uma faixa de 70 a 1709/L. No entanto, outros pardmetros como aeragdo, podem

interferir na disponibilidade de cofatores no meio, interferindo também na atividade
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das enzimas envolvidas no processo de assimilagcdo da xilose e conversao em
xilitol (GIRIO et ai., 1996)

Segundo ALVES et ai. (2002) existe relacdo entre a concentragdo de
inibidores com o fator de concentragéo do hidrolisado hemiceluldsico de bagago
de cana de aglcar, sendo estes fatores relacionados a queda nas atividades das
enzimas Xxilose redutase e xilitol desidrogenase de C. gui/lliermondii durante a

fermentacéo destes hidrolisados.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E PREPARO DO HIDROLISADO

HEMICELULOSICO DE BAGAGO DE CANA-DE-AGUCAR
3.1.1 - Determinagaodo teor de umidadedo bagago de cana-de-

agucar

O bagaco, proveniente da Usina Guarani, Olimpia-SP, teve seu teor de
umidade determinado com a finalidade de estabelecer a quantidade de acido
utilizada para a hidrélise acida (100mg de H2SOJg matéria seca, diluigdo com
relacdo solido/liquido de 1/10). Para a determinacdo do teor de umidade, uma

amostra do bagaco foi coletada e seca em estufa a 105°C até peso constante.

3.1.2 - Hidrdlise acidado bagagode cana-de-agucar
A hidrélise do bagago de cana-de-agucar foi realizada nas instalagbes da
planta piloto de hidrélise acida da Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena -
FAENQUIL, em reator de ago inox 316, com volume total de 250L, equipado com
camisa de 6leo térmico para aquecimento indireto por resisténcia elétrica (Figura
3).

Figura3 - Reator de hidrolise &cida com capacidade volumétrica total de 250 litros.
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A hidrolise foi realizada conforme metodologia estabelecida por PESSOA JR.
et ai. (1997), empregando as seguintes condigdes de hidrdlise: temperatura de
121°C, por 10 minutos e 100 mg de acido sulfurico por grama de matéria seca para
relagcéo solido-liquido de 1:10. O hidrolisado obtido foi centrifugado, para remogao
de massa residual de sélidos (celulose e lignina) e armazenado a 4° Cem céamara

fria.

3.1.3 - Concentracaado hidrolisado

A concentragao do hidrolisado foi efetuada em evaporador a vacuo (Marconi
MA 175) a 70°C, em pH em torno de 0,9, utilizando-se por¢des de 4 litros a cada
etapa de concentragdo (RODRIGUES et ai., 1998).

Foi utilizada uma quantidade de 300 litros de hidrolisado ndo concentrado
para a obtencdo de diferentes fragbes nas concentragdes de 2, 3, 4 e 5 vezes.
Estas fragdes foram utilizadas nas fermentagfes controle e naquelas em que se
avaliou a adaptagéo do indculo, enquanto que uma quantidade de 100 litros de
hidrolisado foi concentrada 5 vezes e utilizada nas fermentagdes com o reciclo de
células (item 3.2.5).

As fragdes dos hidrolisados foram caracterizadas quanto ao pH, graus Brix,
concentracao de xilose, glicose, arabinose e quanto aos compostos tdxicos acido
acetico, furfural, hidroximetilfurfural e fenois totais. Os hidrolisados concentrados
foram armazenados em camara fria para posterior tratamento e formulagdo do

meio de fermentacao.

3.1.4- Tratamentodo hidrolisado
O hidrolisado foi submetido ao tratamento estabelecido por MARTON (2002),
que consiste na alteracdo do pH para 7,0 com o6xido de calcio comercial, seguido
da reducgéo para 2,5 com acido fosforico. Em seguida, o hidrolisado foi filtrado em
papel de filtro e misturado a 1% de carvdo ativo (COA (Brasilac Industrias

Quimicas Ltda/Brasil), incubado a 100rpm, 60°C por 30 minutos, sendo o carvao
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removido por filtracdo em papel de filtro. O hidrolisado teve o pH ajustado para 5,5
com NaOH e filtrado.
A fragdo de hidrolisado que foi denominada de nao tratado teve somente

ajuste de pH para 5,5 com NaOH, seguido de filtragao.

3.1.5 - Preparagaodos hidrolisados paraas fermentagoes

Cada uma das porgdes de hidrolisado ndo concentrado e concentrados foram
suplementadas com 2,0g/L de (NH4)S04; 0,1g/L de CaCb-2H20 e 20g/L de solugéo
de extrato de farelo de arroz cujas solugdes foram preparadas separadamente. As
solugdes de calcio e nitrogénio, foram preparadas nas concentragfes de 50,
200g/L, respectivamente e esterilizadas a 1,0atm por 20 minutos; enquanto que os
hidrolisados e a solugdo de extrato de farelo de arroz na concentragdo de 200g/L
foram autoclavados a 115°C por 15 minutos.

Esses hidrolisados foram empregados como meios de cultura para o preparo
do indculo e para as fermentagdes, sendo denominados de NC (ndo concentrado),
H2N o hidrolisado duas vezes concentrado cujo tratamento consistiu no ajuste de
pH e de H2, H3, H4 e H5 os hidrolisados concentrados nos fatores de 2, 3, 4, € 5
vezes, respectivamente. As etapas de hidrdlise, concentragdo e tratamento do

hidrolisado estédo resumidamente apresentadas na Figurad.
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Figura 4 - Etapas de hidrdlise &cida, concentragdo e tratamento do hidrolisado de bagago de
cana-de-agucar.
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3.2 - MICRORGANISMO E CONDICOES DE FERMENTAGAO
3.2.1 - Microrganisma manutengaoda cultura
Culturas estoque da levedura Candida gui/liermondii FTI 20037 foram

mantidas a 4°C em tubos inclinados com agar extrato de malte.

3.2.2 - Fermentagaoem meio semidefinido (MS)
3.2.2.1 - Preparodo inécu/o
O indculo de células de C. guilliermondii foi preparado em frascos Erlenmeyer
de 125ml contendo 50ml de meio composto de xilose (30g/L), extrato de farelo de
arroz (20g/L), (NH4)2S04 (2,0g/L) e CaC'2-:2H20(0,1g/L). O cultivo foi realizado em
incubadora rotatdria orbital (New Brunswick Scientific Co. Inc.) a 200rpm e 30°C
por 24h. Apds este periodo a suspensao de células foi centrifugada a 800xg por 15
minutos  (Centrifuga CU-5000 Damon/[EC Division). As células foram
ressuspendidas em agua esterilizada, centrifugadas novamente e utilizadas como

indculo na concentragdo inicial de 0,4g/L.

3.2.2.2 - Condigbes de fermentagao

O meio semi definido, pH 5,5 foi composto extrato de farelo de arroz (20g/L),
(NH4)2S04 (2,0g/L), CaClz2H20 (0,1g/L) e agucares nas concentragdes
correspondentes as encontradas no hidrolisado duas vezes concentrado (H2)
(xilose 33,7g/L; glicose 1,58¢/L e arabinose 2,31g/L).

As fermentagdes foram realizadas em biorreator KLF 2000 (BioEngineering
Co./Suiga) (Figura5) com capacidade volumétrica de 2,4L, equipado com eletrodo
de pH (Mettler Toledo), eletrodo polarografico para a determinagdo de oxigénio
dissolvido, termopar, agitador com 2 pas do tipo 'flat-blade' e ar comprimido. O
volume de meio utilizado foi de 1,6L, incubado por um periodo correspondente ao
consumo de, no minimo, 80% da xilose do meio. Estas condi¢des foram utilizadas

em todas as fermentacOes realizadas neste trabalho.

26

Gilvane S. Matos




TESE DE DOUTORADO

Figura5 - Reator KLF 2000

Inicialmente uma aliquota do meio de fermentacgao foi retirada apos 6 horas
de cultivo para a determinagdo da concentragdo de agucares e em seguida
amostras foram coletadas em intervalos de 12 horas a partir do inicio do cultivo
onde, apds a determinacdo da concentragao celular as células foram recuperadas
por centrifugacado (CU-5000 Damon/IEC Division) a 800xg durante 15 minutos,
ressuspendidas em tampao fosfato de potassio 0,1M, pH 7,2 e congeladas para a
determinacdo da atividade das enzimas XR e XDH. O sobrenadante foi coletado
para a determinacdo de acgucares, xilitol, etanol, glicerol, furfural,
hidroximentilfurfural, &cido acético e pH. Esta metodologia de anélise foi

empregada em todas as fermentagdes realizadas neste trabalho.
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3.2.3 - Fermentagdes em hidrolisados a partir de indéculo nao
adaptado
3.2.3.1 - Preparodo indculo
O in6culo foi cultivado em meio semi definido, preparado nas mesmas
condigdes descritas no item 3.22.1.
3.2.3.2- Condigbes de fermentacao
Foram utilizados os hidrolisados NC, H2N, H2, H3, H4 e H5 suplementados
com nutrientes, conforme descrito no item 3.1.5.
As fermentagfes foram conduzidas em biorreator KLF 2000 (BioEngineering
Co./Suiga), utilizando-se as mesmas condi¢cbes de fermentagdo e analises

descritas para fermentagédo em meio semi definido (item 3.2.2.2).

3.2.4 - Fermentagoesdos hidrolisados a partir de in6culo adaptado
3.2.4.1 - Preparodo indculo

Para a preparacdo do indculo as células de C. guil/iermondii foram
inicialmente crescidas em meio semi definido e, apds 24horas de cultivo foram
recuperadas por centrifugacao a 800xg por 15 minutos, ressuspendidas em agua
destilada estéril e utilizadas como indculo inicial para o cultivo em hidrolisado ndo
concentrado (NC). Apds 24 horas de cultivo as células foram novamente
recuperadas e consecutivamente transferidas para o hidrolisado de maior fator de
concentracdo até se obter células adaptadas ao mesmo fator de concentragéo do
hidrolisado que sera utilizado no biorreator. A concentragao inicial de células em

cada fermentagéo foi de 0,4gI/L.

3.2.4.2- Condicoes de fermentacao
Foram utilizados os hidrolisados NC, H2N, H2, H3, H4 e h5 suplementados

com nutrientes, conforme descrito no item 3.1.5.
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As fermentagdes foram conduzidas em biorreator KLF 2000 (BioEngineering
Co./Suiga), utilizando-se as mesmas condigdes de fermentacdo e analises
descritas para fermentagdo em meio semi definido (item 3.2.22.).

A Figura6 apresenta um esquema das fermentagdes em meio semi definido
e em hidrolisado, em diferentes concentragdes, com a utilizagdo de indculo com

células ndo adaptadas e adaptadas em diferentes niveis.

~ @ guilllermondii

Prenaro do indculo &. .l

Fermentacoes

adaptagdo de células

Figura6 - Esquema de realizacéo das fermentagbes empregando-se indculos obtidos de células
ndo adaptadas e adaptadas em diferentes niveis de concentragdo de hidrolisado (MS = meio
semi definido; NC, H2, H3, H4 e H5 correspondem ao hidrolisado de bagago de cana nao
concentrado e nos fatores de 2, 3, 4 e 5 vezes, respectivamente; H2N = hidrolisado
concentrado e nao tratado).
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3.2.5 - Fermentag6escom reciclo de células
3.2.5.1 - Preparodo indculo

Para a preparacdo do inéculo as células de C. guilliermondii foram
inicialmente crescidas em meio semi definido e, apds 24horas de cultivo foram
recuperadas por centrifugacdo a 800xg por 15 minutos, ressuspendidas em agua
destilada estéril e utilizadas como indculo inicial para o cultivo em hidrolisado nao
concentrado. Apds 24 horas de cultivo as células foram novamente recuperadas e
consecutivamente transferidas para o hidrolisado de maior fator de concentragcdo
até se obter o cultivo em hidrolisado cinco vezes concentrado (H5). As células
adaptadas ao hidrolisado H5 foram entdo utilizadas como indculo para a
fermentacdo em biorreator. A concentracgéo inicial de células em cada fermentacao
foi de 0,4¢g/L.

Apds 84 horas de fermentacdo em hidrolisado H5 uma aliquota de meio foi
coletada em frasco estéril e as células foram coletadas e recuperadas por
centrifugagdo a 800xg por 15 minutos, ressuspendidas em hidrolisado H5 e
utilizadas como indculo (0,4g/L) em outra fermentagcdo conduzida nas mesmas
condicbes. Foram realizadas cinco fermentaces consecutivas com reciclo de

células, denominadas respectivamente de R1, R2, R3, R4 e Rb.

