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“Nao esta na natureza das coisas que o homem realize um descobrimento
subito e inesperado; a ciéncia avanca passo a passo e cada homem depende
do trabalho de seus predecessores”
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RESUMO

“Utilizacao de Carvao Ativo, Resinas e Terra Diatomacea para o Tratamento
do Hidrolisado de Eucalipto na Producao Biotecnoldgica de Xilitol”. Giovani
Branddao Mafra de Carvalho, Dissertacdo de Mestrado, Programa de Pés
Graduacao em Biotecnologia Industrial, Departamento de Biotecnologia, Faculdade
de Engenharia Quimica de Lorena. Orientador: Dr. Jodo Batista de Almeida e Silva
(Departamento de Biotecnologia, FAENQUIL, Lorena, SP, Brasil). Banca
Examinadora: Dra. Maria das Gracas de Almeida Felipe e Dr. Urgel de Almeida
Lima. Agosto, 2005.

Diversas pesquisas tém demonstrado que a obtencéo de xilitol por fermentacao
de hidrolisados de materiais lignocelulésicos apresenta limitacbes devido a
presenga de compostos inibidores do metabolismo microbiano, resultantes do
procedimento de hidrélise da estrutura lignocelulésica. Varios tratamentos fisico-
quimicos tém sido propostos para reduzir as concentracdes destes compostos nos
hidrolisados, sendo a alteracdo de pH do hidrolisado associado ao uso de
adsorventes e resinas um dos tratamentos mais promissores e economicamente
viaveis.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma
metodologia de tratamento do hidrolisado hemicelulésico de aparas de Eucalyptus
grandis a fim de melhorar a eficiéncia de conversdo de xilose em xilitol pela
levedura Candida guilliermondii. Foram estudadas diferentes combinacdes de
tratamento baseadas na variacao do pH e no uso de adsorventes (carvao ativo ou
terra diatomacea) e resinas (resina MN-150 ou A860S) em hidrolisado concentrado
5,8 vezes de seu valor inicial.

Os ensaios foram realizados baseados em conceito de estatistica multivariada,
aplicando-se técnicas de planejamento fatorial fracionario, para identificar os
fatores importantes para o processo. A seguir foram quantificados os niveis dos
fatores significativos.

O estudo resultou em um modelo matematico empirico que representa o0s
parametros envolvidos no processo:

Ys = 0,341 +0,0434 X, -0,0921 X, -0,0859 X3 -0,0764 X1X> +0,0419 X; X3 +0,0574 X, X3

Onde Y5 representa o fator de rendimento em xilitol, em fungéo dos fatores resina
(X4), pH (X2) e adsorvente (Xs).

A metodologia desenvolvida permitiu estabelecer, entre as condigbes avaliadas,
o melhor tratamento com o qual foi possivel obter o maximo fator de rendimento
em xilitol (0,544 g xilitol/g xilose): fermentagdo com o hidrolisado 5,8 vezes
concentrado, tratado é)ela elevacao do seu pH inicial para 3,5, adsor¢do com 2,4%
de carvao ativo (a 30°C por 34,5 minutos) e passagem pela resina MN-150 (a 30°C
com um fluxo de 0,9 mL/minuto e volume de leito de 200 mL).



ABSTRACT

“Utilization of Active Charcoal, Resins and Diatomaceous Earth for the
Treatment of the Eucalyptus Hydrolysate in the Biotechnological Xylitol
Production”. Giovani Branddo Mafra de Carvalho. Master degree Dissertation.
Post-Graduation Program in Industrial Biotechnology. Department of Biotechnology.
Chemical Engineering College of Lorena. Adviser: Dr. Jodo Batista de Almeida e
Silva (Department of Biotecnology, FAENQUIL, Lorena, SP, Brazil). Examining
Board: Dr. Jodo Batista de Almeida e Silva (Chairman), Dr. Maria das Gracas de
Almeida Felipe and Dr. Urgel de Almeida Lima. August, 2005.

Several researches have demonstrated that the xylitol obtainment by
fermentation of lignocelullosic hydrolysates is restricted due to the presence of
inhibitory compounds of the microbial metabolism, which are proceeded from the
lignocellulosic structure hydrolysis. Many physico-chemical treatments have been
proposed in order to reduce the concentrations of these compounds in the
hydrolysates. The pH alteration combined with the use of adsorbents and resins is
one of the more promising and economically viable treatments.

In this way, the present work aimed the development of a methodology for the
treatment of Eucalyptus Grandis shavings hemicellulosic hydrolysate in order to
improve the efficiency of the xylose-to-xylitol conversion by Candida guilliermondii
yeast. Different combinations of treatments based on the pH variation and the use
of adsorbents (active charcoal or diatomaceous earth) and resins (resin MN-150 or
A860S) in the 5.8-fold concentrated hydrolysate were studied.

The assays were performed based on the concept of multivariate statistics,
applying the fractional factorial design, to identify the important factors for the
process. Afterwards, the levels of the significant factors were quantified.

The study resulted in an empirical mathematical model that represents the
parameters involved in the process:

Ys = 0,341 +0,0434 X, -0,0921 X, -0,0859 X3 -0,0764 X1X> +0,0419 X; X3 +0,0574 X, X3

Where Y5 represents the xylitol yield factor, as a function of the resin (Xy), pH (X2)
and adsorbent (X3).

The methodology allowed to establish, among the evaluated conditions, the best
treatment that obtained the maximum xylitol yield factor (0.544 g xylitol/g xylose):
fermentation with the 5.8-fold concentrated hydrolysate, treated by initial pH
increase to 3.5, adsorption with 2.4% active charcoal (at 30°C for 34.5 minutes) and
flow through the resin MN-150 (at 30°C with 0.9 m/L/minute flowrate and 200 mL
bed volume).



1 INTRODUCAO

Atualmente tem-se observado um grande aumento dos estudos que visam o
aproveitamento integral dos residuos agro-industriais e florestais, destacando-se as
aparas de eucalipto.

O aproveitamento desses materiais nos processos fermentativos tem sido,
nos ultimos anos, objeto de pesquisas cada vez mais numerosas, em decorréncia
do impacto ambiental negativo causado.

Em conseqliéncia do desenvolvimento da industria madeireira e de papel e
celulose, os residuos de eucalipto no Brasil constituem, atualmente, uma das
principais fontes renovaveis e abundantes de carboidratos a serem utilizados nos
processos de bioconversao para a obtencao de produtos de interesse econémico e
social, como por exemplo, o xilitol.

O xilitol € um polialcool, com poder adogante semelhante ao da sacarose e
que pode ser utilizado em alimentos destinados a pacientes diabéticos, obesos e
deficientes da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase. Possui propriedade anti
cariogénica e pode ser utilizado em varios segmentos da industria alimenticia e
farmacéutica para obtencdo de uma grande variedade de produtos de interesse
econdmico e social.

A producao comercial desse adogante ocorre por via quimica, através da
hidrogenacgéo catalitica da xilose presente nos hidrolisados obtidos dos materiais
lignocelulésicos. Este processo resulta em uma mistura de agucares e polidis, o
que torna complexa a etapa de purificacdo de xilitol. Adicionalmente, o rendimento
e a qualidade do xilitol obtido dependem da pureza da solugéo inicial de xilose,
sendo necessarias extensivas etapas de purificagdo do hidrolisado hemicelulésico.
A descoberta de microrganismos capazes de converter xilose em xilitol a partir de
hidrolisados hemicelulésicos torna o0 processo microbiolégico alternativa
promissora para obtengdo comercial deste adocgante.

Projetos voltados para o desenvolvimento dessa tecnologia vem sendo
desenvolvidos pelo Grupo de Microbiologia Aplicada e Bioprocessos do
Departamento de Biotecnologia da Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena
(FAENQUIL).



Estudos realizados até o presente momento mostram que os teores de xilitol
obtidos em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar, de palha de
arroz e palha de trigo sdo superiores ao que foi obtido em hidrolisado
hemicelulésico de eucalipto. Presume-se que tal comportamento se deva ao fato
de este hidrolisado apresentar maior teor de compostos téxicos que outros. Esses
compostos sdo oriundos do procedimento de hidrolise da estrutura lignocelulésica,
como acido acético, furfural, hidroximetilfurfural e compostos derivados da lignina
solavel em meio &cido.

Desta forma justifica-se a realizacdo de estudos do tratamento deste
hidrolisado com vista a remover ou minimizar as concentracées dos compostos
toxicos, para que melhor eficiéncia desta bioconversdao possa ser alcancada
empregando-se hidrolisado hemicelulésico de eucalipto. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar a influencia das diferentes combinagbes de tratamentos
sobre a remocao de compostos téxicos do hidrolisado hemicelulésico de aparas de
eucalipto, visando melhorar o bioconversdo de xilose em xilitol por Candida
guilliermondii a partir deste hidrolisado.

A desintoxicacdo do hidrolisado foi realizada utilizando O6xido de calcio,
carvao ativo, terra diatomacea e resinas de acordo com um planejamento fatorial
2. Posteriormente ocorreu a fermentacdo do hidrolisado tratado, em agitador. Os
resultados dos ensaios foram expressos em tabelas estimativas de efeitos, gréaficos
de valores previstos contra valores observados, erros-padréo, teste t de “Student” e
analise de variancia. Os fatores que exibiram efeito significativo foram utilizados
para compor os modelos matematicos de natureza empirica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignocelulésica é constituida pelas arvores, plantas, gramineas e
algas, sendo considerada atualmente como a quarta fonte renovavel de energia
mais abundante no planeta (EUREC Agency, 1996). Os produtos florestais e
agricolas representam mais de 60% da biomassa total, sendo estimada a
produtividade de biomassa seca em 155 bilhdes de t/ano (SING, MISHRA, 1995).