3.2.5.2- Condigbes de fermentagao
O hidrolisado cinco vezes concentrado (HS) foi utilizado na realizagao de
sucessivas fermentagdes com reciclo de células.
Foi empregado o biorreator KLF2000 (BioEngineering Co., Suica), utilizando-
se as mesmas condi¢cdes de fermentacéo e de analises descritas para fermentacéo

em meio semi definido (item 3.2.2.2.).

Gilvane S. Matos 30




TESE DE DOUTORADO

A Figura 7 apresenta um esquema das fermentagdes em hidrolisado com a
adaptagédo do inoculo e a realizagdo de cinco fermentagdes consecutivas com

reciclo de células.

C. guilliermondii

Preparo do inoculo

Adaptacao de células

t ~o°”°°_A& (e'"eeq 00"00111. 000000
" 000 000 411111.%° AL e 41

R1 R2 R3 R4 RS

Fermentacoes

Figura 7 - Esquema de realizagdo das fermentagdes com reciclo de células empregando-se
indculo adaptado. MS = meio semi definido; NC, H2, H3, H4 e H5 correspondem ao
hidrolisado de bagago de cana n&o concentrado e nas concentragdes de 2, 3, 4 e 5 vezes,
respectivamente.

3.3 - METODOS ANALITICOS
3.3.1 -Avaliacdo da viabilidade e pureza da cultura
A viabilidade da cultura foi verificada a partir de visualizagcdes microscopicas
de laminas preparadas a fresco onde as células foram coradas pela adigdo de
igual volume de uma solugéo 1% (m/v) de azul de metileno dissolvido em citrato de
s6dio 2% (m/v) (ODUMERO et ai., 1992).
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3.3.2 -Avaliagédo do crescimento microbiano
A determinagdo da massa celular para o preparo do inoculo foi realizada pela
determinacdo da densidade Optica em espectrofotometro (Beckman DU-6408) a
600nm, onde a massa de células foi estimada correlacionando densidade 6ptica
observada e massa seca de células obtidas por crescimento em 24h em meio semi

definido.

3.3.3 - Rompimento celular

Para a determinagdo das atividades das enzimas intracelulares xilose
redutase e xilitol desidrogenase, foi necessario promover o rompimento das
células. As células, obtidas nos cultivas, centrifugadas a 800xg e ressuspendidas
em tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,2, tiveram a concentracao ajustada para
15 a 20g/L. Para o rompimento foram utilizados 3ml desta suspensao, colocadas
em um tubo de ensaio e imerso em banho refrigerado a -10°C. As células foram
entdo rompidas em processador ultrassonico (Vibra Cell 100W - Sonics &
Materiais) acoplado a uma sonda de 13mm, a qual emite vibragbes de 20kHz,
programado para pulsos de 1 segundo com intervalos de 1 segundo, por um
periodo de 35 minutos (SENE et aj, 2000).

Os debris celulares foram separados por centrifugacdo (Jouan MR 1812) a
6708xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e utilizado para a
determinacdo da quantidade de proteina soluvel e das atividades das enzimas XR
eXDH.

3.3.4 - Medida de atividade enzimatica
As atividades das enzimas XR e XDH foram determinadas em
espectrofotdmetro (Beckman 6408) segundo metodologia descrita por SENE et ai.
(2000). O meio de reagdo para a enzima XR foi constituido de 200uL de extrato
livre de células, 570uL de agua bidestilada, 150uL de ~-mercaptoetanol 0,1M,

80pL de tampao fosfato de potassio (KH2P04-KPQ4) pH 7,2 1M, 100uL de NADPH
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1,2mM e 200uL de xilose 0,5M; correspondendo a um volume total de 1,3ml. A
atividade enzimatica foi determinada em espectrofotdmetro a 340nm, medindo-se o
decréscimo da absorbancia, decorrente da oxidagdo do NADPH, empregando
xilose como substrato.

O meio de reagdo para a enzima XDH foi constituido de 200uL de extrato
livre de células, 500uL de agua bidestilada, 150uL de J3-mercaptoetanol 0.1 M,
200uL de tampao TRIS pH 8,6 0,5M, 150uL de NAD+ 1,26mM e 150pL de xilitol
0,5M; correspondendo a um volume final de 1,35ml. A atividade enzimatica foi
determinada em espectrofotdmetro a 340nm, medindo-se o acréscimo da
absorbancia, decorrente da redugao do NAD+, empregando xilitol como substrato.

Uma Unidade Internacional (Ul) foi definida como a quantidade de enzima
que catalisa a redugdo ou oxidagdo de 1 micromol de cofator por minuto a
temperatura ambiente, utilizando-se um coeficiente de extingéo para o NADPH e
NAD+ de 6220 M-1. orn’

As atividades especificas foram expressas em Ul/mg proteina.

3.3.5 - Determinacaado teor de proteina
A determinagéo do teor de proteina soluvel no extrato livre de células foi
realizada conforme metodologia modificada de BRADFORD, descrita por
BERGMEYER (1983) empregando-se albumina bovina como padrao e reagente

de Bradford (Azul-brilhante de Coomassie G-250) como corante.

3.3.6 - Determinagaodas concentracoes de agucares,xilitol, etanol,

glicerol e acido acético
As concentragdes de xilose, glicose, arabinose, xilitol, etanol, glicerol e acido
acético foram determinadas utilizando-se Cromatdgrafo (Waters 786), equipado
com uma coluna Bio Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8mm) e detector por indice de
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refracdo Waters 410, operando nas seguintes condi¢bes: temperatura da coluna,
45°C; aluente, H2S04 0,01N; fluxo de 0,6mUmin; volume de amostra injetado de
20pL.

As amostras foram devidamente diluidas e filtradas em filtro Sep Pak C18
(Millipore). O aluente foi filtrado antes do uso em membrana HAWP 0,45um
(Millipore) e desgaseificado em banho de ultra-som (Microsonic SX-50) por 30

minutos.

33.7 - Determinagcdao das concentracées de furfural e
hidroximetilfurfural

As concentragdes de furfural e hidroximetilfurfural nos hidrolisados foram
determinadas utilizando-se cromatdgrafo Schimadzu-LC-110AD, equipado com
uma coluna Hewlett-Packard RP 18 (200nm) e detector ultravioleta SPD-10A UV-
VIS, operando nas seguintes condi¢des: temperatura da coluna, 250C; eluente,
solugdo de acetonitrila/agua (1:8) com 1% de &cido acético; volume de amostra
injetado, 20pL.

Os hidrolisados foram devidamente diluidos e filtrados em filtros Swennex em
membrana HA em éster de celulose, 0,45mm de poro e 13mm de didmetro
(MILIPORE). Na composi¢ado do aluente, a dgua bidestilada foi filtrada a vacuo
empregando-se membrana HA em éster de celulose, 0,45mm de poro, 0,47mm de
diametro (MILIPORE) e os outros componentes como acido acético e acetonitrila
foram, nas propor¢des adequadas, adicionados a agua devidamente filtrada. Em
seguida o eluente foi desgaseificado em banho de ultra-som (THORNTON) por 15

minutos, permanecendo em repouso por 10 minutos antes da sua utilizagao.

3.3.8 - Determinacaoda concentracaade fendis totais
Os compostos fenolicos foram determinados utilizando a metodologia
descrita por ROCHA (2000) que baseia-se na avaliagdo dos compostos derivados
de lignina, pela leitura da absorbancia em espectofotdmetro a 280nm. O pH das
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amostras foi ajustado para 12 de forma que a lignina presente no meio encontre-se
na forma soluvel. Posteriormente as amostras foram diluidas e a absorbancia
determinada em espectrofotdmetro a 280nm.
A concentragdo da lignina € dada pela equacao:
Cus(g/L)= 4!187-10-2(Aus2ao-~ao) - 3127910-4
Onde: Cus = concentracao de lignina (g/L);
Au200 = absorbancia a 280nm;
Arrr.a0 = absorbancia dos produtos de decomposicdo de agucares
(furfural e hidroximetilfurfural) cujas concentragdes foram determinadas
em HPLC e as absortividades el e €2 por espectrofotometria a 280nm.
Arr:.s0=clel +C2-e2
Onde: ci € c2 = concentragdes de furfural e hidroximetilfurfural determinadas
em HPLC
e1 e e2 = coeficiente de extingdo de furfural e hidroximetilfurfural
Furf= 146,85 L.g-1.cm-1
HMF = 114100 L.g-1.cm-1

3.3.9 - Determinagaode pH e Grau Brix
O pH das amostras foi determinado em potencidmetro de bancada (Micronal

374). O grau Brix dos hidrolisados foi medido em refratbmetro Schmidt-Haensch.

3.3.10 - Determinagaodo coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio (KLa)

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio foi determinado pela
metodologia de 'gassing-out', segundo PIRT (1975). Inicialmente o meio de cultivo
isento de células foi aerado com nitrogénio, com o objetivo de que o oxigénio
dissolvido no meio fosse reduzido a zero. O meio foi agitado a 300rpm e aerado de
acordo com a vazao desejada, monitorando-se 0 aumento da concentragéo do
oxigénio dissolvido em fun¢do do tempo. Transformando-se a concentragédo de
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oxigénio dissolvido (CONC02) em In (CONC* - CONC02), onde CONC* é a
concentracao de oxigénio dissolvido na saturagéo e, reaplicando-se uma regresséao
linear a esses dados em fung¢ao do tempo, foi possivel determinar o valor de KLa, o
qual corresponde ao coeficiente de regressao linear, ou seja, a inclinagao da reta
obtida pela equagdo dcoNc02'dt = KLa (cose' - coNc02). O valor de KlLa utilizado

nas fermentacdes deste trabalho foi ajustado para 20h-«

3.4- DETERMINACAO DE PARAMETROS FERMENTATIVOS
3.4.1 - Fatorde conversaode o-xiloseem xilitol (Yps)

O fator de converséo expressa: massa de xilitol produzido por massa de
xilose consumida, o valor expresso em gramas foi calculado pela seguinte
equacgéo, segundo STAMBURY (1995).

YPIs= -A.p | Ss=Pi- Pd St- Si
Onde: Si e St correspondem as concentragdes inicial e final de xilose (g/L);

Pi e Pt correspondem as concentragdes inicial e final de xilitol (g/L).

3.4.2 - Produtividadevolumétrica de xilitol (Qp)

A produtividade volumétrica de xilitol expressa a concentragdo de xilitol
produzida (g/L) por tempo (h) e foi calculada de acordo com a seguinte equagéo
(STAMBURY, 1995):

Qp=AplAt=Pt- PdlIt-t
Onde: P; e Pt correspondem as concentragdes inicial e final de xilitol (g/L);

t e it correspondem aos tempos inicial e final de cultivo (h).
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3.4.3 - Eficiénciade conversaoTt)
Este pardmetro de cultivo, expresso em % representa a razéo entre Yps

observado experimentalmente e o rendimento teorico de 0,917 calculado segundo

BARBOSA et ai. (1988).

_{Pf-Pi* 100)
2 ter -siy 0917

Onde: S; e St correspondem as concentragdes inicial e final de xilose (g/L);

P, e Pt correspondem as concentragdes inicial e final de xilitol (g/L).

3.4.4 - Formagaode célulasem relagao ao consumo de substrato
(Yxls)
Este parametro correlaciona a formagao de células (g/L) com a quantidade

de xilose assimilada (g/L) pela levedura, expressa em g/g.

_ {xf-xi)
xJs- TSi-Sf)

Onde:
Si'e St correspondem as concentragdes inicial e final de xilose (g/L);

Xi e Xt correspondem as concentragdes inicial e final de células (g/L).

3.4.5 - Velocidadede Consumo
Este parametro representa a velocidade de consumo do composto analisado
pela variagdo da sua concentracao (g/L) dividida pelo tempo (h) de fermentacéo.

V= .Cc =Ci-Ccf
t t

Onde: Ci e Ct correspondem as concentragdes inicial e final do composto

analisado (g/L) e t corresponde ao tempo de fermentagéo (h)
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - OBTENCAO E CARACTERIZAGAO DOS HIDROLISADOS

O bagaco de cana-de-aglcar apresentou um teor de 23,5% de umidade,
sendo submetido a hidrdlise acida e concentracdo. Os hidrolisados, nao
concentrado (NC) e concentrados duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco vezes
(H5), foram caracterizados quanto ao pH, grau Brix, concentragdes de xilose,

arabinose, glicose, &cido acético, hidroximetilfurfural, furfural e fendis totais
(Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizagdo dos hidrolisados hemicelulésicos de bagago de cana-de-agucar, nao
concentrado (NC} e concentrados duas (H2}, trés (H3}, quatro (H4} e cinco vezes (H5).

NC H2 H3 H4 H5

pH 1,01 0,70 0,58 0,50 0,40

oBrix 4,0 75 15 140 170

Xilose (gil) 16,30 33,70 50,14 6578 81,02
Arabinose (gil) 1,26 2,31 3,28 4.44 5,15
Glicose (gil) 0,75 1,58 2,29 2,93 325
Acido acético (gil) 2,17 3,12 3,45 3,92 3,69
Hidroximetilfurfural (gil) 0,006 0,014 0,017 0,019 0,029
Furfural (gil) 0,081 0,006 0,010 0,013 0,017
Fendis totais (g/1) 3,57 6,72 9,20 12,33 18,46

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, podemos constatar
que a xilose é o agucar predominante no hidrolisado, independente do fator de
concentracao, seguido de arabinose e glicose, presentes em menor quantidade. A
presenca de elevadas concentragles de xilose, em relagdo a glicose, favorece a
formacao xilitol a partir do cultivo da levedura no hidrolisado, uma vez que as
enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase, envolvidas nesta bioconversao,

sdo induzidas em presenca de xilose ou arabinose e podem ser reprimidas em
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presenca de glicose (BOLEN e DETROY, 1985; KERN et ai., 1997, SILVA et ai,
2004). As concentragdes destes agucares presentes no hidrolisado obtido neste
trabalho sdo semelhantes as encontradas por outros autores em pesquisas com
bagaco de cana-de-agucar (MORITA et ai., 2000; SILVA, 2001; RODRIGUES et
ai., 2001a).

Conforme os dados apresentados na Tabela 1, observa-se também que
xilose, glicose, arabinose, hidroximetilfurfural e compostos fendlicos totais tiveram
suas concentragdes proporcionalmente aumentadas, de acordo com o fator de
concentragcdo do hidrolisado, enquanto que o mesmo néao ocorreu com o acido
acético e furfural. Isto ocorre devido a caracteristica volatil destes compostos, 0s
quais tém suas concentragdes reduzidas durante o processo de concentragdo que
ocorre a 70°C, caracteristica também observada e relatada por SILVA et ai., 2000
e RODRIGUES et ai. 2001. Também o baixo pH (pH-1) pode contribuir para a
volatilizagao do acido acético durante o processo de concentragao a vacuo, ja que
nestas condi¢des este encontra-se na forma n&o-dissociada {RODRIGUES et ai.
2001). No caso especifico do furfural, possivelmente a remogéo parcial deste
composto também ocorreu durante a etapa de concentragdo, uma vez que suas
caracteristicas fisico-quimicas permitem que este seja parcialmente removido
quando submetido a condicdo de pressdo reduzida e temperatura de 55°C
(PERRY e GREEN 1997).

Nota-se ainda na Tabela 1 que as concentragbes de acido acético nos
hidrolisados H3, H4 e H5 podem ser consideradas como inibidoras da
bioconversdo de xilose em xilitol, conforme relatado por FELIPE et ai. (1995).
Segundo estes autores, concentragdes acima de 3.09/L foram capazes de reduzir
os valores dos parametros de rendimento e produtividade de xilitol durante
fermentagdes de meio semi definido contendo 60g/L de xilose inicial por C.
guilliermondii.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da caracterizacdo dos

hidrolisados apos o tratamento com Oxido de calcio e carvao ativo ou ajuste de pH,
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no caso do hidrolisado H2N (n&do tratado). Observa-se que ocorreu reducdo na
concentracdo de agucares apds o tratamento dos hidrolisados (Tabela 2), sendo
esta redugdo mais acentuada no hidrolisado com maior fator de concentragao (HS).
Neste caso, verifica-se uma variagéo do valor inicial de xilose de 81,0 para 68,Sg/L,
ou seja, perda de 15,5% no teor desta pentose, semelhante ao observado por
MARTON et ai. (2003). Segundo ROSA et ai. (1998) a concentragao de o-xilose €
um dos principais fatores que influenciam na produtividade de xilitol, sendo assim,
as possiveis perdas desta pentose com a concentragéo do hidrolisado em niveis

superiores ao fator de cinco vezes podera comprometer a eficiéncia do processo.

Tabela 2 - Caracterizagdo dos hidrolisados hemicelulésicos de bagago de cana-de-aglcar apdés
o tratamento ou ajuste de pH. Hidrolisado n&o concentrado (NC), duas vezes concentrado e
no tratado (H2N), concentrados duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco vezes (H5).

Compostos(g/L) NC . H2N* H2 H3 H4 HS
Xilose 14,72 3023 2950 39,15 56,38 68,54
Arabinose 086 260 214 378 545 701
Glicose 008 070 060 072 118 137
Acido acético 165 245 233 274 292 321
Fendis totais 070 484 165 245 355 407

* ajuste de pH para 5,5, seguido de filtragao

De acordo com os resultados apresentados na Tabela2 foi possivel observar
também que o tratamento foi capaz de promover uma reducdo, em média, de 25%
na concentragdo de acido acético, semelhante ao observado (27%) por
RODRIGUES et ai. (2001a). Com relagdo a concentragéo de fendis, os resultados
apresentados na Tabela 2 demonstram que apos o tratamento dos hidrolisados
estes componentes apresentaram concentragdes entre 0,7 e 4,07¢g/L,
correspondendo, a uma redugao entre 71 e 80% em relagdo ao teor inicial (Tabela
1). Segundo ALVES et ai. (1998) e MARTON (2002), a adsorgao em carvéo ativo &

a etapa responsavel pela remogao dos compostos fendlicos durante o tratamento
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do hidrolisado de bagago de cana, no entanto, no hidrolisado em que ocorreu
apenas ajuste de pH observa-se uma redugdo de 28% no teor de fendis totais
(Tabela 2), sugerindo que a alteracdo do pH pode precipitar estes compostos e
contribuir para sua remoc¢éo. Nao foi detectada a presenca de hidroximetilfurfural e
furfural apds o tratamento dos hidrolisados, semelhante ao observado por
RODRIGUES et ai. (2001a),

4.2 - FERMENTAGOES A PARTIR DE INOCULO NAO ADAPTADO
4.21 - Fermentagaoem meio semidefinido (MS)

A fermentacdo em meio MS foi realizada em concentracdes de aglcares
semelhantes as encontradas no hidrolisado H2 com a finalidade de obter dados
sobre a fermentagcdo na auséncia de compostos inibidores ao metabolismo da
levedura presentes no hidrolisado. Os resultados da fermentacdo em MS podem
ser acompanhados nas Figuras$ e 9.

De acordo com os dados apresentados na Figura 8 observa-se que o
consumo da xilose ocorreu desde as primeiras horas de fermentacdo, sendo
totalmente assimilada ap6s 48 horas de cultivo. A formagao de xilitol, também
observada nas primeiras horas do cultivo, alcangou seu maximo valor (17,3g/L) em
36 horas, sendo parcialmente consumido nas 12 horas seguintes. A capacidade da
levedura C. guil/iermondii em assimilar o xilitol formado também foi observada por
outros autores (MARTiNEZ et al.1999; RODRIGUES et ai., 2003; PALLADINO et
ai., 2003) e normalmente coincide com a escassez de xilose no meio de.
fermentagdo. PALLADINO et ai. (2003) comprovaram que o xilitol € utilizado como
fonte de carbono por C. guilliermondii, no entanto a velocidade de consumo €, em

média, 87% menor quando comparada com a de xilose.
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36 48
Tempo (h)

Figura 8 - Consumo de xilose (Li), arabinose (¢) e glicose (0); formagao de xilitol (*) e massa
celular(*) durante fermentagdo de meio semi definido (MS) por Candida guilliermondii.

Quanto ao consumo de arabinose a levedura apresentou lenta assimilagao
ao longo das 48 horas de fermentagcdo com consumo de 42,7% da concentragao
inicial, enquanto que a glicose foi totalmente assimilada nas primeiras 6 horas de
cultivo (Figura8). Comportamento semelhante para a assimilagéo destes glicidios
em meio semi definido também foi observado em C. guilliermondii por LIMA (2002).

Observa-se a formagdo de etanol (1,96g/L) e glicerol (1,0g/L) como
subprodutos da fermentagdo do meio semi definido (Figura9). A formacao de
etanol ocorreu nas primeiras horas de cultivo, seguido de sua assimilagao pela
levedura. O glicerol foi formado até as 36 horas de fermentagao, sendo assimilado
nas horas seguintes, possivelmente devido ao esgotamento de xilose do meio. A
formacéo de etanol e glicerol como subprodutos da fermentacdo de meio semi
definido também foi relatada em C. guilliermondii e C. parapsilosis por NOLLEAU
et ai., 1993.
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Figura9- Formagéo de etanol(*) e glicerol(*) durante fermentacéo de meio semi definido (MS)
por Candida guilJiermondii

Na Tabela 3 estdo apresentados os parametros fermentativos da
fermentagdo em meio semi definido, observando-se que a maxima formacgao de
xilitol (17,3g/L) foi obtida apds 36 horas de fermentagdo, coincidente com o
consumo de 96% da xilose do meio. Os maximos valores de rendimento e
produtividade foram 0,68g/g e 0,66g/Lh-, respectivamente, semelhante aos
observados (0,70g/g e 0,62g/Lh- por MUSSATTO e ROBERTO (2001) no cultivo
desta mesma levedura em meio semi-definido.

Com relagdo as atividades das enzimas xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XDH) durante a fermentagdo em meio semi-definido, observou-se
que as atividades da enzima XR foram superiores as da XDH, exceto com 24
horas de cultivo. A maior atividade da enzima XR (0,3968U/mgPRor) foi observada
com 12 horas de cultivo, enquanto que para a XDH a maxima atividade
(0,3217U/mgPRor) foi observada com 36 horas. As atividades enzimaticas
observadas em meio semi-definido foram utilizadas como parémetro de
comparagdo em relagdo as atividades destas enzimas nas fermentagdes

realizadas em hidrolisado.
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Tabela 3 - Parametros fermentativos observados durante fermentagcdo de meio semi definido
por Candida guil/iermondii.

Tempo (h)
6 12 24 36 48
Assimilacao de xilose (%) 16,7 324 77,7 962 99,5
Xilitol formado (gil) 3,4 7,3 16,0 17,3 16,3
YPts (g/g) 061 08 062 05 0,50
Qp (g/Lh- 056 061 066 048 0,34
ywis {g/g) 033 030 019 021 0,23
Massa celular formada (gil) 226 359 525 697 17,82
0,5 MS
. 04
b
B os
5
Mm 0,2
0
"O
~ 0l
0.0
0 12 24 36 48
Tempo (h)

Figura 10 -Atividade das enzimas xilose redutase (~)e xilitol desidrogenase ( 1) de Candida
guilliermondii durante fermentagdo de meio semi definido (MS).

4.2.2 - Fermentag6esem hidrollsados
As fermentagdes realizadas a partir de indculo ndo adaptado ao hidrolisado
tiveram a finalidade de avaliar o comportamento da levedura, frente a diferentes

concentragdes do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar. Os
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resultados quanto a assimilagdo de xilose e formagao de xilitol, apresentados na
Figura 11 demonstram que a xilose foi assimilada pela levedura desde as
primeiras horas de fermentacdo, independente do fator de concentragdo do
hidrolisado. No hidrolisado HS foi observado consumo de xilose menor que 1% do

valor inicial nas primeiras 12 horas de fermentagéo.
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Figura11 - Concentragbes de xilose ( ~ ) e xilitol ( = ) durante fermentagbes do hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar por Candida guilliermondii. Hidrolisado duas
vezes concentrado ndo tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados nos
fatores duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco vezes (H5).
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De acordo com os dados apresentados na Figura 11 observa-se também
que as concentracdes iniciais de xilose nos hidrolisados H2 a HS s&o superiores a
22g/L, consideradas por SILVA e AFSCHAR (1994) como favoraveis a formagéo
de xilitol pela levedura. A maior formagéo de xilitol (30g/L) foi observada no
hidrolisado H4 com 96 horas de fermentacdo. A maior concentracdo de xilose
inicial no hidrolisado HS n&o favoreceu a formacéo de xilitol, possivelmente pela
maior a concentracdo de inibidores neste hidrolisado. Segundo FELIPE et ai.
(1997b) o aumento do fator de concentragdo do hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana-de-agucar favoreceu a bioconverséo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii quando a concentragéo inicial de xilose alcangou 54g/L.