Como conseqliiéncia do desenvolvimento da agricultura e da industria florestal
sao gerados, a cada ano, milhdes de toneladas de residuos lignocelulésicos, os
quais constituem fontes potenciais de energia e matérias-primas de baixo custo.
Estes materiais podem ser utilizados em diversos processos de bioconversao, com
a finalidade de obter varios produtos de maior valor agregado tais como
combustiveis, compostos quimicos de interesse industrial e alimentos, entre outros
(OLIVEIRA, 1980, SADDLER et al. 1983, RIPOLI et al. 1990, FULLER et al., 1996).
Existe ainda um beneficio ambiental no aproveitamento desses residuos, tendo em
vista que os mesmos representam poluentes ambientais potenciais (EUREC
Agency, 1996).

O reconhecimento da natureza finita dos combustiveis energéticos
convencionais, a necessidade de se controlar a poluicdo ambiental e a mudanca
dos valores sociais e culturais tem incentivado a comunidade cientifica
internacional a examinar fontes alternativas de materiais e energia (KHUAD,
SINGH, 1993). Uma solucao pratica para estes problemas € o desenvolvimento de
tecnologias que permitam o uso das fontes renovaveis de energia existentes na
natureza, como a biomassa lignocelulésica (EUREC Agency, 1996).

O potencial de aproveitamento da biomassa lignocelulésica baseia-se em sua
composi¢do quimica. Independente de sua origem, os materiais lignocelulésicos
contém celulose, hemicelulose e lignina como principais componentes, em
proporgdes que variam de 40 a 50%, 25 a 35% e 15 a 25%, respectivamente
(WYMAN, GOODMAN, 1993).



Segundo FERRAZ (2001), no caso especifico das madeiras, a celulose é o
componente mais abundante (cerca de 50%), sendo um polimero linear (parte
amorfo e parte cristalino), formado exclusivamente por moléculas de anidro-glicose
unidas através de ligagdes B-(1-4)-glicosidicas. Estritamente a celulose € composta
por unidades monoméricas de celobiose, que se repetem sempre, apresentando o
oxigénio que liga os anéis glicosidicos na posicdo equatorial conforme mostrado na
Figura 1.

As polioses (ou hemicelulose) sdo compostas pelos agucares glicose, manose e
galactose (hexoses) e xilose e arabinose (pentoses), podendo ainda quantidades
variaveis de acidos urénicos e desoxi-hexoses em alguns tipos de madeira (Figura
1). Esses acgucares apresentam-se na forma de polimeros ramificados, de menor
massa molecular que a celulose e podem ser homopolimeros (exemplo: xilana,
formado por xilose), ou heteropolimeros (exemplo: glicomanana, formado por
glicose e manose). O teor de polioses em diferentes tipos de madeira é bastante
variavel, mas pode-se admitir um valor médio de cerca de 20% (FERRAZ, 2001).

A lignina € composta basicamente por unidades de fenilpropano formando uma
macromolécula tridimensional e amorfa, representando 20% a 30% do total da
madeira. O acoplamento das unidades de fenilpropano nao ocorre de forma regular
e repetitiva, o que é atribuido ao mecanismo de biossintese da lignina, que se
processa por via radicalar a partir da reacao de trés diferentes alcoois cinamilicos
precursores. Os diferentes tipos de acoplamento entre os precursores dao origem a
varios tipos de ligagcdes entre as unidades fenilpropano. As mais abundantes séo:
B-O-4 e a-O-4 (50-65%), B-5 (6-15%), B-1 (9-15%), 5-5 (2-9%) e B-B (2-5%). A
terminologia empregada na quimica da lignina é baseada numa estrutura basica de
fenilpropano. Nessa terminologia considera-se como carbono 1 do anel aromético
aquele que esta ligado a cadeia propéanica. Os carbonos dessa cadeia lateral sao
entdo denominados, respectivamente, como, a, e v, partindo do carbono ligado
ao anel aromético. Uma estrutura modelo para lignina é mostrada na Figura 2.
Existe ainda uma fragdo menor na madeira, formada basicamente por compostos
fendlicos e resinas, que comumente sdo chamados de extrativos (solUveis em

solventes organicos e agua) e compreendem cerca de 2 a 4% (FERRAZ, 2001).



Conforme relatado por DEKKER (1985), os materiais lignoceluldsicos néo
podem ser utilizados “in natura” na maioria dos processos de bioconversao, pois
ndo podem ser diretamente utilizados pelos microrganismos produtores das
substancias de interesse industrial, sendo o fracionamento das principais fragdes
poliméricas um pré-requisito para a utilizagdo integrada desses materiais. A
hidrélise dos materiais lignocelul6sicos é efetuada por processos fisicos, quimicos
e biolégicos e pela combinacdo destes. Dentre estes métodos se incluem a
hidrélise acida (ALMEIDA e SILVA, et al.2002), hidrélise enzimatica (TSAO, 1978),
explosao a vapor (CONVERTI et al., 2000 a) e extragdo com solugdes alcalinas (do
TOIT et al., 1984).

Galactoglucomanana - Gli - Nlan - Man - Man - Gli - Man - Man - Man -
Gal Ac Ac
Glucomanana - Gli - Man - Man - Gli - Man - Man -
Xilana - Xil = Xil = Xil = Xil = Xil = Xil -
Ac Ara
IGlucuranoxilana - Xil = Xil = Xil = Xil = Xil - Xil -

ke di

Estrutura A [Hemiceluloses] - Estrutura simplificada de alguns tipos de
polioses (hemiceluloses): Gli - glicose; Man - manose; Gal - galactose; Ac -
acetil; Xil - xilose; Ara - arabinose.

HCH.C ¢ HO OH HOH.C @ O OH
\O O 0O ) -."j/
Oo 0.
HO HO CH,CH 1 HO HO CH,OH 1

Estrutura B [Celulose] - Estrutura de um fragmento de celulose.

Figural- Estrutura de alguns tipos de hemiceluloses [figura A] e de um
fragmento de celulose [figura B] (FERRAZ, 2001).
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Figura 2- Modelo de uma estrutura de lignina proposta por H. Nimz  (Ferraz,
2001).

Quando se realiza a hidrélise de materiais lignoceluldésicos nota-se que a
principal dificuldade encontrada no aproveitamento dos hidrolisados é que além da
fracado hemicelulésica podem ser encontrados outros compostos provenientes do
processo de hidrdlise tais como acido aceético, furfural, hidroximetilfurfural, &cido
férmico, acido levulinico, assim como compostos aromaticos derivados da
degradagao da lignina e dos extrativos da madeira, 0os quais possuem grande
potencial inibitério na atividade fermentativa dos microrganismos. Portanto, é
necessaria a remogao ou reducado de suas concentragcdes para que os hidrolisados
possam ser empregados efetivamente nos processos de bioconversao (PARAJO et
al., 1998b).

O residuo sélido do processo de hidrélise € composto por celulose, lignina e
uma minima fracdo de hemicelulose, podendo ser aproveitado, segundo FUNK



(1975), em diferentes aplicacées como producédo de papel, aglomerados, alimento
animal, carvao ativo e para o processo de gaseificacdo. A gaseificacdo é um
método de processamento de restos de madeiras. Este método, em vez da queima
do residuo lignocelulésico em caldeiras como se faz atualmente, consiste na
producdo de gases combustiveis a partir dessa matéria prima, os quais adicionam
as turbinas e o0s geradores das usinas com maior eficiéncia que o método
empregado atualmente. Desse processo resultaria ainda o vapor, que também
seria utilizado para movimentar geradores no sistema tradicional. Com isso, o

potencial de producéo de energia poderia ser dobrado (AGROFOLHA, 2001).

2.2 Residuos de eucalipto

O Brasil possui a maior area de selva tropical do mundo e conta com
aproximadamente 5 milhdes de hectares de plantacées florestais, que devem ser
incrementados nos préximos anos com uma taxa de crescimento de 135 000
ha/ano (FAO, 2000). Segundo relato de FERNSIDE (1998), somente no estado de
Sao Paulo o governo procurou aumentar a area de plantacdes florestais de 750
000 ha em 1990 para 1,5 a 2,8 milhées de ha em 2005.

Conforme estatisticas da FAO de 2000 o Brasil era considerado o quinto
produtor de madeira de uso industrial e 0 maior produtor de madeiras tropicais em
nivel mundial. Quase metade de sua producado de madeira é processada para uso
industrial destinando-se o restante a elaboragcdo de polpa e papel. O Brasil
aproveita uma proporgao relativamente elevada de sua produgcdo de madeira,
ainda assim, continua a ser um dos dez maiores exportadores de produtos
florestais e um dos trés maiores produtores e consumidores de lenha do mundo.

Nas ultimas décadas no Brasil, o eucalipto vem sendo o género florestal
mais utilizado para aumentar a area de plantacdes utilizadas para fins industriais,
contribuindo assim para o desenvolvimento vertiginoso das industrias madeireiras e
de polpa e papel. Somente em 2000 forem plantados 2 964 000 ha, o que
representa 59,5% da area total de plantacées florestais no pais (Tabela 1).



Tabela 1- Plantacoes florestais no Brasil em 2000.

Grupo de espécies Area plantada Industrial Nao industrial

ha % % %

Eucaliptos 2.964.000 59,5 100 -

Seringueira 180.000 3,6 - 100

Teca 13.500 0,3 100

Pinhos 1.769.300 35,5 100

Outras coniferas 54.000 1,1 100

Total 4.981.500 100 - -

Fonte: FAO (2000)

O eucalipto € uma angiosperma do género Eucalyptus, abrangendo mais de
600 espécies. A sua distribuicdo natural ocorre na Australia, Tasmania e Indonésia.
Foi introduzido em outros continentes, inicialmente como planta ornamental e
medicinal, passando posteriormente a ser utilizado para reflorestamento em geral
(CORREA, 1978).