Ainda na Figura 11, é possivel observar que o tratamento do hidrolisado é
necessario para uma melhoria na formacdo de xilitol, uma vez que as
concentragdes iniciais de xilose nos hidrolisados tratado (H2) e néo tratado (H2N)
sejam semelhantes(-30g/L), a formacdo de xilitol na fermentacdo do hidrolisado
tratado foi 170% superior a de 6,4g/L, obtida no hidrolisado n&o tratado (H2N).

4.3 - FERMENTAGOES A PARTIR DE INOCULO ADAPTADO

A Figura 12 apresenta os resultados observados quanto ao consumo de
xilose e formacao de xilitol nos diferentes hidrolisados em relacéo a adaptacéo do
indculo e ao fator de concentragao do hidrolisado. Assim como nas fermentagdes
sem a adaptacdo do indculo, observa-se a assimilacdo da xilose desde as
primeiras horas de fermentacdo. A melhoria na assimilagédo de xilose em fungao da
adaptacdo do indculo foi mais acentuada nos hidrolisados H2N e HS,
correspondendo também aos hidrolisados em que se observou melhoria de 60,9 e
47%, respectivamente na formacdo de xilitol pela levedura, em relacdo as
fermentagdes sem a adaptacdo do indculo. A maxima formagéo de xilitol (38,9g/L)
foi observada em funcdo da adaptacdo do in6culo na fermentacao do hidrolisado
com maior fato de concentracao (HS). A melhoria na conversao de xilose em xilitol

pela adaptacdo celular ao hidrolisado também foi relatada por outros autores
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(CHEN e GONG, 1985; FELIPE et al, 1996; SENE et al. 1998, 2001). SENE et al.
(1998) observaram uma melhoria de 46 a 50% na formag&o de xilitol em fungéo da

adaptacéo de células de C. guilliermondii ao hidrolisado de bagaco de cana-de-

agucar.
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Figura 12 - Concentragdes de xilose ( ! ) e xilitol ( A ) durante fermentagdes de hidrolisados
hemiceluldsicos de bagago de cana-de-aglcar por Candida guilliermondii. Hidrolisado duas
vezes concentrado ndo tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados nos
fatores duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes. Indculo com células n&o
adaptadas{-) e adaptadas (- - -) ao hidrolisado.
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Correlacionando-se o0s resultados apresentados na Figura 12 com a
caracterizagdo dos hidrolisados tratados (Tabela 2) é possivel constatar uma
relacdo direta entre a necessidade da adaptagdo celular para o aumento da
producéo xilitol em hidrolisados com concentracdo de fendis totais superiores a
4,0g/L, observada nos hidrolisados H2N e HS. Em fermentagdes com até 3,55¢/L
de fendis totais (hidrolisado H4) a adaptagéo celular ndo resultou em melhoria na
formacdo de «xilitol pela levedura. Segundo CLARK e MACKIE (1984),
concentragdes de 2,0g/L de fendis em hidrolisado de Pinus radiata s&o capazes de
exercer efeito toxico sobre Saccharomyces cerevisiae.

Com relagdo a assimilagao de glicose, a baixa concentracao (0,75 a 3,25g/L)
nos hidrolisados foi totalmente consumida pela levedura nas primeiras horas de
cultivo, independente do fator de concentracdo do hidrolisado e da adaptacéo do
indculo (Figura13). A rapida assimilagao da glicose pela levedura C. guil/iermondii
em hidrolisado de bagago de cana-de-agUcar também foi relatada por SENE et ai.
(1998) e MORITA et ai. (2000).

Na Figura 14 estdo apresentados os resultados quanto a assimilagéo de
arabinose pela levedura em funcdo da adaptagdo do indculo. Observa-se uma
lenta assimilagdo desta pentase pela levedura, sendo totalmente assimilada
somente nas fermentacbes dos hidrolisados NC e H2. Segundo o perfil de
consumo de arabinose nestes hidrolisados, observa-se que o consumo desta
pentose ¢ favorecido com baixas concentragdes de xilose no meio de fermentagédo
(Figuras 12 e 14), semelhante ao observado na fermentacdo de hidrolisados
hemiceluldsicos de eucalipto por Pichia stipitis (FERRARI et ai., 1992). A lenta
assimilagao de arabinose pela levedura C. guilliermondii durante a fermentagéo do
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar também ja foi observado
por outros autores (FELIPE et ai., 1995; SILVA, 2001; SENE et ai. 2001; LIMA,
2002). Foi possivel observar, que a adaptagdo do inculo favoreceu a assimilagao

desta pentose a partir de 36 horas de fermentacéo nos hidrolisados H2N, H3 e H5.
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O favorecimento na assimilagéo deste agucar em fungéo da adaptacao do indculo

ao hidrolisado também foi observado em C. guilliermondii por SENE et ai. (2001).
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Figura 13 - Concentragdes de glicose durante fermentagdes dos hidrolisados hemiceluldsicos
de bagago de cana-de-agUcar por Candida guil/iermondii. Hidrolisados n&o tratado (H2N),
tratados n&o concentrado (NC) e concentrados nos fatores duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e
cinco (H5) vezes. Indculo com células ndo adaptadas (*) e previamente adaptadas (o) ao
hidrolisado.
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Figura 14 - Concentragbes de arabinose durante fermentagdes dos hidrolisados hemiceluldsicos
de bagago de cana-de-agucar por Candida guifliermondii. Hidrolisados ndo tratado (H2N),
tratados né@o concentrado (NC) e concentrados nos fatores duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e
cinco (H5) vezes. Indculo com células ndo adaptadas(-) e adaptadas {- - -) ao hidrolisado.

Quanto ao crescimento celular, os dados apresentados na Figura 15
demonstram que este foi favorecido em fungdo da adaptagdo do indculo,
principalmente nas fermentagdes dos hidrolisados H2 e H3, enquanto que nos
hidrolisados H4 e H5, a formacdo de massa celular praticamente ndo foi afetada,
também observado por FELIPE et ai. (1996) em hidrolisado contendo 53g/L de

xilose.
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Figura 15 - Massa celular durante fermentag6es dos hidrolisados hemiceluldsicos de bagago de
cana-de-agUcar por Candida guilliermondii. Hidrolisados ndo tratado (H2N), tratados néo
concentrado (NC) e concentrados nos fatores duas {H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco {H5)
vezes. Inoculo com células ndo adaptadas{-) e adaptadas (- - -) ao hidrolisado.

A Tabela 4 apresenta dados sobre a velocidade de consumo de xilose e
arabinose durante as fermentagdes realizadas com e sem a adaptagéo do indculo,
bem como a taxa de formagdo de massa celular. Os resultados demonstram que a

maior velocidade de consumo de xilose (0.619/Lh-y foi observada no hidrolisado
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H4 quando foi empregado indculo ndo adaptado. Foi observado também que,
quanto maior o fator de concentragdo do hidrolisado, maiores as velocidades de
consumo de xilose (Tabela 4). Assim como observado para a formagéo de xilitol, a
adaptacdo do indculo favoreceu a velocidade de consumo de xilose nos
hidrolisados com maior teor de fendis (H2N e H5). O aumento na velocidade de
consumo de xilose em funcdo da adaptacdo do indculo ao hidrolisado de bagaco
de cana-de-agUcar também foi observado em C. guilliermondii por SENE et ai.
(1998) e em Candida sp. por CHEN e GONG (1985).

Tabela 4-Velocidades de consumo (V) de xilose e arabinose, taxa de formagéo de células (Ox)
de Candida guilliermondii durante fermentagdes dos hidrolisados hemicelulésicos de bagago
de cana-de-agUcar duas vezes concentrado néo tratado (H2N) e em hidrolisados tratados néo
concentrado (NC) e concentrados nos fatores duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco (H5)
vezes.

vnose (g/Lh) VARABIHOSE (g/Lih1) Qx (g/Lh+)

N A N A N A
NC 0,41 0,37 0,014 0,027 0,25 0,19
H2N 0,40 0,49 0,008 0,028 0,15 0,14
H2 0,42 0,38 0,023 0,040 0,18 0,19
H3 0,59 0,53 0,026 0,045 0,15 0,16
H4 0,61 0,50 0,029 0,043 0,13 0,13
H5 048 0,53 0,024 0,052 0,13 0,12

N = inoculo ndo adaptado, A = Inoculo adaptado

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4 observa-se também que
a velocidade de consumo de xilose pela levedura foi superior a de arabinose,
independente do fator de concentracéo do hidrolisado e da adaptacdo do indculo
utilizado. Nota-se também que a adaptagdo do indculo foi capaz de favorecer o
consumo de arabinose nos hidrolisados sendo a maxima velocidade (0,052g/Lh-)
observada no hidrolisado de maior fator de concentragao (HS) com a utilizagéo de
indculo adaptado. Os resultados indicam que a adaptacdo do indculo favorece a
assimilacao de arabinose independente do fator de concentracdo do hidrolisado,
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enquanto que a melhoria na assimilagdo de xilose € mais acentuada nos
hidrolisados com maiores teores de compostos toxicos. O favorecimento na
assimilagéo de arabinose em fungéo da adaptagéo da levedura C. guil/iermondii ao
hidrolisado de bagago de cana também foi observado por SENE et ai. (2001).

Em relagdo ao crescimento celular, foi observada uma diminuicdo da taxa de
formacéo de massa celular com o aumento do fator de concentragao do hidrolisado
(Tabela 4), interferéncia possivelmente causada pela alta concentragdo de
compostos inibidores. A maior velocidade de formagédo de massa celular (0,25g/Lh-
I) foi observada no hidrolisado n&o concentrado (NC) e sem a adaptacdo do
inoculo.

Os parametros fermentativos observados durante as fermentagdes realizadas
estdo apresentados nas Figuras16 e 17. De acordo com os dados apresentados
na Figura16 observa-se que o maior rendimento do xilitol (0,66g/g) foi obtido no
hidrolisado NC ap6s 12 horas de cultivo com in6culo ndo adaptado, resultado
possivelmente relacionado com o menor teor de tdxicos neste hidrolisado. Foi
possivel observar também que a adaptacéo do indculo favoreceu o rendimento do
xilitol nos hidrolisados H3, H4 e H5. No hidrolisado H4 a adaptacdo do indculo
promoveu uma melhoria de 13,8% (de 0,54 para 0,62g/g), enquanto que no
hidrolisado H5 a melhoria foi de 86% (de 0,58 para 0,63g/g) (Figura16).

Com relagdo a prexJutividade do xilitol (Figura17), o maximo valor obtido
(0,43g/Lh-n ocorreu durante a fermentagdo do hidrolisado H3 com indculo ndo
adaptado. Foi observado também que a adaptagdo do indculo resultou em
melhoria de 26% (de 0,15 para 0,21g/L-h-y na produtividade do xilitol na
fermentacao do hidrolisado nao tratado (H2N) e de 44% (de 0,27 para 0,39g/L-h-)
no hidrolisado H5, corroborando com a idéia da necessidade de adaptagado celular

para hidrolisados com elevado teor de compostos tdxicos.
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Figura 16 - Rendimento do xilitol durante fermentagdes dos hidrolisados hemicelulésicos de
bagaco de cana-de-agucar por Candida guil/iermondii Hidrolisados n&o tratado (H2N),
tratados n&o concentrado (NC) e concentrados nos fatores duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e
cinco (H5) vezes. Indculo com células ndo adaptadas ( i )e adaptadas ({f ) ao hidrolisado.
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Figura 17 - Produtividade volumétrica do xilitol observada durante fermentagbes dos
hidrolisados hemicelulésicos de bagago de cana-de-agucar por Candida guilliermondii.
Hidrolisados néo tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados nos
fatores duas {H2), trés (H3), g_uatro (H4) e cinco (H5) vezes. Indculo com células ndo
adaptadas ( 1 Te adaptadas (Wt) ao hidrolisado.