Dentre as poucas espécies de eucalipto consideradas como excelentes do
ponto de vista comercial, o Eucalyptus grandis destaca-se por ser a espécie
dominante no Brasil. Os projetos de reflorestamento econémicos com esta espécie
tiveram inicio apés a introdugéo do eucalipto da Australia, por Edmundo Navarro de
Andrade, a partir de 1904, para cobrir as necessidades de dormentes das
companhias de estradas de ferro (CORREA, 1995).

Atualmente sua produtividade se encontra entre as maiores do mundo e os
rendimentos em matéria seca s&o estimados em torno de 50t/ha.ano (EL BASSAM,
1998). As caracteristicas que tornam esta espécie parte definitiva da producéo
florestal no Brasil sdo sua precocidade, produtividade, rentabilidade e qualidade
dos produtos finais obtidos (COUTO et al., 1998).

Somente 51,7% da massa seca total do eucalipto € aproveitado pela
industria brasileira, permanecendo o restante no campo na forma de folhas, galhos,
copas e madeiras finas que constituem residuos com grande potencial para serem
utilizados em processos biotecnologicos (BRITO et al., 1979, CANETTIERI, 2004).



A composicado quimica (p/p) dos residuos de eucalipto é de 40,20 £ 0,6 %
celulose; 15,67 = 1,7 % hemicelulose; 23,44 £+ 1,2 % lignina insoluvel; 3,46 £ 0,2 %
lignina soluvel; 26,90 + 1,0 % lignina total; 2,43 + 1,0 % grupos acetila e 1,41 + 0,1
% cinza (CANETTIERI et al., 2002a). Em funcdo da facilidade da hidrélise da
fracdo hemicelulésica, pode-se obter um hidrolisado rico em acgucares
fermentesciveis, em particular a xilose (CARVALHO et al., 2005a).

A descoberta de microrganismos capazes de fermentar xilose (ONISHI &
SUZUKI, 1966; BARBOSA et al., 1988; SIRISANSANEEYAKUL et al, 1995)
propiciou o desenvolvimento de uma série de pesquisas visando o aproveitamento
biotecnoldgico desses residuos, com a finalidade de obter produtos de elevado
valor agregado como butanol, acido butirico (SADDLER et al., 1983) acido citrico
(PRATA, 1989), 2,3-butanodiol (PRATA, 1997), proteina microbiana (ALMEIDA e
SILVA, 1991, 1996, 2003) e xilitol (FELIPE et al., 1996a).

2.3 XILITOL

2.3.1 Propriedades e Aplicacoes

O xilitol (CsH41205), um alcool pentahidroxilado (pentiol) de massa molar 152,15
g/mol. E um produto intermediario do metabolismo de carboidratos no homem e em
animais. Sua concentracdo no sangue humano varia de 0,03-0,06 mg/100mL
(MANZ et al., 1973). E também encontrado em frutas e vegetais (WANG & van
EYS, 1981; HYVONEN et al., 1982), porém em baixas concentracdes, fato que, do
ponto de vista econdmico, inviabiliza o uso dessas fontes para a sua extragao
(EMODI, 1978).

Algumas das suas propriedades fisico-quimicas estdo apresentadas na Tabela



Tabela 2- Propriedades fisico-quimicas do xilitol (MANZ et al.,

1973,

HYVONEN et al., 1982, BAR, 1991).

Férmula Quimica CsH120s
Massa Molar [g/mol] 152,15
Sabor Doce
Odor Inodoro
Aparéncia P¢ cristalino, branco.
Ponto de fusao [°C] 92-96
Ponto de ebuli¢éo [°C] 216
pH de uma solugéo a 5% 5-7
Umidade (20 °C, Aproximadamente 0,5
60%URAr) [%]
Viscosidade a 20 °C [cP] A 10%:1,03; a 60%: 1,23.

Solubilidade a 30 °C

689/100g de solugdo, igual a da sacarose (abaixo dessa temperatura o xilitol € menos
soluvel, com o aumento da temperatura o xilitol se torna significativamente mais soluvel

que a sacarose).

Densidade [g/cm?]

A 10%: 1,03; a 60%: 1,23.

Calor de dissolucao

-34,8 cal/g (efeito “refrescante”)

Poder adocante

Igual ao da sacarose, superior ao sorbitol e manitol.

Valor calérico [Kcal/g]

4,06

indice de refragéo a 25 °C

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

Estabilidade

Estavel a 120 °C e sob as condi¢des normais de processamento de alimentos. A

caramelizagdo ocorre se aquecido por varios minutos proximo ao ponto de ebuli¢éo.

Higroscopicidade

Em umidade relativa alta o xilitol € mais higroscopico que a sacarose, mas menos que 0

sorbitol.

A importancia econ6mica e social do xilitol deve-se principalmente a seu

potencial como substituto de aclcares convencionais, devido a seu poder adocante

(EMODI, 1978; HYVONEN et al., 1982), comparavel ao da sacarose e superior ao

do sorbitol e manitol (BAR, 1991; WINKELHAUSEN & KUZMANOVA, 1998).
Conforme relatado por MORENO (2002), as moléculas de alimento se dissolvem

na saliva para poder penetrar na papila e entrar em contato com os receptores.
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Estes enviam impulsos nervosos ao cérebro o qual interpreta os sinais dos
receptores nos permitindo sentir os diferentes sabores. Tem-se demonstrado que o
receptor do sabor doce € uma proteina helicoidal com a qual substancias doces
interagem. Observa-se também que a caracteristica minima que os agucares
devem apresentar para serem considerados doces é a presenca do grupo glicol.
Esta caracteristica é apresentada pelo xilitol.

O xilitol apresenta também propriedade anticariogénica, pelo fato de ndo ser
utilizado pelos microrganismos da flora bucal, em particular pela bactéria
Streptococcus mutans, e de conseqlentemente evitar a formagdo de acidos que
atacam o esmalte dos dentes (LINGSTROM et al., 1997; GALES, NGUYEN, 2000).
Além da reducao de caries dentarias, o xilitol induz a remineralizacdo do esmalte
do dentes, revertendo lesées recém-formadas, uma vez que a composi¢ao quimica
da saliva parece ser favoravelmente afetada pelo xilitol, apresentando um
significativo aumento de ions, calcio e fosfato (MAKINEN, 1976).

Na industria alimenticia o xilitol tem um grande potencial de aplicagdo. Devido a
auséncia de grupos aldeidicos e cetdnicos em suas moléculas, o xilitol ndo provoca
nos alimentos reacdes de escurecimento do tipo “Maillard” (MANZ et al., 1973).
Sendo assim, ele é apropriado para o processamento, em temperaturas elevadas,
de alimentos nos quais estas reacdes sao indesejaveis. Uma vez que o xilitol ndo é
fermentado por leveduras, sua utilizagdo no preparo de xaropes e refrescos €
altamente vantajosa, eliminando a necessidade de pasteurizacdo do produto e da
adicdo de conservantes para estoque por 4 ou 5 meses em frascos fechados
(MANZ et al., 1973). Por ser muito bem tolerado pelo organismo humano
(MAKINEN, 1976), o xilitol € empregado com seguranga na area clinica. De fato,
esse adocante tem sido indicado para pacientes com doencas biliares e renais,
como também para pessoas obesas, ja que contribui muito pouco para a formacéao
de tecidos gordurosos, quando comparado a outros agucares (BAR, 1991). O xilitol
pode ser também eficazmente empregado, no tratamento de outras desordens
metabdlicas, como a deficiéncia da enzima glicose-6 fosfato desidrogenase
(EMODI, 1978) e na dieta de diabéticos, por ndo requerer insulina para seu
metabolismo (YLIKAHRI, 1979). Segundo MAKINEN (2000), os efeitos clinicos
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associados com a administragdo de xilitol pode ser explicados por uma simples
teoria pentiol-hexitol, a qual se baseia no fato de que o metabolismo dos
carboidratos que apresentam 6 atomos de carbono em sua estrutura é
freqUentemente inibido pelo metabolismo de carboidratos com 5 &tomos de
carbono.

Tem sido relatado que este poliol previne a redugdo da densidade dos 0ssos,
bem como seu conteldo de minerais, célcio e fésforo, melhorando
consideravelmente as propriedades biomecéanicas dos ossos (MATTILA et al.,
1998a; MATTILA et al; 1998b; MATTILA et al., 1999) pelo que poderia ser utilizado
no tratamento de doencgas 6sseas como a osteoporose.

Varios estudos tém mostrado que o xilitol inibe com efetividade o crescimento
das espécies bacterianas S. pneumoniae e Haenophilus influenzae que causam a
otite média aguda, sendo recomendado seu uso como um tratamento alternativo
promissor ao emprego de antibidticos para combater essa doenga (UHARI et al.,
2000; ERRAMOUPSE, HENEMAN, 2000).

O xilitol combinado com glicéis € utilizado no campo da traumatologia para
preparar poliésteres ramificados, como por exemplo, o hidroxipropilxilitol, cujas
propriedades mecanicas termofisicas sdo semelhantes as das espumas de
poliuretano usadas para imobilizagdo de lesdes traumatolégicas (SANROMAN et
al., 1991).

No Japao, Alemanha e outros paises da Europa, o xilitol foi aceito na nutricao
parenteral (TOUSTER, 1974; MAKINEN, 1976) e no preparo de solugdes
parenterais contendo aminoacidos, pois, ao contrario do que ocorre com a glicose,
nao reage com aminoacidos (FORSTER, 1974).

Existe um numero significativo de companhias nos Estados Unidos que se
encontram interessadas na producado de xilitol por via biotecnolégica em grande
escala no futuro, similar interesse se demonstra na Suica, Finlandia e Alemanha
(CORONADO & NAPOLES 2002).

Tudo isso faz do xilitol um insumo de grande importancia nas industrias

alimenticia, odontolégica e farmacéutica. Como adocante, € largamente

12



empregado na Alemanha e Suicga; no Brasil, é utilizado na formulacdo de gomas de
mascar, pastilhas e creme dental.

2.3.2 Vias de obtencao

O xilitol pode ser extraido das fontes naturais por extracdo sélido-liquido,
porém, devido a sua baixa concentracao, na ordem de 900mg/100g, nessas fontes,
este processo se torna economicamente inviavel (HYVONEN et al., 1982).

Via quimica

O processo tradicional de obtencdo de xilitol por via quimica consiste na
hidrogenagé@o de uma solugéo de xilose de alta pureza, na presenga de catalisador
Niquel Raney finamente disperso (Figura 3). Este processo € conduzido em reator
descontinuo trifasico operando de forma isotérmica e isobarica (MIKKOLA &
SALMI, 1999, MIKKOLA et al., 1999).

Al D,

Figura 3- Estrutura do catalisador Niquel Raney e um possivel
mecanismo de adsor¢ao de monossacarideos no mesmo (MIKKOLA et al.,
1999).

A solucao de xilose empregada na producao de xilitol por esta via é obtida da
hidrélise acida de materiais lignoceluldsicos ricos em xilana. Apo6s esta hidrélise, a
solucdo segue varias etapas de purificacao (Figura 4), até a transformagéo quimica
da xilose em uma mistura de xilitol com outros agucares e polidis (HYVONEN et al.,
1982). O rendimento e a qualidade do xilitol obtido por esse processo estdo
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intimamente relacionados com a pureza da solugéo inicial de xilose. Além disso,
sa0 necessarias varias etapas posteriores de purificacdo de residuos toxicos do
catalisador, originados durante o processo de hidrogenagdo (MELAYA &
HAMALAINEN, 1977), o que ocasiona aumento do tempo de processo e
encarecimento do produto. Segundo MIKKOLA & SALMI (1999), apéds varios ciclos
de hidrogenacgao pode-se observar a desativacdo do catalisador devido ao colapso
da estrutura de poros, lixiviacdo dos promotores (alumina) e acumulo dos materiais
organicos sobre a superficie do catalisador. Os materiais organicos tidos como
toxicos ao catalisador sdo provenientes da solugcédo de xilose mal purificada e dos
produtos de reacbes paralelas a formacdo de xilitol (Figura 5). Estudos
empregando tratamento ultra-s6nico integrado a hidrogenagao catalitica da xilose,
tém demonstrado uma notavel reducdo na desativagcdo do catalisador Niquel
Raney, o que resulta na estabilidade catalitica do mesmo (MIKKOLA & SALMI,
1999, 2001).

Acido Xildnico
A
SH™ cat. | + HD \‘
-2 HaO . +2 H* .

Furfural = Xilaze » Xilitol

i H* cat. + H*

v b 2 H
Produtos de ¥iluksge———w»drabmit ol
poimerizacdo

Figura 5- Esquema das reacoes principal e paralelas na hidrogenacao da
xilose (MIKKOLA & SALMI, 1999, MIKKOLA et al., 1999).

Apoés a hidrogenacao catalitica da xilose, o material hidrogenado é separado
mediante filtracdo mecanica e separagcdo cromatografica e, posteriormente, é
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realizada a cristalizagdo do xilitol obtido (MELAJA & HAMALAINEN, 1977;
HEIKKILA et al., 1992).

Uma alternativa para a via quimica é a obtencao biotecnol6gica de xilitol a
qual nao requer uma solucao de pentose de elevada pureza (CANETTIERI et al.,
2002b; CANILHA et al., 2003b, MUSSATTO & ROBERTO, 2003; CARVALHO et
al., 2004; FAVERI et al., 2004). Ademais, o processo biotecnolégico opera em
condicoes mais brandas de pressao e temperatura que 0 processo quimico, e seu
emprego pode reduzir os altos niveis de poluicdo ambiental bem como os gastos
relacionados com o tratamento de residuos produzidos pela via quimica
(WINKELHAUSEN & KUSMANOVA, 1998).
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FIGURA 4- Producio de xilitol e xilose (MELAJA & HAMALAINEN, 1977;
HYVONEN et al., 1982).
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Via biotecnoldgica

O metabolismo de D-xilose em xilitol ocorre em varios microrganismos,
porém, a maioria das pesquisas sobre a obtencdo biotecnolégica de xilitol é
realizada com leveduras, embora em alguns trabalhos sejam empregados fungos
filamentosos e bactérias (FELIPE, 2004). Segundo LIMA & BERLINCK (2003),
dentre as leveduras, que sado fungos amorfos, varias espécies foram identificadas
como produtoras de xilitol, destacando-se as do género Candida, pela maior
eficiéncia de conversao (Tabela 3).

Tabela 3- Leveduras produtoras de xilitol — os cédigos indicam diferentes
linhagens dos fungos, e a producao é por litro de meio de cultura (LIMA &
BERLINCK, 2003).

Leveduras Concentracoes de Xilitol (g/L)
Candida boidinii (NRRL Y - 17213) 2,9
Candida guilliermondii (FTI — 20037) 37
Candida intermedia (RJ — 248) 5,7
Candida mogii (ATCC 18364) 31
Candida parapsilosis (ATCC 34078) 20
Candida pseudotropicalis (1Z-431) 43
Candida tropicalis 2,1
Candida tropicalis (HXP 2) 438
Candida tropicalis (1004) 17
Candida tropicalis (ATCC 7349) 20
Candida tropicalis (ATCC 20240) 55
Candida utilis (ATCC 22023) 1,8
Candida utilis (C - 40) 3
Debaryomyces hansenii (C - 98, M - 21) 0,8
Hansenula anomala (1Z - 1420) 6,1
Kluyveromyces fragilis (FT1 — 20066) 4,6
Kluyveromyces marxianos (1Z — 1821) 6,1
Pichia (Hensenula) anomala (NRRL Y — 366) 2
Pachysolen tannophilus (NRRL Y — 2460) 2,2
Saccharomyces (SC — 13) 0,7
Saccharomyces (SC — 37) 2,3
Schizosaccharomyces pombe (16979) 0,2
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Em bactérias, D-xilose € inicialmente convertida em D-xilulose pela xilose
isomerase em um Unico passo, enquanto em leveduras e fungos filamentosos, D-
xilose é metabolizada principalmente por dois estagios envolvendo oxidagdo e
reducdo. Neste caso, ocorre reducao de xilose em xilitol por uma xilose redutase
(XR) dependente de NAD(P)H e uma oxidacdo de xilitol em xilulose pela xilitol
desidrogenase (XD) dependente de NAD+. Xilulose é entdo fosforilada pela
xilulose quinase em D-xilulose-5-fosfato, a qual pode ser catabolizada pelas vias
pentose fosfato, Embden-Meyerhof-Parnas ou Fosfoketolase. Um desbalanco do
sistema redox NAD+:NADH no metabolismo de xilose de leveduras é evitado pela
reducao de xilose em xilitol com participacdo de NAD(P)H. Em microrganismos
fermentadores de xilose, a xilose redutase geralmente usa ambos NADPH e
NADH, enquanto a xilitol desidrogenase é principalmente dependente de NAD+
(FELIPE, 2004).

Dentre os fatores que regulam o acumulo e a excre¢ao do xilitol, destaca-se
a disponibilidade de oxigénio (O,). Segundo SKOOG & HAHN-HAGERDAL (1988)
as células requerem oxigénio para sintetizar esterois, acidos graxos insaturados e
acidos nicotinicos necessarios para realizar as funcdes de transporte de agucares
através da membrana celular. A assimilagdo de xilose é favorecida em cultivos
conduzidos sob condicdes aerdbias, indicando com isto que o oxigénio induz ou
ativa o sistema de transporte desta pentose (HAHN-HAGERDAL et al., 1994).

Conforme relatado por NOLLEAU et al. (1995), sob condicbes anaerébias, a
xilose ndo pode ser assimilada, ndo pela falta de enzimas especificas para o
metabolismo da xilose, mas pelo fato de que o NADH produzido ndo pode ser
regenerado através da fosforilagao oxidativa. A disponibilidade de oxigénio no meio
de fermentacéo direciona o metabolismo da xilose em leveduras, para 0 processo
respiratorio ou fermentativo (VANDESKA & KUSMANOVA, 1995a). NOLLEAU et
al. (1995) relatam que, este comportamento metabdlico deve-se a que, em geral, a
existéncia de diferengcas no requerimento dos cofatores necessarios para a
atividade das enzimas especificas do metabolismo da xilose, sendo que o NADPH
é requerido pela xilose redutase, enquanto a xilitol desidrogenase requer NAD*
para sua atividade catalitica. Conforme relatado por TAYLOR et al. (1990) o NADH
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produzido € regenerado na cadeia respiratéria, onde o oxigénio participa como
aceptor final de elétrons.

A formagéao de xilitol é favorecida sob condi¢des limitadas de oxigénio, como
consequéncia do acumulo intracelular de NADH, o que resulta na inibicdo da xilitol
desidrogenase NAD" dependente (van Dijken, Scheffer (1986) citados por
WINKELHAUSEN & KUSMANOVA, 1998). Conforme relatado por FURLAN et al.
(1991), condicdes excessivas de oxigénio ativam o Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos
(CAT) e o sistema de transporte de elétrons onde o NAD™ é regenerado, tornando
possivel a transformacao do xilitol em xilulose, que adicionalmente é degradada
através da via das fosfopentoses e Embden-Meyerhof-Parnas, resultando na
formacao de piruvato. Em consequéncia, menos xilitol € acumulado no meio.
Laplace et al. (1991) citados por WINKELHAUSEN & KUSMANOVA (1998), tém
sugerido que na presencga de oxigénio o piruvato é oxidado completamente através
do CAT, resultando em um aumento da massa celular.