Com relagao a eficiéncia de conversao de xilose em xilitol, apresentada na
Tabela 5, observa-se que 0s maiores valores (-68%) sao obtidos nas
fermentacdes de hidrolisados com maior fator de concentragdo e em funcdo da
adaptacdo do indculo, comprovando, conforme j& observado por SILVA e

AFSCHAR (1994), que a concentragéo inicial de xilose ¢ um fator importante na
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bioconversao de xilose em xilitol e que, segundo SENE et ai. (2001), a adaptagéo
do in6culo pode minimizar os efeitos inibitorios dos compostos tdxicos presentes

no hidrolisado, favorecendo a formagao de xilitol.

Tabela 5 - Eficiéncia de formacao de xilitol em relagdo ao valor tedrico durante fermentagdes
dos hidrolisados hemiceluldsicos de bagago de cana-de-agucar por Candida guilliermondii.
Hidrolisados n&o tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados nos fatores
duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes.

T} (% dovalor tedrico)

Meiosde Tempo (h}
fermentagad 6 12 18 24 30 36 48 60 72 84 96 108 120

M 72 60 53 49 44

NC
H2N
54 66 60 62 55 51 48
H2
62 62
H3
0 0 ~ ~ o~ ffi ~ ~ ~
H4 1 T\ L ALl HI
QW o~ CI5TTrt6a": ~Ttsal ] Yool i~~~
0 0 43 59 63 61 62 59 56 55 50

Durante as fermentacOes foi possivel constatar também que a levedura foi
capaz de assimilar lentamente o acido acético desde as primeiras horas de cultivo,
independente do fator de concentragdo do hidrolisado (Figura 18). Observou-se
maior assimilagdo do acido acético nas fermentagdes dos hidrolisados NC, H2N e

H3, quando da utilizagdo de indculo adaptado.
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Figura18 - Concentragbes de acido acético (¢) e variagdo de pH () durante fermentagdes dos
hidrolisados hemicelulésioos de bagago de cana-de-agucar por Candida guilliermondii.
Hidrolisados ndo tratado (H2N), tratados né@o concentrado (NC) e concentrados nos fatores

duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes. Indculo com células ndo adaptadas(—)

e adaptadas (- - -) ao hidrolisado.

De acordo com os dados apresentados na Figura13 verifica-se também que,

coincidentemente com o esgotamento da xilose, 0 acido acético foi totalmente

assimilado nos cinco diferentes meios empregados, também coincidindo com o

aumento no pH do meio de fermentagao (Figura18). O consumo de acido acético

por C. guilliermondii também foi observado em meio semi definido por FELIPE et
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ai. (1995) e em hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar por RODRIGUES et ai.
(2003). De acordo com FELIPE et ai. (1997a) a inibicdo na converséo de xilose em
xilitol por C. guil/iermondii em presenca de &cido acético foi observada em valores
superiores a 3,0¢/L, desta forma, as concentragdes de &cido acético nos diferentes
hidrolisados, apresentadas na Tabela 2 sugerem que este pode n&o ser o principal
componente inibidor ao metabolismo da levedura. LOHMEIER-VOGEL et ai. (1998)
destacam, no entanto, que existem evidéncias de que pode ocorrer inibicdo da
fermentagao de hidrolisados hemicelulosicos em fungéo do efeito sinergistico entre
os diferentes componentes toxicos presentes nestes meios.

Conforme podemos observar na Figura 19, durante a fermentagéo dos
hidrolisados, além da formagéo de xilitol, também foi observada a formagao dos
subprodutos etanol e glicerol pela levedura. A maxima formagdo de etanol
(2,14g/L) foi observada na fermentagdo do hidrolisado HS com a adaptagdo do
indculo. Verifica-se também que a formacdo de etanol ocorreu a partir das
primeiras horas de cultvo em todos os meios, independente do fator de
concentracdo do hidrolisado e da adaptagdo do inoculo, seguido de sua
assimilacdo ao longo das fermentacbes. A formagdo de etanol pode estar
relacionada ao consumo de glicose, hexose rapidamente assimilada pela levedura
nas primeiras horas de fermentagdo, comportamento também observado na
fermentagdo do hidrolisado de bagago de cana-de-agucar por C. guilliermondii por
SENE et ai. (2001). Estes autores, no entanto, ndo observaram consumo do etanol
formado ao longo da fermentagé&o.

Quanto a formagao de glicerol, composto formado durante a fermentagdo em
todos hidrolisados, observa-se que (Figura 19) a maxima concentragao (2,52g/L)
foi obtida na fermentagdo do hidrolisado ndo tratado (H2N), sem a adaptagéo do
indculo. Observa-se também, nas fermentagdes sem a adaptacao do indculo, uma
tendéncia de aumento na formagao deste composto com o aumento do fator de
concentragdo do hidrolisado, comprovando os relatos da literatura (NEVOIGHT e

STAHL, 1997) de que o glicerol € um soluto compativel produzido em condi¢bes
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adversas de cultivo. Tarnbérn foi possivel verificar que, houve menor formagéo de
glicerol pela levedura em fungdo da adaptacdo do inoculo, indicando que
possivelmente esta técnica promoveu, urna diminui¢do do efeito dos compostos

toxicos presentes nos hidrolisados sobre 0 metabolismo.
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Figura 19 - Concentragdes de etanol {0) e glicerol {*) durante fermentagdes dos hidrolisados
hemicelul6sicos de bagago de cana-de-agucar por Candida guilliermondii. Hidrolisados ndo
tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados nos fatores duas (H2), trés

(H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes. Indculo com células ndo adaptadas (-} e adaptadas
(- --) ao hidrolisado
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Na Tabela 6 estdo apresentados os parametros fermentativos nos tempos
em que observou-se a maior formacéo de xilitol. Observa-se que na fermentagéo
controle, realizada em meio semi definido, foram observados os melhores valores.

destes parametros.

Tabela 6 - Parametros fermentativos observados durante fermentagdes dos hidrolisados
hemiceluldsicos de bagago de cana-de-aglcar por Candida guiHierrnondii. Hidrolisados néo
tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados nos fatores duas (H2), trés
{H3), quatro {H4) e cinco {H5) vezes.

MS NC H2N H2 H3 H4 H5 NC

Tempo (h) 24 24 60 48 72 96 120 30!

77,7 89,5 83,8 98,3 96,4 97,7 88,0 (

YPts(g/g)

0,66 027 0,11 0,31 0,34 031 0,22 ();~/

vis(gg) 019 0.46 0,37 028 0,25 021 028

= Indculo adaptado.

De acordo com a Tabela 6, tanto os valores de rendimento como de
produtividade do xilitol observados nas fermentagdes dos hidrolisados sédo
inferiores aos obtidos em meio semi definido. A adaptagao do indculo, no entanto,
foi capaz de melhorar este comportamento, uma vez que em fungéo desta técnica,
o rendimento do xilitol alcangou o valor de 0,62g/g, também observado em meio
semi definido. Quanto a produtividade, a adaptagdo do indculo promoveu
favorecimento deste parametro nos hidrolisados H2N e HS, indicando que a taxa
metabdlica de conversdo € favorecida com a adaptagdo do indculo, no entanto, os
compostos toxicos presentes no hidrolisado ainda interferem no metabolismo da
levedura e os valores ainda sao inferiores aos observados em meio semi definido.

Os valores de produtividade observados em fungdo da adaptacdo do indculo
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atingiram valores de até 0,39g/L-h-1 (hidrolisado H3, Tabela 6). corresponde a 40%
do valor (0,66g/Lh-) alcangado em meio semi definido. Ainda nesta tabela
observa-se que o menor valor para o rendimento em células foi de 0,19g/g, obtido
em MS, o que vem a comprovar que a bioconversdo de xilose em xilitol foi
favorecida neste meio.

Em comparagao a condicdo em que foi utilizado o indculo com células ndo
adaptadas, € possivel observar ainda que a adaptagdo do indculo promoveu
melhoria de 61% na formag&o de xilitol no hidrolisado H2N e de 47% no hidrolisado
HS, também sendo observada reducdo na formagao de glicerol nestes meios.

Correlacionando-se os dados apresentados sobre a formagéo de xilitol
(Figura12) com a presenca de fendis totais e acido acético no hidrolisado (Tabela
2) observa-se que o efeito inibitério no metabolismo da levedura esta relacionado
principalmente com a elevada concentracdo dos compostos fendlicos, uma vez
que a melhoria na assimilagdo de xilose e formacdo de xilitol em fungdo da
adaptacdo do indculo foi observada na fermentacdo dos hidrolisados com maior
concentragéo de fendis totais.

Com base nos resultados observados é possivel relacionar a formagéo de
glicerol como resposta ao estresse celular, apontando os compostos fendlicos
como principais interferentes e a adaptacdo celular como técnica capaz de
minimizar o efeito destes toxicos no metabolismo da levedura. Segundo
PALMQVIST et ai. (2000), o efeito inibitério dos compostos fendlicos ocorre devido
a capacidade destes compostos associarem-se a membranas biologicas,

causando perda de integridade.

4.4 - EFEITO DA ADAPTAGAO DO INOCULO NAS ATIVIDADES
DAS ENZIMAS XILOSE REDUTASE E XILITOL DESIDROGENASE

Os resultados referentes as atividades das enzimas xilose redutase (XR) e
xilitol desidrogenase (XDH) nas fermentagGes dos diferentes hidrolisados com ou

sem a adaptacdo do indculo estao apresentados nas Figuras20 e 21.
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Figura 20 - Atividade da enzima xilose redutase de Candida guilliermondii durante fermentagoes
dos hidrolisados hemicelulésicos de bagaco de cana-de-agUcar. Hidrolisados néo tratado

{H2N), tratados né@o concentrado {NC) e concentrados nos fatores dyl , trés {H3),
quatro {H4) e cinco (H5) vezes. Fermentagbes com indculo adaptado ( a) e nao adaptado
{~).

De acordo com os resultados apresentados na Figura20 observa-se que a
maxima atividade da enzima XR (0:8327U/mgPRor) foi observada ap6s 120 horas na
fermentacdo do hidrolisado HS sem a adaptacdo do indoulo, coincidindo com o
esgotamento da xilose no meio de fermentagdo. Assim como na fermentacdo do

hidrolisado HS, ao final da fermentagéo do hidrolisado H3 (60 horas) foi observada
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a maior atividade da enzima XR (0,6808U/mgPRor), também sem a adaptacao do
inéculo (Figura12). Por outro lado a adaptagdo do indculo favoreceu a atividade
da enzima XR nas fermentacgdes dos hidrolisados NC e H2N (Figura20).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 20 observa-se
também que a maxima atividade da enzima XR em funcdo da adaptagéo do
indculo (0,5628U/mgPRor), verificada na fermentagéo do hidrolisado H4. Verifica-se
ainda que as maximas atividades enzimaticas s&o observadas coincidentemente
com os tempos de maxima formacgéo de xilitol pela levedura, com exce¢do do
hidrolisado H2 (Tabela6). Observa-se (Figura 20) uma tendéncia de melhoria nas
atividades da enzima XR de C. guilliermondii a partir das primeiras horas de
fermentagcdo, comportamento também descrito para a levedura Pachysolen
tannophi/us (DITZELMULLER et ai., 1984) e C. guil/iermondii (RODRIGUES,
2002).

A maxima atividade da enzima XDH (0,4592U/mgPRor) foi observada apos 96
horas de fermentagdo do hidrolisado H4 com a utilizagdo do indculo adaptado
(Figura 21). A adaptacado do indculo foi capaz de favorecer as atividades da
enzima XDH de C. guil/ierrnondii, principalmente nos hidrolisados NC, H2N, H4 e
H5.

De acordo com os dados apresentados nas Figuras 20 e 21, nas
fermentagdes dos hidrolisados com maior fator de concentragéo (H3, H4 e H5)
observa-se, em relagdo ao inicio da fermentagcdo, uma tendéncia de diminui¢ao
nas atividades das enzimas XR e XDH, seguido de uma tendéncia de aumento ao
longo da fermentagdo. Possivelmente a queda inicial nas atividades enzimaticas
ocorra devido a presenca de glicose, enquanto que o posterior aumento tenha
relagdo com o esgotamento da glicose e a necessidade de assimilagéo de xilose
pela levedura. Este comportamento também foi observado em C. guil/iermondii por
RODRIGUES (2002).
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Figura 21 - Atividade da enzima xilitol desidrogenase de Candida gquilliennondii durante
fermentagdes dos hidrolisados hemicelulésicos de bagago de cana-de-agucar. Hidrolisados
ndo tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados nos fatores duas, (H2), trés
(H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes. Fermentagdes com indculo adaptado ( 1) e ndo
adaptado (~ ).

Segundo os dados apresentados na Tabela 7, a média das atividades da
enzima XR, observadas nas fermentacdes dos diferentes hidrolisados sem a
adaptacdo do indculo sdo semelhantes a observada em meio semi definido
(0,3133U/mgPRor). Observa-se também que a adaptacdo do indculo foi capaz de
melhorar a atividade média da enzima XR no hidrolisado n&o tratado (H2N). De

acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, suple-se que a inibicdo da
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atividade desta enzima esta relacionada ao elevado teor de toxicos neste tipo de
hidrolisado. Estes resultados estdo de acordo com os observados por ALVES et ai.
(2001) para a fermentagéo do hidrolisado de bagago por esta levedura. Segundo
ROSA et ai. (1998), elevadas concentragbes de xilose também podem interferir
nas atividades das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase de C.
guilliermondii. Os autores observaram em meio semi definido contendo 60g/L de
xilose, que as atividades destas enzimas foram 50% inferiores quando comparadas
as observadas em meio contendo 15¢/L desta pentose, enquanto que ALVES et ai.
(2001) observaram relagdo entre fator de concentragédo e as concentragéo de
inibidores no hidrolisado de bagago de cana-de-agucar com queda nas atividades

das enzimas XR e XDH de C. guilliermondii.

Tabela 7 - Atividade média da enzima xilose redutase de Candida guilliermondii durante
fermentagdes dos hidrolisados hemiceluldsicos de bagago de cana-de-agucar. Hidrolisados
no tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados nos fatores duas (H2), trés
(H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes.

Atividade XR (U/mgPRor) AtividadeXDH (U/mgPRor)
N A N A
MS 0,3133 0,2330
NC 0,3528 0,3717 01260 0,2167
H2N 0,1595 0,2588 0,1094 0,1635
H2 03362 0,2196 0,1686 0,1746
H3 0,4224 0,2153 0,2002 0,1729
H4 0,3082 0,2438 0,1390 0,1733
H5 0,3392 0,1625 0,1185 0,1861

N = indculo ndo adaptado, A = Inéculo adaptado

Quanto a atividade da enzima XDH, os dados apresentados na Tabela 7
demonstram, assim como observado para a enzima XR, que a atividade média
observada nos cultivas em hidrolisados foi inferior a observada em MS. A
adaptacao foi capaz de melhorar o desempenho médio da enzima no cultivo em
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hidrolisados, com excec¢ao da fermentacao no hidrolisado H3. Nao foi observada,
no entanto, relagdo entre o fator de concentragdo do hidrolisado com a redugéo
nas atividades médias desta enzima, diferente do observado por ALVES et ai.
(2001).

4.5 - FERMENTAGOES COM RECICLO DE CELULAS

As fermentagOes realizadas com reciclo de células tiveram a finalidade de
avaliar o comportamento da levedura, frente a reutilizacdo de células em
sucessivas etapas de fermentagdo do hidrolisado hemiceluldsico de bagago de
cana-de-agucar. Os resultados quanto a assimilacao de xilose e formagéao de xilitol,
apresentados na Figura22A e 8 demonstraram que houve uma lenta assimilagao
da xilose nas primeiras 12 horas de fermentagéo (Figura22A), comportamento
semelhante ao observado nas fermentacfes em que se avaliou a adaptacdo do
indculo. Também foi observado maior consumo de xilose nas duas primeiras
fermentagdes com reciclo de células (R1 e R2) (Figura228).

De acordo com os dados apresentados na Figura 228, observa-se que a
maior formacao de xilitol (47,64g/L) ocorreu na terceira fermentagéo com reciclo de
células (R3). Comparando-se a formagéo de xilitol nas fermentagdes do hidrolisado
H5 sem adaptacdo de indculo (26,4g/L, Tabela 6) com a obtida com o reciclo de
células (27,15 a 47,64g/L; Figura228) observa-se uma melhoria entre 2,8 e 80,5%
na formacao de xilitol em fungdo do reciclo, demonstrando que a adaptacdo do
indculo juntamente com o reciclo de células favorece a formagao de xilitol no
hidrolisado com elevado fator de concentragdo. O favorecimento na formacgéo de
xilitol por C. guil/iermondii em fungao da reutilizagao de células na fermentagdo do
hidrolisado de bagago de cana-de-agucar também foi verificado por outros autores
(SENE et ai, 1998; SILVA et ai., 1999; CARVALHO et ai., 2002).
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Figura 22 - Assimilagdo de xilose (A) e formagdo de xilitol (B) durante consecutivas
fermentagdes com reciclo de células de Candida gui//iermondii em hidrolisado hemicelulésico
de bagaco de cana-de-agucar.

Foi observado que na segunda fermentacdo com reciclo de células (R2) o
xilitol foi assimilado pela levedura apdés 72h de cultivo (Figura 228),
comportamento também observado nas fermentagdes do meio semi definido e dos
hidrolisados, independente da adaptacdo do inoculo (Figuras 8 e 12). Em todas
estas condigdes o consumo do xilitol ocorreu nas ultimas horas de fermentacao,

coincidente ao consumo superior a 96% da xilose presente no meio.
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Comportamento semelhante também foi observado em C. guilliermondii por
RODRIGUES et ai. (2003).

Observa-se na Figura23 que durante todo o processo de reciclo a glicose foi
totalmente consumida nas primeiras horas de fermentagdo, comportamento
semelhante ao observado nas fermentacbes em meio semi definido e em
hidrolisado durante a avaliagéo da adaptacéo do indculo, conforme ja apresentado
anteriormente. Devido a baixa concentragdo de glicose nos hidrolisados e devido
ao seu rapido consumo nao foi possivel estabelecer uma relagdo entre o reciclo de

células e a assimilagado desta hexose.
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Figura 23 - Assimilagdo de glicose(*) e arabinose (.a) durante consecutivas fermentagbes com
reciclo de células de Candida guilliermondii em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de
cana-de-agUcar.

Com relagdo ao consumo de arabinose, observa-se uma lenta assimilagéo
desta pentose durante as fermentagdes com reciclo de células (Figura 23). Em
todas as etapas do reciclo o consumo de arabinose foi menor que 1,0g/L nas
primeiras 36 horas de cultivo, semelhante ao observado por SENE (1996). O
08
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consumo mais acentuado desta pentose ao final da fermentacdo R2 parece estar
associado ao esgotamento da xilose do meio de fermentagdo, no entanto, as
fermentacdes R4 e R5 nédo apresentam esta correlagdo. Desta forma, o aumento
da assimilagéo de arabinose ao longo da reciclagem de células (Figura23) indica
uma alteracdo no metabolismo da levedura, o qual pode estar associado a
escassez nutricional ou ao elevado tempo de exposicdo das células aos

compostos toxicos do hidrolisado.

16 R2

14 R3

o3 O,z 1ok
0

[

0 12 24 36 48 60 72 84
Tempo (h)

Figura24 - Massa celular formada durante consecutivas fermentagdes com reciclo de células
de Candida guilliennondii em hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar.

Quanto ao crescimento celular, observa-se (Figura24) que a fermentagéo
R2 apresentou maior formagdo de massa celular (15,97g/L). Durante as quatro
primeiras fermentagcdes com reciclo a formagado de massa celular foi semelhante,
enquanto que na quinta fermentacdo (R5) foi observada menor formagao, em
relacdo as fermentagdes anteriores. Os resultados apresentados na Figura24 em
relacdo ao crescimento celular podem ser correlacionados com o0s observados na

Figura22 quanto a assimilacao de xilose e formagao de xilitol, indicando que na
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segunda e terceira reciclagem de células a atividade metabdlica da levedura foi
favorecida, apresentando maior assimilacéo de xilose, formagao de xilitol e células.
Observando-se também diminuicdo destes parametros também na fermentagao
R5.

De acordo com a Tabela 8, a velocidade de assimilagdo de xilose € superior
a de arabinose em todas as etapas de reciclo, entretanto, verifica-se uma
progressiva reducdo ao longo das fermentagdes com reciclo de células. Estes
resultados diferem dos observados em C. guilliermondii por SENE et ai. {1998) e
CARVALHO et ai. {2002), no entanto, o fator de concentragdo do hidrolisado e
tempo de fermentagéo utilizados por estes autores (concentracdo semelhante ao
H3 com ciclos de 48h de fermentacdo) foram inferiores ao deste trabalho (H5 com

ciclos de 84 horas).

Tabela 8-Velocidades  de consumo M de xilose e arabinose, taxa de formagéo de células (Ox)
durante consecutivas fermentagdes com reciclo de células de Candida guilliermondii em
hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar.

Fermentacao vxJLost (g/L-h1) VARABINosE (g/L-h1) Qx (g/L-h-1)
R1 0,71 0,009 0,13
R2 0,82 0,028 0,19
R3 0,80 0,003 0,16
R4 0,68 0,043 0,13
R5 0,44 0,020 0,07

Os dados apresentados na Tabela 8 demonstram que, ao contrario do
observado para assimilagdo de xilose, a assimilagdo da arabinose pela levedura
nao diminui ao longo das etapas de reciclo celular. Também é possivel observar
que nao houve correlagdo entre 0 aumento da velocidade de assimilacdo de
arabinose nas fermentagcdes R4 e R5 com a taxa de crescimento celular. De
acordo com KONDARZEWKY et ai. (2003), a formacdo de células de C.
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guilliermondii ¢ favorecida em fermentagdes onde a concentragdo de arabinose é

superior a de xilose.
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Figura 25 - Rendimento do xilitol (YPls) durante consecutivas fermentagdes com reciclo de
células de Candida guilliermondii em hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-da-
agucar.

De acordo com os dados apresentados na Figura25 observa-se que o maior
rendimento do xilitol (0.7 4g/g) € alcangado na quinta etapa de reciclo (R5) com 84

horas de fermentagao, correspondendo a uma eficiéncia de conversdo de 80,2%
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em relacdo ao valor tedrico (Tabela 9). Este resultado ¢ superior inclusive ao
observado na fermentagdo em meio semi definido onde o maior valor foi de
0,68g/g porém apds 12 horas de cultivo (Tabela 3). Observa-se ainda na Figura
24 que os valores de rendimento do xilitol sdo semelhantes ao longo das
fermentagdes com reciclo celular.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 9 em relagéo a eficiéncia
de converséao de xilose em xilitol verifica-se que o reciclo favoreceu a conversao de
xilose em xilitol, sendo obtida uma converséo superior 74% em todas as etapas de
reciclo, sendo inclusive superiores a observada em meio semi definido (74,4%).
Valores préximos a 80% de conversdo foram observados em quase todos os
tempos de fermentagdo com reciclo de células. A eficiéncia de conversdo
observada também ¢& superior ao valor de 69% observado por SENE et ai. (1998)
pelo reciclo de C. guilliermondii em hidrolisado de bagago de cana no fator de

concentragdo semelhante ao R3.

Tabela 9 - Eficiéncia de conversdo de xilose em xilitol em relagdo ao valor tedrico durante
consecutivas fermentagdes com reciclo de células de Candida guil/iermondii em hidrolisado
hemiceluldsico de bagago de cana-de-agucar.

11 (% do valor tedrico)

Tempo (h)
Fermentagio 6 12 24 36 48 60 72 84
R1 00 564 590 689 716 757 741 76,7
R2 00 641 627 693 725 710 746 536
R3 214 33/ 754 774 739 772 187 76,7
R4 60,3 389 685 663 641 727 720 754
R5 00 585 640 741 682 745 760 80,2
72
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Figura 26 - Produtividade volumétrica do xilitol (Qp) durante consecutivas fermentagdes com
reciclo de células de Candida guil/iermondii em hidrolisado hemiceluldsico de bagago de
cana-de-agucar.