Tém sido detectadas a presenca, em pequenas quantidades, de etanol,
glicerol e arabitol, dentre outros compostos, durante a bioconversao de xilose em
xilitol por algumas espécies de leveduras. Isto, segundo NOLLEAU et al. (1995),
pode ser devido ao fato de que em condigdes limitadas de oxigénio a célula
regenera o NADH através da formacao destes compostos. A via metabdlica de
obtencéo de xilitol esta esquematizada na Figura 6.

Nos ultimos anos tém sido desenvolvidas inuUmeras pesquisas com a
finalidade se conseguir a melhoria do processo microbiol6gico de obtengdo de
xilitol a partir do aumento da produtividade e/ou rendimento deste processo. Estes
trabalhos aplicam parametros cinéticos e de engenharia relacionados aos
processos fermentativos tais como o tipo de biorreator utilizado e a forma de
conducéao do bioprocesso.

19



Hilose Glicose
1 ]
* Transporte de Aclicares ¢
Xiloze Glicose
NADPH NADH NADP* ATP
NADP+ NAD+ NADPH _ ADP
ilitol Glicose 6P
NAD* co, 8 Fosfogluconato
Frutose 6P
se
Xilulose Ribulose 5P NaDPH " 07 ATP
ADP
-+ Frutose 1,6 P
Y
Xilulose 5
liceraldeido 3P = Dihidroxi
Sedoheptulose TP - acetona P
NADH
NAD* NAD*
ritrose 4P . o
. g % NADH Glicerol 3P
Fruioes 8P .- Glomaldel l
rutose 6P - Gliceraldeido 3P v Glicerol
NAD* Piruvato
NADH
, NADH C0y -
NAD Ciclo TCA <—— Acetil CoA  Acstaldsido 7~:Etami
-  MNADH
Cadela mﬁl\mm \ ,f NAD+ NAD?
Respiratdﬁa MADH

Figura 6- Metabolismo de xilose e glicose em leveduras fermentadoras
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As pesquisas sobre o bioprocesso de obtencdo do xilitol estdo sendo
desenvolvidas utilizando diferentes matérias primas (Tabela 4) e concentram-se
também nos diversos fatores que influenciam a bioconversao de xilose em xilitol
tais como a concentracao inicial de xilose (MEYRAL et al., 1991; NOLLEAU et al.,
1993), a presenca de glicose no meio de fermentacao (BICHO et al., 1988, SUGAI
& DELGENES, 1995, GIRIO et al., 2000, SILVA et al., 2004a), a presenca de
arabinose (KONDARZEWSKY et al., 2004), a fonte de nitrogénio (BARBOSA et al.,
1988), o pH (SLININGER et al., 1990, FELIPE et al., 1997b, RODRIGUES et al.,
2003), a temperatura (BARBOSA et al, 1988, CONVERTI et al, 2001) a
disponibilidade de oxigénio (WINKELHAUSEN et al., 1996; ACOSTA et al., 2000),
a concentragdo de células no inéculo (PARAJO et al., 1996¢c; ROBERTO et al.,
1996a, FELIPE et al., 1997a) e a presenca de compostos téxicos formados durante
o processo de hidrélise dos materiais lignocelulésicos (CLARK & MACKIE, 1984,
MUSSATO & ROBERTO, 2004a).

Tabela 4- Utilizacao de hidrolisados hemicelulésicos de diferentes matérias
primas para a producao biotecnolégica de xilitol.

Matéria |Microrganismo |Biorreator| Modode | Yes(g/g) | Qr (g/L.h) Referéncia
Prima Operacao
Cavacos Candida FE Descontinuo 0,76 0,68 Canilha et al.
de guilliermondiii (FTI (2003a)
eucalipto - 20037)
Bagaco de Candida STR* | Descontinuo 0,58 0,39 Carvalho et al.
canade | guilliermondii (FTI (2003)
agucar —20037)
Bagaco de Candida STR Continuo 0,70 0,70 Martinez et al.
canade | guilliermondii (FTI (2003)
acucar —20037)
Palha de | Debaryomyces STR Descontinuo 0,73 0,70 Faveri et al.
arroz | hansenii (2004)
(NRRL Y-7426)
Palha de Candida STR Descontinuo 0,84 0,17 Mussato,Roberto
arroz | guilliermondii (FTI (2003)
-20037)
Palha de Candida STR Descontinuo 0,90 0,50 Canilha et al.
trigo | guilliermondii (FTI (2003b)
-20037)

Ypss: Fator de conversao de xilose em xilitol, Qp: Produtividade volumétrica de xilitol, FE: Frascos
Erlenmeyer, STR: Biorreator agitado mecanicamente, * :Célula Imobilizada.
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2.4 Inibidores do Metabolismo Microbiano

O processo fermentativo de producdo de xilitol a partir de hidrolisados
hemiceluldésicos apresenta ainda algumas limitagdes, principalmente quanto a
produtividade, devido principalmente, a presenca de compostos inibidores do
metabolismo microbiano no hidrolisado hemicelulésico usado como substrato.
Estes incluem o furfural e o hidroximetilfurfural (produtos da degradagcdo da
hemicelulose), os compostos fendlicos e aromaticos (produtos da degradacéo da
lignina), o acido acético (originado de radicais acetila presentes em algumas
hemiceluloses) e os metais pesados tais como, cromo, cobre, niquel e ferro
provenientes do equipamento de hidrolise. Varios destes inibidores podem estar
presentes no hidrolisado, dependendo da fonte de matéria-prima e das condicbes
da hidrolise (LEE et al., 1983; HEIKKILA et al.,, 1992; LOHMEIR-VOGER et al.,
1998).

O efeito destes compostos na formacao de xilitol por leveduras estao
relacionados com a sua concentracdo no meio e com os parametros fermentativos
associados a producdo de xilitol, principalmente o pH e a aeracdo (PARAJO et al.,
1998).

Acido Acético

O acido acético é o principal derivado dos grupos acetila liberados das
xilanas acetiladas nos hidrolisados hemicelul6sicos. O modo de acao nas células
de leveduras pode ser pela reducao do pH intracelular, resultando em diminuicao
do crescimento e do metabolismo (LOHMEIR-VOGER et al., 1998).

A toxicidade do &cido acético na conversdo de xilose em xilitol tem sido
constatada quando este estd presente em concentragbes apreciaveis
(aproximadamente 3g/L) (FELIPE et al., 1995). O acido acético é considerado
como um potente inibidor do metabolismo da xilose em leveduras e seu efeito €
funcdo da sua concentracdo na forma nao ionizada (pKa 4,75) e, portanto,
depende do pH do meio de fermentagdo. No pH 6étimo para fermentacdo por
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leveduras (pH 4,0 — 5,0) este &cido encontra-se em maior proporcao sob a forma
nao ionizada e difunde-se livremente para dentro do citoplasma, onde dissocia-se
causando um decréscimo no pH intracelular. As leveduras sao capazes de regular
seu pH interno por meio de bomba de prétons mediante a ATPase situada no
plasma da membrana. Quando o pH intracelular diminui, aumenta a atividade da
ATPase resultando em uma prejudicial dissipacdo de ATP (KUSUMEGI et al.,
1998). Acima de uma certa concentracdo (3g/L) de acido acético, o catabolismo
celular ndo pode gerar suficiente ATP, portanto, o gradiente de prétons na
membrana ndo € mantido, a produgcédo de energia € desajustada e o transporte de
varios nutrientes é afetado (HERRERO et al., 1985).

FELIPE (1994) observou que nenhuma bioconversdo (xilose a xilitol) ocorreu
quando a levedura Candida guilliermondii cresceu em hidrolisado hemiceluldsico
de cana-de-agucar contendo 4cido acético em concentragdes maiores que 5g/L e
pH< 4,50.

Em meio quimicamente definido (meio sintético) o &cido acético favorece a
producdo de biomassa (na levedura Debaryomyces hansenii CCMI 941) em
concentracdes inferiores a 6,0 g/L (GIRIO et al., 2005).

Segundo estudos realizados por SILVA (2004b), o efeito inibitério do acido
acético sobre a bioconversao de xilose em xilitol por Candida guiiliermondii é
dependente da fase de crescimento da levedura, sendo este mais marcante
guando o acido se encontra em maior concentracdo no meio apés 12 horas de
fermentacdo. Segundo estes autores este efeito pode ser potencializado pela
presenca de outros compostos téxicos no hidrolisado, tais como furfural,
hidroximetilfurfural e fendis.

Lima et al. (2004) estudando o efeito do acido acético nas atividades das
enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XRH) de Candida
guilliermondii, concluiram que este acido néo interfere na formagéo de xilitol desde
gue o aumento na atividade da enzima xilose redutase seja proporcional para a

atividade da enzima xilitol desidrogenase.
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Furfural e Hidroximetilfurfural

O furfural e o hidroximetilfurfural sdo os principais produtos formados pela
desidratacdo das pentoses e hexoses, respectivamente. Em estudos realizados por
SANCHES & BAUTISTA (1988) o furfural e o hidroximetilfurfural provocaram
retardamento no processo fermentativo no inicio da fermentacdo e inibiram o
crescimento da levedura Candida guilliermondii. Estes efeitos foram provavelmente
causados pela acdo destes compostos sobre as enzimas glicoliticas triose-
fosfatodesidrogenase e a alcool desidrogenase. A inibicdo pelo furfural foi
observada para concentragées maiores de 1g/L e a inibicdo pelo hidroximetilfurfural
para concentragdes maiores que 1,5g/L..

Em estudos realizados com Pichia stipis, o efeito toxico do furfural foi
relacionado a inibicdo na respiracdo e na fosforilacdo oxidativa (PARAJO et al.,
1998). WEIGERT et al. (1988) atribuiram a inibicdo pelo furfural a sua interferéncia
direta no transporte de elétrons na cadeia de transporte na mitocédndria. Soboleya
(1974) citado por WEIGERT et al. (1988), constatou efeito inibitério do furfural
sobre a sintese de citocromos.

Na fermentacao alcodlica empregando Saccharomyces cereviseae, AZHAR
et al. (1981), verificaram a inibicao da multiplicacdo da levedura, em presenca de
furfural, na concentracao de 3,0g/L.

Em estudos realizados por GUTIERREZ et al. (2002), em grupos de
bactérias etanologénicas cultivadas em Agar, foi verificado que o furfural em
concentracdes superiores a 10mM (10 micromolar) diminui a velocidade de

formacao de etanol, mas ndo afeta a producéo final deste alcool.

Compostos Derivados da Degradacao da Lignina

Durante a hidrélise acida, uma pequena fracdo da lignina é degradada,
resultando na liberagdo de compostos aromaticos. Destes, os compostos fendlicos
de baixa massa molecular tém sido considerados os de maior forga inibitéria
(CLARK & MACKIE, 1984). Segundo VILLA et al. (1998) os compostos fendlicos

presentes no hidrolisado, embora em baixas concentragdes, inibem a converséo de
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xilose em xilitol pela levedura Candida guilliermondii. Concentragdes maiores que
0,1g/L mostraram efeito inibitério na velocidade de consumo da xilose, crescimento
celular e na producéo de xilitol.

GIRIO et al. (2005) testando varios compostos fendlicos, constataram que,
em meio sintético estes compostos diminuiram fortemente a velocidade especifica
de crescimento da levedura Debaryomyces hansenii CCMI 941.

PARAJO et al. (1998) relataram que a maioria dos produtos da degradacéo
da lignina sdo mais téxicos que o furfural e o hidroximetilfurfural e apresentam uma
alta potencialidade inibitéria em baixas concentracgées.

Em estudos realizados por FELIPE et al. (1999), sobre efeito do fenol na
bioconversdo de xilose a xilitol por Candida guilliermondii cultivada em meio
sintético, foi constatado que a exposicdo da cultura ao fenol inibiu esta
bioconversdo. Em meio sem fenol, 99% da xilose foi consumida pela levedura (com
48h de fermentacéo), ao passo que, com 0,05 g/L de fenol, o consumo foi reduzido
de 16%. Foram observadas no cultivo em presenca de fenol, reducdo na
concentragao celular, alteragbes morfoldgicas e perda da viabilidade celular. Estes
autores observaram também que o maximo fator de rendimento em xilitol (Yps =
0,68 g/g) foi obtido no meio sem fenol. Porém, no meio com fenol (0,05 g/L) houve
reducao deste fator de rendimento em 76%.

Cations Metalicos

Cations metalicos também influenciam a atividade das enzimas que
participam do metabolismo da xilose. Estudos realizados por GIRIO et al. (1996)
indicaram que Ca?*, Mg?* e Mn?* ndo afetam a atividade da xilitol desidrogenase;
no entanto, esta enzima pode ser fortemente inibida por Zn?*, Cd®** e Co®".

WATSON et al. (1984) estudaram os efeitos de ions sobre o crescimento
celular de Pachysolen tannophilus, para a producéo de xilitol e constataram que os
fons Cu®* e Cr** nas concentracdes de até 0,004 e 0,10g/L respectivamente nédo
afetaram significativamente a velocidade especifica maxima de crescimento (Umax),

mas a presenca de fons Ni** na concentragdo de 0,10g/L resultou na reducdo de
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60% no valor deste parametro.

2.5 Tratamentos dos Hidrolisados Hemiceluldsicos

Varios tratamentos tém sido utilizados a fim de melhorar o potencial dos

hidrolisados hemicelulésicos para serem utilizados em processos de bioconversao,

através da remocao ou reducdo das concentragées dos compostos toxicos aos

microrganismos. Segundo o principio empregado para a separagao dos compostos

inibidores, estes tratamentos podem ser agrupados em trés classes principais:

Tratamentos fisicos:

Troca ibnica (TRAN & CHAMBERS, 1985; FRAZER & MacCASKEY, 1989;
DOMINGUEZ et al., 1996; NAPOLES et al., 1998; CARVALHO et al., 2002;
CANILHA et al., 2003a).

Adsorcéo em carvao ativo (FRAZER & MacCASKEY, 1989; MARTON et al.,
2003; MUSSATTO & ROBERTO, 2004b; CARVALHO 2005b).

Extracdo com solventes organicos (FRAZER & MacCASKEY, 1989;
PARAJO et al., 1997a; CRUZ et al., 1999).

Extracdo em corrente de vapor (Beck, 1986; citado por PARAJO et al., 1998
b; CONVERTI et al., 2000).

Tratamento magnético (ACEA, 2002).

Tratamentos guimicos:

Ajuste de pH com alcalis (TRAN, CHAMBERS, 1985; FRAZER &
MacCASKEY, 1989; DOMINGUEZ et al., 1996; SILVA et al., 1998).
Alteracdao de pH com alcalis e acidos (TRAN & CHAMBERS, 1985;
AMARTEY & JEFRIES, 1996; ROBERTO et al., 1991; SILVA et al., 1998).
Adicdo de substancias redutoras (sulfitagdo) (PARAJO et al., 1997b).
Purificacdo mediante corrente de ozdnio (NARANJO et al., 2002).

Tratamentos bioldgicos:
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e Desintoxicagdo utilizando fungos e leveduras (SCHNEIDER, 1996;
PALQMVIST et al., 1997).

Devido a presencga nos hidrolisados de compostos toxicos com diferentes
propriedades fisico-quimicas, a maioria destes tratamentos, quando usados
separadamente, ndo sao eficazes para remover ou reduzir as concentracoes de
todos esses compostos a niveis que permitam o desenvolvimento dos processos
de bioconversao. A literatura especializada relata o uso de diferentes alternativas a
estas técnicas, dentre as quais podem ser citado o uso de cepas mutantes
(MOHANDAS et al., 1995), adaptacao das leveduras aos hidrolisados (FELIPE et
al., 1996b; SILVA & ROBERTO, 2001), reutilizagéo de células (SENE et al., 1998)
assim como o uso combinado dos tratamentos fisicos, quimicos e biol6gicos,
sendo a alteragcdo de pH combinado com a adsor¢gdo em carvdo ativo um dos
procedimentos mais utilizados para desintoxicar os hidrolisados (PARAJO et al.,
1996a; ALVES, 1997; FRAZER & MacCASKEY, 1989; PARAJO et al., 1997b;
DOMINGUEZ et al., 1996, MUSSATTO & ROBERTO, 2004a).

2.5.1 Alteracao do pH

O tratamento do hidrolisado por ajuste de pH consiste na utilizacdo de
alcalis para a elevacao deste, inicialmente acido, a valores apropriados para a
atividade microbiana.

Foi constatado que a elevacdo do pH resulta na precipitacdo de
componentes toxicos como ions de metais pesados, acetatos, taninos, terpenos e
compostos fendlicos (LEE & MacCASKEY, 1983; FRAZER & MacCASKEY, 1989).
Segundo Leonard, Hajny (1945), citados por PARAJO et al. (1998b), os &lcalis
mais adequados para efetuar este tratamento sdo os hidroxidos de bario, calcio,
sédio aménio. Entretanto, foram desenvolvidos varios trabalhos usando outros
alcalis, dentre eles o éxido de calcio (ROBERTO et al,, 1991), o carbonato de
magnésio (PARAJO et al., 1996a).

A influéncia do tratamento do hidrolisado pela elevacdo do pH com
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diferentes alcalis sobre o consumo de xilose por C. guilliermondii foi verificada por
ROBERTO et al. (1991). Esses autores constataram que, com a utilizacdo de CaO
e Ca(OH),, o consumo de xilose foi de 20% e 12%, respectivamente, enquanto que
elevando o pH com KOH a levedura nao foi capaz de assimilar essa pentose.

Varios estudos mostraram que o tratamento por elevacao do pH fornece
hidrolisados pouco susceptiveis a fermentagdo, obtendo-se baixa ou nenhuma
eficiéncia de bioconversao (TRAN & CHAMBERS, 1985; FRAZER & MacCASKEY,
1989; ROBERTO et al., 1991).

O tratamento baseado na alteracdo de pH com alcalis e acidos consiste da
elevacao do pH inicial do hidrolisado com o uso de um alcali seguido da reducao
deste pela adicdo de um &cido, até o pH étimo de fermentagéo.

Este tratamento tem sido proposto como um método para a desintoxicacédo
dos hidrolisados devido sua eficiéncia para remover o mesmo tipo de composto
que a elevacdo do pH. Porém tem um marcado efeito benéfico devido a
precipitacdo de compostos aromaticos de baixa massa molecular e a conversao de
furfural em alcool furfurilico (TRAN & CHAMBERS, 1985; Strickland, Beck, 1984,
citados por ROBERTO et al., 1991).

No entanto, este tratamento pode provocar degradacdo parcial dos
acucares. AMARTEY & JEFFRIES (1996) relataram perdas de glicose (14%),
xilose (4%) e arabinose (8%) apds o tratamento de hidrolisados de espigas de

milho.

2.5.2 Tratamento com Adsorventes

Quando se mistura um sélido finamente dividido em uma solucdo diluida
corada, observa-se que a intensidade da coloragdo decresce pronunciadamente.
Expondo um sélido finamente dividido a um gas a baixa pressao, esta pressao
decresce. Nestas situacdes o corante ou 0 gas sao adsorvidos sobre a superficie
do soélido. A intensidade do efeito depende da temperatura, da natureza da
substancia adsorvida (o adsorvato), da natureza e estado de agregacao do
adsorvente (o solido finamente dividido) e da concentracdo do corante ou da
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pressao do gas (CASTELLAN, 1999).