De acordo com os dados apresentados na Figura 26, observa-se que 0s
maximos valores de produtividade de xilitol (0,58 e 0,59g/L-h-) foram observados
em 72horas nas fermentagdes R2 e R3, respectivamente, coincidindo com as
fermentagdes em que foi observada maior formacao de xilitol pela levedura (Figura
228). Estes valores representam uma melhoria de 118% em relagéo ao obtido na

fermentagéo do hidrolisado H5 (Figura 18). Uma comparagéo entre os parametros
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de rendimento e produtividade do xilitol ao longo de cinco fermentagbes com
reciclo de células (Figuras 25 e 26) aponta que, embora o rendimento seja
mantido ao longo das fermentagdes, a produtividade apresenta queda nas
fermentagbes R4 e R5, sendo esta reducdo também refletida na formagéo de
xilitol. Destaca-se que, devido ao elevado fator de concentracdo do hidrolisado
utilizado neste trabalho (H5) o tempo de fermentacao para que ocorra 0 consumo
da xilose também sumento, de forma que foram necessarias 420 horas de cultivo
para a realizacdo das cinco fermentagdes consecutivas, o que possivelmente
permitiu observar o maximo desempenho da levedura (fermentagdo R3) e a
reducdo da produtividade em funcdo da reutilizacdo de células por um longo
periodo de tempo. A manuten¢do no rendimento do xilitol ao longo de cinco
fermentagdes com reciclo de células de C. guilliermondii no hidrolisado de bagago
de cana-de-agucar também foi observada por SENE et ai. (1998) e CARVALHO et
ai. (2002), no entanto, a reducdo na produtividade observada a partir do terceiro
reciclo (R4 e R5) nédo foi observada por este autores, possivelmente pela
realizacdo de fermentagdes em hidrolisado com um menor fator concentragdo, o
que permitiu acompanhar o reciclo por 240 horas de cultivo.

A Figura27 apresenta uma comparagao dos parametros observados durante
as fermentagdes com ou sem a adaptagdo do indculo e com o reciclo de células.
Observa-se que ocorreu o favorecimento da produtividade e rendimento do xilitol
em fungdo da adaptacao do indculo assim como do reciclo de células, destacando-
se o reciclo como a técnica que apresentou os melhores resultados e a
produtividade como o parametro mais favorecido. Além de reduzir em 36 horas o
tempo para a maxima obtencéo deste adogante na fermentagdo do hidrolisado H5,
0 reciclo de células favoreceu o rendimento do xilitol em 276% e produtividade em
11815%, comparando-se com os resultados observados na fermentacdo sem
adaptagéo ou reciclo de células (Figura 27).

Possivelmente a adaptacdo e reciclo de células minimizou os efeitos dos

compostos tdxicos presentes no hidrolisado, favorecendo a atividade metabdlica
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da levedura neste meio e refletindo no aumento da velocidade de assimilagéo de
xilose, conforme j& demonstrado na Tabela 8. Em fungdo de uma conversédo
favoravel (Ypls superior a 0,6919), @ maior velocidade de assimilagéo de xilose reflete
também em uma maior velocidade de formagdo de subproduto (xilitol}. Desta
forma, a melhoria na produtividade observada em fun¢do da adaptagéo do indculo
e reciclo de células ¢ resultado de uma conversao mais eficiente combinada a uma
maior assimilagao de xilose.

De acordo com os dados apresentados na Figura 27 é possivel verificar
também que os melhores resultados de produtividade com o reciclo de células,
embora favoraveis ao processo industrial, ainda séo 12% inferiores ao maximo
valor observado em meio semi definido (0,66g/Lh-1; Tabela 3), indicando que a
presenca de inibidores nos hidrolisados é um fator que, mesmo sendo
parcialmente contornado com a utilizagdo de adaptagdo do indculo e reciclo de
células, continua interferindo na bioconverséo de xilose em xilitol pela levedura, em

comparacao aos resultados obtidos em meio na auséncia de inibidores.

0.8 ~ N&oAdaptado 0,6 ~  NaoAdaptado 0.57
YP/S E Adaptado 0,70 Qp Im Adaptado ’
(9/9) - Reciclo (g/Lh") 0.5 - Reciclo

0,6

0,4

0,4 0,3

0,2
0,2

0,1
0,0 0,0

Figura 27 - Rendimento (YPIs) e produtividade volumétrica de xilitol (Qp) em fermentagdes com
ou sem adaptagdo do indculo ou reciclo de células de Candida guilliermondii em hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar.
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Em relag&o ao acido acético, os dados apresentados na Figura28A indicam
que ocorreu assimilagdo deste acido durante as primeiras 36 horas de
fermentacdo, independente da etapa de reciclo, sendo possivel observar o
aumento do pH (Figura288) no meio de fermentacdo como consequéncia desta

assimilacao.
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Figura 28 - Concentragbes de acido acético (A) e pH (B) durante consecutivas fennentagdes
com reciclo de células de Candida guilliermondii em hidrolisado hemic:elulésico de bagago de
cana-de-agucar.

De acordo com os dados apresentados na Figura288, observa-se que o pH
manteve-se em torno de 5,0 a 6,0. A terceira fermentacdo com reciclo de células

(R3) alcangou valor de pH superior ao observado em outras etapas de reciclo.
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Estes resultados estao de acordo com os observados por SENE et ai. (1998) onde
a variagao de pH em fermentagdes com reciclo celular ficou entre 5,1 e 7,3; sendo

0 maior valor observado na terceira etapa de reciclo.
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Figura 29 - Concentragbes de etanol (A} e glicerol (B} durante consecutivas fermentagdes com
reciclo de células de Candida guilliermondii em hidrolisado hemiceluldsico de bagago de
cana-de-agucar.

Assim como observado durante a avaliagdo da adapta¢do do in6culo, foi
possivel observar a formagdo de etanol e glicerol durante as fermentagdes com
reciclo de células (Figura29). A formagéo de etanol é observada nas primeiras
horas de fermentacdo, seguida de sua assimilagcdo pela levedura, enquanto o

glicerol € continuamente formado ao longo das fermentagdes com reciclo,
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comportamento também observado na fermentacdo do hidrolisado de bagaco de
cana-de-agucar por C. guilliermondii por RODRIGUES et ai. (2003). Foi observada
a assimilagao de glicerol pela levedura na fermentagéo R2 (Figura298), estando
relacionada com o esgotamento da xilose no meio de fermentagdo, comportamento
também observado na fermentacao do hidrolisado H5 em fungéo da adaptacdo do
indculo.

Como a composi¢do do hidrolisado é semelhante em todas as etapas do
reciclo, a maior formagéo de glicerol observada nas trés primeiras fermentacoes
com reciclo de células (Figura 298) parece ndo estar diretamente ligada aos
componentes do meio de fermentagdo mas sim com a maior assimilagdo de xilose
pela levedura (Figura 22), indicando maior atividade metabdlica e,

consequentemente, maior formagao de subproduto.

4.6 - EFEITO DO RECICLO DE CELULAS NAS ATIVIDADES DAS
ENZIMAS XILOSE REDUTASE E XILITOL DESIDROGENASE

As atividades das enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH)
de C. guilliermondii foram determinadas durante as cinco fermentagdes sucessivas
com reciclo de células em hidrolisado H5. De acordo com os resultados
apresentados na Figura 30 observa-se que a maxima atividade da enzima XR
(0,3391 U/mgPRor) foi obtida apds 60 horas na fermentacdo R1. Observa-se também
que nos tempos em que foram observadas as maximas atividades desta enzima
nao correspondem aos que apresentaram maior rendimento do xilitol (Figura 16),
comportamento também ja observado em C. guilliermondii por SENE (2000) e
LIMA (2002). A atividade da enzima XR apresentou redugédo ao longo das etapas

de reciclo (Figura30).
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Figura 30 - Atividades da enzima xilose redutase de Candida guilliermondii durante cinco
fermentagdes consecutivas com reciclo de células em hidrolisado de bagago de cana-de-
agucar
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Figura 31 - Atividades da enzima xilitol desidrogenase de Candida guilliermondii durante cinco
fermentagdes consecutivas com reciclo de células em hidrolisado de bagago de cana-de-
agucar.

De acordo com os dados apresentados na Figura31 observa-se que durante
as fermentagbes com reciclo de células a maior atividade da enzima XDH
(02638U/mgPRor) foi observada apds 84 horas de cultivo na fermentagdo R1. Assim
como para a enzima XR, a atividade enzima XDH apresentou redugdo ao longo

das etapas de reciclo (Figura31).
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A comparagéo das atividades da enzima XDH apresentadas na Figura 31

com a velocidade de assimilagdo da xilose apresentada na Tabela 8 evidencia a
correlagao entre a queda na atividade da enzima XDH com a queda da velocidade
de assimilagdo de xilose na quarta e quinta fermentagdo com reciclo de células.
Este comportamento pode estar relacionado ao longo tempo de exposi¢ao das
células ao hiorolisado, uma vez que até a quarta etapa de reciclo, as células estao
a 372 horas expostas aos compostos toxicos, passando por um periodo de
esgotamento da xilose durante o final da fermentacao R2 (Figura19). De acordo
com os dados apresentados nas Figuras30 e 31 observa-se que o aumento das
atividades especificas das enzimas XR e XDH nas fermentagdes R1, R2 e R3
estéo relacionados com a fase exponencial de crescimento da levedura (Figura
24), comportamento também observado em C. guilliermondii por ROSA et ai.
(1998) e em C. tenuis por KERN et ai. (1997).

Tabela 10 - Atividade média das enzimas XR e XDH de Candida guilliermondii durante cinco
fermentacbes consecutivas com reciclo (R} de células em hidrolisado de bagaco de cana-de-
acucar.

Atividade (U/mgPRor)

XR XDH XR/XDH
! 0,2338 0,1929 1,21
R 0,2181 0,1886 1,16
 R3 0,2293 0,1830 1,25
R4 0,1716 0,1200 143
RS 0,1107 0,0928 1,19

Os dados apresentados na Tabela 10 demonstram que a atividade da
enzima XR foi até 43% superior a da XDH nas cinco etapas de reciclo realizadas.
Embora tenha sido observada a melhoria na produgao do xilitol pela levedura nas
fermentagdes R2 e R3 (Figura 21), ndo foi observada correlagdo entre as

atividades enzimaticas ao longo destas etapas de reciclo. Observou-se também
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que, assim como durantes as fermentagbes para a avaliacdo da adaptagdo do
indculo, as atividades das enzimas XR e XDH apresentaram nas primeiras 12
horas de fermentagdo, redugéo em relacdo a atividade inicial e, em seguida ao
longo do tempo de fermentacdo. Este comportamento foi mais acentuado nas trés
primeiras fermentagdes com reciclo, também sendo observado em Pachyso/en
tannophilus por DITZTELMULLER et ai. (1984) e em C. guilliermondii por
RODRIGUES (2002).

O acompanhamento das atividades das enzimas XR e XDH de C.
gui/liermondii nas fermentag¢des do hidrolisado H5, apresentados na Tabela 10, e a
relagdo destas com os parametros fermentativos indicam que o reciclo de células
ndo afeta a relag@o entre as atividades das enzimas (XR/XDH), possivelmente
porque os constituintes do hidrolisado que atuam como ativadores ou inibidores da
atividade da enzima XR também tenham efeito semelhante sobre a atividade da
XDH. Outra justificativa para que a relagdo entre as atividades das enzimas
(XR/XDH) seja semelhante (Tabela10) ¢ a dependéncia da enzima XR em relagéo
a via das fosfopentoses para a recuperagao do cofator (NADPH), desta forma a
atividade da enzima XR depende da reacdo catalisada pela enzima XDH. Este
comportamento parece ser refletido no rendimento do xilitol, que também néo
apresentou redugdo ao longo de cinco fermentagdes com reciclo de células
(Figura 24). Desta forma, a converséo de xilose em xilitol pela levedura C.
guilliermondii parece ter rendimento inerente a fisiologia da levedura, e, desta
forma, o aumento na formagdo do xilitol pode ser alcangado com o aumento da
velocidade de assimilagdo de xilose, favorecendo a atividade metabdlica e, com

isto a formacao de xilitol.
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5- CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho conclui-se que:

- O bagaco de cana-de-aglcar apresenta-se como potencial substrato para a
obtencao biotecnoldgica de xilitol em larga escala sendo necessaria a utilizagao
das técnicas de adaptacdo e reciclagem de células para a melhoria dos

parametros fermentativos da formagao de xilitol pela levedura C. guilliermondii.