Se entre o0 adsorvato e a superficie do adsorvente agirem apenas forcas de
van der Waals, a adsorcao é denominada fisica ou de van der Waals. As moléculas
encontram-se fracamente ligadas a superficie e os calores de adsor¢ado sao baixos.
O aumento da temperatura produz uma diminuicdo notavel na quantidade
adsorvida. Ao contrario, quando as moléculas adsorvidas reagem quimicamente
com a superficie, o fendbmeno é denominado de adsorcdo quimica. Como na
adsorcdo quimica ligacdes sao rompidas e formadas, o calor de adsorcdo é da
mesma ordem dos calores de reagédo quimica (CASTELLAN, 1999).

Baseado nestas propriedades dos materiais adsorventes tem-se estudado a
remocao de compostos indesejaveis em diferentes solucdes: solucbes agucaradas
coradas utilizando resina adsorvente (PUROLITE, 1998), 6leo de oliva dissolvido
em n-hexano utilizando terra diatomacea (RIBEIRO et al, 2001) e hidrolisados
hemiceluldsicos utilizando carvao ativo (MUSSATTO & ROBERTO, 2004a,b).

Carvao Ativo

O tratamento de hidrolisados hemicelulésicos utilizando carvao ativo baseia-
se na capacidade deste material poroso, de origem natural, de adsorver sobre a
superficie diferentes tipos de moléculas, as quais sao retidas na superficie do
carvao através de interagdes fisicas fracas denominadas de van der Waals. Estas
interacdes sao resultantes de uma atracdo intermolecular de tal modo que seu
potencial €, basicamente, uma funcao da area superficial do material. Dentre varios
materiais comumente usados em processos de adsorcao fisica o carvao ativo
apresenta a maior area superficial, podendo variar entre 600 e 1600 m?g,
dependendo da matéria prima empregada para sua fabricacdo (CONSIDINE,
1974).

O carvao ativo é um material organico escuro (preto), inodoro que queima
sem chama. E um residuo caracterizado por se constituir de um material altamente
poroso, obtido por carbonizagcédo de produtos ou substancias organicas tratadas por
processos que lhe conferem elevado poder adsorvente, capaz de remover com

29



elevada eficiéncia, uma grande quantidade de compostos (NAMASIVAYAM et al.,
1997).

Geralmente, o carvao ativo pode ser obtido em forma de pd, granulado,
esférico e pastilhas. Cerca de 55% dos carvdes ativos sdo produzidos em forma de
pd, 35% granular, e 10% compreende as formas restantes (esférico e pastilhas).
Também, cerca de 80% da producao total de carvao ativo é utilizada em aplicacoes
na fase liquida, e 20% em aplica¢des na fase gasosa (SWIATKOWSKI, 1998).

O carvao ativo pode ser obtido a partir de matéria-prima vegetal (pinus,
acacia, pinho, eucalipto, cascas de céco, palha de arroz, bagaco de cana-de-
acucar) ou mineral (hulha e antracito), porém, na pratica as principais matérias-
primas usadas incluem a madeira, a hulha, e a casca de coco (AHMEDNA et al.,
2000b). A escolha da matéria prima deve ser feita de forma que se tenha alto teor
de carbono e baixo conteudo de compostos inorganicos. Também deve ser levados
em conta seu custo, disponibilidade e qualidade (SWIATKOWSKI, 1998). O tipo de
matéria-prima, as substancias utilizadas e as temperaturas de carbonizagao e
ativacao sao de grande importancia na preparagao de carvoes ativos, em relacao a
sua estrutura porosa. Os poros podem ser constituidos por fissuras, canais e
espacamentos maiores, podendo ser divididos em trés classes basicas:
microporos, mesoporos e macroporos. Uma representacdo esquematica destes
tipos de poros é mostrada na Figura 7.

De acordo com SWIATKOWSKI (1998), os poros do carvao ativo podem ser
classificados como: microporos (poros < 2nm), mesoporos (poros entre 2 e 50 nm),
e macroporos (poros > 50nm). Dentre estes, 0s microporos sao 0s que apresentam
maior significAncia para o processo de adsor¢cdo, uma vez que apresentam uma
area superficial especifica e um volume especifico muito grande, pois
compreendem a maior parte da area superficial total do carvao ativo. A presenca
de poros de varios tamanhos na estrutura do carvao ativo é de grande importancia,
uma vez que poros de tamanho pequeno ndo sao capazes de adsorver moléculas
de tamanho grande, e poros de tamanho grande também n&o sdo capazes de
adsorver moléculas de tamanho pequeno (AHMEDNA et al., 2000a). Além disto,

carvOes ativos com alta porcentagem de microporos, tendem a adsorver
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compostos de baixa massa molecular. Quando a porcentagem de microporos nao
€ tao alta, o carvao pode adsorver compostos de tamanhos variados, com
diferentes pesos moleculares.

microporos

mesoporos

Figura 7- Representacao Esquematica de diferentes tipos de poros em uma
particula de carvao ativo (SWIATKOWSI, 1998).

Apesar da estrutura porosa do carvao ativo ser um dos principais fatores
determinantes da sua capacidade de adsorgéo, esta também ¢é influenciada pelo
processo de ativacdo a que o carvao foi submetido, pela sua granulometria, area
superficial, densidade, pH, teor de cinzas, estrutura interna dos poros, e pela
presenga de grupos funcionais em sua superficie, como grupos carboxila, fenélicos
carbonilas, lactonas, anidridos e peroxidos ciclicos (AHMEDNA et al., 2000a,b;
COUTINHO et al., 2000). De acordo com estes autores, a carga elétrica destes
grupos presentes na superficie do carvao ativo, pode aumentar ou impedir a
adsorcdo de compostos. Se o adsorvato tem a mesma carga eletrostatica que a
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superficie do carvdo, ocorrera repulsao, inibindo desta forma o processo de
adsorcdo. Porém, substancias com cargas opostas a da superficie do carvao,
serdo adsorvidas em sua superficie.

Normalmente os carvbes ativos apresentam uma grande area superficial
interna, uma porosidade altamente desenvolvida, um alto grau de reatividade
superficial, e conseqlentemente uma grande capacidade de adsorcdao de
compostos quimicos presentes em liquidos e gases (SWIATKOWSKI, 1998;
COUTINHO et al., 2000). Estas caracteristicas fazem do carvao ativo de origem
vegetal ou mineral, uma matéria-prima importante no tratamento de hidrolisados
hemiceluldsicos.

Segundo GINORIS (2001), o tratamento dos hidrolisados por adsorsdao em
carvao ativo constitui um dos métodos mais econOmicos para reduzir as
concentragdes de compostos téxicos presentes nos hidrolisados.

Estudos realizados por MARTON et al. (2003), avaliando diferentes marcas
de carvao ativo no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
acucar, verificaram que a remocdo de compostos toxicos (acido acético, fendis,
furfural e 5-hidroximetilfurfural) presentes neste hidrolisado, n&o apresentou
diferengas significativas com a variagdo das marcas de carvao. Porém, 0 mesmo
nao ocorreu quanto a remogao de D-xilose, pois a utilizagdo do carvao ativo Synth
resultou na maior remogao desta pentose (18,83%). A perda de D-xilose no
tratamento do hidrolisado é indesejavel porque este agucar € o precursor da
formagéo de xilitol.

Dentre as principais variaveis que influenciam o processo de adsorgdo com
carvao ativo, incluem-se o pH, a temperatura, o tempo de contato e a concentragao
de carvao ativo empregada (MUSSATTO, ROBERTO, 2004a). GINORIS (2001),
apos fermentar o hidrolisado hemicelulésico de eucalipto, tratado com carvao
ativado em diferentes condicdes de adsorcao, verificou que o melhor fator de
conversao de xilose em xilitol (0,56 g/g) foi alcancado no hidrolisado concentrado
4,5 vezes, previamente tratado pela elevacdo de seu pH para 3,5, adsor¢cdo em
2,4% de carvdo ativo a 30°C por 34,5 minutos. MARTON et al. (2003), observaram
que as condi¢des de adsorcao determinadas pelos parametros temperatura, tempo
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de contato, agitacdo, pH e concentracdo de carvao, interferiram de forma
diferenciada na remog¢do de compostos tdxicos presentes no hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar. Porém, somente o parametro
concentragcao de carvao (%) apresentou efeito significativo positivo na remoc¢éao dos
compostos avaliados neste hidrolisado.

Terra Diatomacea

Terra diatomacea é um sedimento amorfo, originado a partir de carapacgas
de organismos unicelulares vegetais tais como algas microscépicas aquaticas,
marinhas e lacustres, normalmente denominada diatomita. Por apresentarem
natureza silicosa, as frustulas desenvolvem-se indefinidamente nas camadas
geoldgicas da crosta terrestre (SOUSA et al., 2003). Detalhes morfolégicos do
material podem ser observados na Figura 8.

Segundo AGUIAR et al. (2002), a terra diatomacea é constituida em sua
maior parte por aluminossilicato, possibilitando o emprego da mesma na remoc¢ao
de metais pesados como, por exemplo, o chumbo presente em efluentes

industriais.

Figura 8- Detalhes morfologicos do material diatomaceo (SOUSA et al.,
2003).
Os resultados da determinacdo da composi¢cao quimica de uma amostra de
material diatomaceo (Tabela 5) coletado em um depdsito no sudeste do Brasil
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(Campos dos Goytacazes-RJ) permitiram verificar que o material, do ponto de vista
quimico, é constituido basicamente pelos oOxidos SiO,, Al.O; e Fe»Os, que
correspondem a cerca de 85%. A perda ao fogo de 11,75% ¢é relativamente alta e
pode estar relacionada principalmente com a presenca de impurezas na amostra,
tais como argilominerais, hidréxidos e matéria orgénica. Os teores dos Oxidos
alcalinos (K20 e NayO) e alcalino terrosos (MgO e CaO) séo baixos (SOUSA et al.,
2003).