- O hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agUcar pode ser utilizado
como substrato para a obtencdo das enzimas xilose redutase e xilitol

desidrogenase de Candida guilliermondii com elevadas atividades especificas.

- Durante as fermentagdes as atividades da enzima XR foram superiores as da
XDH nos diferentes hidrolisados e em fungdo da adaptagdo do indculo ou do

reciclo de células.

- O fator de concentragdo do hidrolisado assim como o tempo de cultivo para a
otimizacdo das atividades enzimaticas ndo correspondem aos que devem ser

empregados para a producao de xilitol.

- A atividade da enzima XDH é favorecida em fungdo da adaptagdo do indculo,

principalmente nos hidrolisados com alto teor de toxicos.

- O cultivo da levedura por elevado tempo no hidrolisado hemicelulésico de bagaco

¢ um fator que contribui para a redugao nas atividades das enzima XR e XDH.
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- A formacédo de glicerol pela levedura C. guil/iermondii pode ser uma resposta
metabdlica quanto a presenga de compostos toxicos no hidrolisado de bagaco de

cana-de-agucar com elevado fator de concentragao.

- A adaptagdo de indculo ao hidrolisado de maior fator de concentragdo (H5)

resultou em melhoria de 47% na formagéo de xilitol pela levedura.

- A adaptagdo de indculo, combinada a reciclagem de células em sucessivas
fermentagdes resultou em melhoria de até 80,5% na formagéo de xilitol pela

levedura.
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6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho possibilitou avaliar a atividade das enzimas xilose redutase e
xilitol desidrogenase, assim como a formacgdo de xilitol em fermentagbes do
hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-agucar em fungéo da adaptacao
do indculo e do reciclo de células de Candida guilliermondii em sucessivas
fermentagdes; identificando-se os seguintes pontos para a possivel realizagao de

trabalhos futuros:

i - Devido aos paré@metros favoraveis de rendimento e produtividade observados
em fungéo da adaptacéo e reciclo celular, sugere-se estudar a possibilidade de
ampliagdo de escala, juntamente com uma avaliagdo econémica da obtengao

biotecnoldgica do xilitol.

2 - Uma vez que neste trabalho o reciclo foi realizado em intervalos fixos de 84
horas de cultivo, sugere-se avaliar as condigdes ideais de concentracdo de

xilose e/ou tempo de fermentagao par-a a realizagéo do reciclo celular.
3 - Avaliar as condigdes de cultivo e possibilidade de redugdo de etapas no
preparo do inoculo com células adaptadas a elevados fatores de concentracao

de hidrolisado.

4 - Avaliar as condigdes e etapas para a purificagdo do xilitol a partir do meio

fermentado.
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8-ANEXOS

Tabela 11 - Assimilagdo de xilose durante fermentagbes de meio semi definido (MS) e dos
hidrolisados hemiceluldsicos de bagago de cana-de-aglcar por Candida guil/iermondii.
Hidrolisados n&o tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados nos fatores
duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes.

Assimilagao de xilose (0/0)

Meios de Tempo (h)
fermentagdo 6 12 18 24 30 36 48 60 72 84 96 108 120
MS 16,7 324 - 77,7 - 96,2 99,5
NC 11,2 39,6 67,3 89,5 954 98,2

H2N 52 145 - 319 542 71,1 83,8

H2 99 192 - 524 - 825 983 99,9 100

- M2 - 197 51,6 61,2 70,1 78,0 88,0
Ll 122800 ~h pSSIALSASE~T T

(-) tempo n&o avaliado, ( ) Indculo adaptado.
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Tabela 12 - Xilitol formado durante fermentagdes de meio semi definido (MS} e dos hidrolisados
hemicelulésicos de bagago de cana-de-agucar por Candida guilliermondii. Hidrolisados n&o
tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados nos fatores duas (H2), trés
(H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes.

Xilitol formado (g/L)

Meiosde Tempo (h)

fermentacio 6 12 18 24 30 36 48 60 72 84 96 108 120
MS 33 73 - 160 - 17,3 163
NC 11 39 56 65 65 59
H2N 0 15 - 36 - 55 63 64
H2 1535 - 87 - 143 150 143 134
H3 0 25 - 80 14,4 20,5 23,6 24,3
H4 0 0 38 - 88 143 20,1 252 28,1 30,1
HS 0 0 2,8 70 12 153 192 214 235 254 26,4

as oo S0 Al - 1A MMt~ €m~BzR ~r1 o1t

(-) tempo néo avaliado, () Inculo adaptado.
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Tabela 13 - Rendimento de xilose em xilitol durante fermentagdes de meio semi definido (MS) e
dos hidrolisados hemiceluldsicos de bagago de cana-de-agucar por Candida gui/liermondli.
Hidrolisados n&o tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados nos fatores
duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes.

Vols (gxiild /g xiose)

Meiosde Tempo {h)
fermentagio 6 12 18 24 30 36 48 60 72 84 96 108 120
MS 061 0,68 - 062 - 054 050
NC 0,65 0,66 0,55 0,49 0,45 0,40

H2N 0 03% - 039 - 036 031 027

H2 049 060 - 05 - 057 050 047 0,44

H3

H4 o 0 - 02 - 039 045 051 0,54 0,53 0,52

H5 o 0 - 03 - 054 058 05 0,57 0,54 0,51 0,50 0,46
- H5 o o0 .- 052 - 06305 057 0,60 0,62 059 0,62 0,60

(-) tempo n&o avaliado, ( ) Indculo adaptado.
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Tabela 14 - Produtividade volumétrica de xilitol durante fermentagbes de meio semi definido
(MS} e dos hidrolisados hemicelulésicos de bagago de cana-de-agucar por Candida
guilliermondii. Hidrolisados n&o tratado (H2N}, tratados ndo concentrado (NC} e concentrados
nos fatores duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes.

Meios de Tempo (h)
fermentagdo 6 12 18 24 30 36 48 60 72 84 96 108 120
MS 0% 061 - 066 - 048 0,34

NC 0,18 0,33 0,31 0,27 0,21 0,16
H2N o 012 - o015 - 015 0,13 0,11

H2 025029 - 036 - 040 031 0,24 0,19
fiot - ee 020 " B> i)l L2~ 020 6t

H3 0 021 033 - 040 0,43 0,39 0,34

HS 0 0 012 - 0,19 023 0,26 0,27 0,26 0,24 0,23 0,22
#8 s o ifly 0f 1018, o <0R2atP~j/'G2& 61°5/0,3;.wl~~ 65,021

) In6culo adaptado.
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Tabela 15 - Fator de conversdo de D-xilose em células durante fermentagdes de meio semi
definido (MS) e dos hidrolisados hemiceluldsicos de bagaco de cana-de-agucar por Candida
guilliermondii. Hidrolisados n&o tratado (H2N), tratados ndo concentrado (NC) e concentrados
nos fatores duas (H2), trés (H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes.

Yils (g células/g Idose)

Meiosde Tempo (h)
fermentagdo 6 12 18 24 30 36 48 60 72 84 96 108 120

MS 026 026 - 017 - 019 0,21
NC 0,71 047 0,45 0,46 0,54 0,61

H2N 122 068 - 044 - 040 0,37 0,37

H2 0,26 040 - 029 - 0,28 0,28 0,37 043

H3 050 050 - 031 - 0,22 0,22 0,22 0,25

H4 03505 - 025 - 024 0,23 0,19 0,20 0,21 0,21

H5 - 05 - 041 047 031 0,30 0,29 0,28 0,30 0,28

(-) tempo n&o avaliado, ( ) In6culo adaptado.
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Tabela 16 - Produtividade volumétrica em células de Candida guilliermondii durante
fermentagbes de meio semi definido (MS) e dos hidrolisados hemiceluldsicos de bagago de
cana-de-agucar. Hidrolisados n&o tratado (H2N), tratados né&o concentrado (NC) e
concentrados nos fatores duas (H2}, trés (H3), quatro (H4) e cinco (H5) vezes.

Qx (gcéluas /Lh-1)

Meiosde Tempo (h)
fermentacdo 6 12 18 24 30 36 483 60 72 84 96 108 120

MS 031 026 - 020 - 018 0,15
NC 0,20 0,23 0,25 0,26 0,26 0,25

H2N 031 024 - 017 - 0,17 0,15 0,15

H2 0,13 0,19 - 020 - 0,20 0,17 0,19 0,18
021\6;28¢ . 0:220;22.0;22:011¢ <

H3 0,17 0,22 0,20 0,15 0,15 0,15 0,15

H4 009 015 - 016 - 0,15 0,15 0,13 0,13 0,13 013

H5 009 016 - 015 - 015 0,07 0,14 0,14 0,14 0,13 0,14 0,13
fts; \IRe2y 9L~ 018 s ilo, 4 080014 Qd4)0t~1Q,13.Q 121012

(-) tempo n&o avaliado, () Indculo adaptado.
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Tabela 17 -Assimilagao de xilose durante consecutivas fermentagdes com reciclo de células de
Candida guilliermondii em hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-agucar.

Assimilagao de xilose (%)

Tempo (h)
Fermentagao 6 12 24 36 48 60 72 84
R1 1,7 2,2 102 199 352 521 745 889
R2 0,7 2,0 118 26,7 465 688 885 100
R3 4,7 59 127 273 47,0 651 842 976
R4 2,5 5,3 M0 242 423 554 722 846
RS 0,8 2,0 7,1 138 239 34,2 448 532

Tabela 18 - Xilitol formado durante consecutivas fermentagdes com reciclo de células de
Candida guilliermondii em hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-agucar.

Xilitol formado (g/L)

Tempo (h)
Fermentagao 6 12 24 36 48 60 72 84
R1 000 075 370 846 1552 2428 34,00 41,99
R2 0,00 0,81 472 173 21,39 31,03 41,92 34,01
R3 064 124 611 1347 22,15 3201 4221 47,64
R4 095 127 470 999 1685 2503 3231 39,62
RS 000 073 288 652 10,39 16,24 2166 27,15
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Tabela 19 - Rendimento de xilose em xilitol durante consecutivas fermentagdes com reciclo de
células de Candida guilliermondii em hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-
agucar.

Ypls (g xiitd / g xiose)

Tempo (h)
Fermentacao 6 12 24 36 48 60 12 84
R1 000 052 05 063 066 069 068 0,70
R2 000 059 058 064 066 065 068 049
R3 020 030 069 0,71 068 0,71 0,72 0,70
R4 05 036 063 061 05 067 066 0,69
R5 000 054 059 068 063 068 070 0,74

Tabela 20 - Produtividade volumétrica de xilitol durante consecutivas fermentagdes com reciclo
de células de Candida guilliermondii em hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-
agucar.

Qp (g xiitd/t hei
Tempo (h)
Fermentacao 6 12 24 36 48 60 72 84
R1 000 006 015 024 032 040 047 0,50
R2 000 007 020 033 045 052 058 040
R3 o 010 025 037 046 053 05 0,57
R4 0,16 0,11 020 028 03 042 045 047
RS 000 006 012 018 022 027 030 0,32
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Tabela 21 - Fator de conversdo de o-xilose em células durante consecutivas fermentagdes com
reciclo de células de Candida guil/iermondii em hidrolisado hemiceluldsico de bagago de

cana-de-agucar.

Yixis (g células /g xiose)

Tempo (h)
Fermentacao 6 12 24 36 48 60 72 84
R1 038 140 057 041 029 027 020 0,18
R2 153 194 062 039 028 025 021 0,22
R3 023 078 057 034 026 023 021 0,20
R4 051 08 071 047 030 027 022 0,19
R5 046 019 05 037 026 021 019 017

Tabela 22 - Produtividade volumétrica em células durante consecutivas fermentagbes com
reciclo de células de Candida guil/iermondii em hidrolisado hemiceluldsico de bagago de

cana-de-agucar.

Qx (g células/L.h-1)

Tempo (h)
Fermentacao 12 24 36 48 60 72 84
R1 0,17 0,16 0,15 0,14 0,16 0,14 0,13
R2 0,22 0,21 0,20 0,19 0,20 0,17 0,19
R3 0,27 0,21 0,18 0,17 0,17 0,17 0,16
R4 0,25 0,22 0,21 0,18 0,17 0,15 0,13
RS 0,14 0,11 0,10 0,09 0,08 0,08
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