O aluminossilicatos, quimicamente presentes em maior percentual na
constituicdo das terras diatomaceas, possui em sua natureza, silica, de férmula
empirica aproximadamente (SiO,). A substituicdo parcial de atomos de silicio por
aluminio da origem ao grupo dos aluminossilicatos. Como o aluminio apresenta
valéncia (3+) menor do que a do silicio (4+), a estrutura do aluminossilicato
apresenta uma carga negativa para cada atomo de aluminio. Esta carga é
balanceada por cétions alcalinos ou alcalino-terrosos, chamados de cétions de
compensacao, intersticiais ou trocaveis, normalmente o Na*, K* ou Ca®", que sdo
livres para se moverem nos canais da rede e podem ser trocados por outros
cations em solucédo (AGUIAR et al., 2002).

Tabela 5- Composicao quimica do material diatomaceo (SOUSA et al., 2003).

Composicao (% em peso)
SiO2 65,78
AlO3 17,42
Fes0s3 2,19
Ca0 0,12
MgO 0,60
Na20 0,30
K20 0,88
TiO2 0,96

Perda ao fogo 11,75

A capacidade de troca catibnica (CTC) de um aluminossilicato é a
quantidade de fons, particularmente cations, que este pode adsorver e trocar. E
uma das propriedades mais importantes, que resulta do desequilibrio das cargas
elétricas na estrutura cristalina devido as substituicdes isomorficas, as ligacdes

quimicas quebradas nas arestas das particulas e a interacao dos ions H;O" com as
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cargas nestas ligacdes quebradas. Para neutralizar estas cargas, existem cations
trocaveis, que estao fixos eletrostaticamente ao longo das faces e entre as
camadas estruturais. A afinidade dos materiais trocadores de ions esta relacionada
com a carga e o tamanho dos ions na solucao. O poder de troca de um cation sera
maior, quanto maior for sua valéncia e menor sua hidratagéo. A forgca iénica com
que um ion é atraido € proporcional a sua carga iénica e por consequéncia, ions de
maior valéncia sdo mais fortemente atraidos pelo material. Entre cations de mesma
valéncia, a seletividade aumenta com o raio ibnico, em funcdo do decréscimo do
grau de hidratacdo, pois quanto maior for o volume do ion, mais fraco sera o
campo elétrico na solugdo e, conseqlientemente, menor o grau de hidratagao.
Logo, para uma mesma série de ions, o raio hidratado é geralmente inversamente
proporcional ao raio iénico do cristal. Entretanto, o grau de hidratacdo do ion
depende da viscosidade da solugdo, da temperatura, da presenca de interferentes
e de varios outros fatores, podendo ter valor variavel em funcdo de determinada
aplicacdo. No caso de céations monovalentes, a seletividade segue a seguinte
seqiéncia: H'>Cs*>Rb*>NH,">K*>Na">Li". Para cations bivalentes a seqiiéncia é
a seguinte: Ba?*>Sr**>Ca®>Mg?* (AGUIAR et al., 2002). Estes autores afirmam
também, que os aluminossilicatos ndo devem ser empregados em pH
extremamente acidos, exceto por periodos de tempo muito curtos. A protonacao da
camada octaédrica é seguida pela lenta hidrélise da estrutura de aluminio que
acarreta a perda gradual da (CTC) e, em alguns casos o colapso da estrutura.
Entretanto, a troca de ions metalicos multivalentes necessita de baixos valores de
pH na solucéo, de maneira a evitar o limite de solubilidade dos metais.

Conforme estudos realizados por RIBEIRO et al. (2001) utilizando diferentes
materiais adsorventes como terra diatomacea, carvao ativo em p6 e granulado, em
solugdo de Oleo de oliva bruto dissolvido em n-hexano, foi possivel obter bons
resultados na remogéao seletiva de impurezas como clorofila, fendis, acidos graxos
livres e produtos da oxidagéo do 6leo.

Dentre as propriedades desse material, a capacidade de adsorgéo e de
troca ibnica, podem possibilitar o uso deste material no tratamento de hidrolisados
hemicelulésicos.
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As propriedades da terra diatomacea permitem sua aplicacdo em distintas
areas como auxiliar de filtragdo, isolamento térmico e acustico, como carga de
enchimento, adsorvente e ceramica dielétrica (SOUSA et al., 2003).

Resinas

Diversas resinas tem sido desenvolvidas para as mais diversas aplicacoes
industriais. Dentre elas, encontram-se as resinas adsorventes, que sao aquelas
gue apenas adsorvem compostos em sua superficie, e as resinas de troca ibnica,
que adsorvem e trocam ions com a solugéao (PUROLITE, 1998).

O termo troca ibnica é geralmente entendido como a troca de ions de carga
de mesmo sinal entre uma solugao e um material insoluvel em contato com ela. O
sélido (trocador de ions) contém seus préprios ions e, do ponto de vista pratico,
para que a troca se processe com rapidez necessaria e de maneira extensiva, o
solido deve ter uma estrutura molecular aberta e permeavel, de modo que os ions
e as moléculas do solvente possam circular livremente pela estrutura. Dentre
trocadores de ions com aplicagdes especiais encontram-se as resinas de troca
idnica (ou trocadores de ions orgéanicos sintéticos). Para que estas resinas tenham
aplicagdes nos processos quimicos, elas necessitam apresentar propriedades em
comum: insolubilidade em agua e em solventes orgéanicos, conter ions ativos (ou
contra-ions) capazes de troca reversivel com outros ions em solugcédo e nao sofrer
modificacao fisica apreciavel. A resina de troca idnica € um polimero complexo cuja
carga elétrica € exatamente neutralizada pelas cargas dos contra-ions. Esses ions
sdo cations em um trocador de cations e anions em um trocador de anions. Assim,
um trocador de cations € um polianion polimérico com cations ativos e um trocador
de anions € um polication polimérico com anions ativos. As Figuras 9 e 10 dao
exemplos de resinas catibnicas e anidnicas respectivamente (MENDHAM et al.,
2002).
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Figuras 9 e 10- Exemplo de resinas catidnica e aniénica (MENDHAM et
al., 2002).

De acordo com HARLAND, (1994), as resinas de troca ibnica sao
classificadas segundo os grupos ativos em catiénicas acido forte (fortemente
acidas), catiénicas acido fraco (fracamente acidas), anibnicas base forte
(fortemente basicas) e anibnicas base fraca (fracamente basica), conforme
apresentado na Tabela 6. A definicdo de fraca ou forte ndo depende da resina mas
da natureza do ion fixado a matriz polimérica. Estas resinas sdo comercializadas

na forma ibnica que se ilustra na Tabela 6.

Tabela 6- Classificacao das resinas de troca ionica (HARLAND, 1994).

Classificacao Grupo Funcional Forma I6nica
Catidnica &cido forte -S5Oz -SOsH+, -SO5Na+
Catibnica acido fraco -COO -COO-H+

Anidnica base forte Tipo 1 -CHoN(CHs)s* -CH2oN(CHs)s*Cl-
Anibnica base forte Tipo 2 -CH2N(CHs)2(CH2CH-OH)* -CH2N(CHs)2(CH2CH2OH)*Cl-
Anidnica base fraca -CHoNH(CHs)ot -CHoNH(CHs)otCIr

Quando uma resina trocadora de cations com ions modveis C* entra em

contato com uma solugédo que contém cations B*, estes ultimos difundem-se pela
estrutura da resina ocupando as posigdes dos cations C* que, por sua vez, se
difundem para a solucdo até que o equilibrio seja atingido. Assim, a resina e a
solugdo contém os cations C* e B" em proporgcdes que dependem da posicao de

equilibrio. Um mecanismo semelhante opera no caso de uma resina trocadora de
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anions (MENDHAM et al., 2002).

A técnica de troca ibnica vem sendo amplamente utilizada na éarea
biotecnoldgica, destacando-se a imobilizacdo de enzimas, a purificagcdo de
produtos biotecnologicos como o xilitol, antibidticos, vitaminas, aminoacidos e
proteinas, descoloragéo de vinhos, licores e sucos (DECHOW, 1989).

O tratamento de neutralizacdo e/ou purificacdo de hidrolisados
hemicelulésicos com resinas de troca ibnica, remove eficientemente ndo s6 a cor,
mas também compostos fendlicos, acidos organicos e inorganicos, compostos
furanicos e metais que sao inibidores do processo fermentativo e ndo apresenta o
problema de perda de xilose parecendo ser um método promissor para o
tratamento de hidrolisados hemicelulésicos (NAPOLES et al., 1998; CARVALHO et
al., 2002).

Em estudos realizados por CANILHA et al. (2003a) no tratamento do
hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto usando carvao ativo ou resinas de troca
idbnica, verificou-se que ap6s a fermentacdo deste hidrolisado, os melhores
resultados em termos de fator de conversdo de xilose em xilitol (0,76g/g),
produtividade volumétrica de xilitol (0,68g/L.h) e eficiéncia (83%) foram obtidos no
hidrolisado previamente tratado com resinas de troca ibnica. Semelhante
comportamento foi observado por VERDE, (2001), ao avaliar o tratamento do
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acucar. Foi observado que a
melhor condicdo de tratamento com resinas de troca idnica, proporcionou
0,679g/L.h de produtividade volumétrica de xilitol , 0,748g/g de fator de rendimento
de xilose em xilitol e 81,60% de eficiéncia quando comparados com o tratamento
utilizando carvao ativo (0,478g/L.h, 0,595¢g/g e 81,60%, respectivamente).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E PREPARO DO HIDROLISADO DE EUCALIPTO
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3.1.1 Matéria prima

Neste trabalho foram utilizados aparas de eucalipto da espécie Eucalyptus
grandis provenientes da Cia. Susano de Papel e Celulose (Sao Luiz do Paraitinga-
SP).

3.1.2 Hidrdlise acida das aparas de eucalipto

As aparas de eucalipto foram hidrolisadas em um reator de aco de 40 L de
capacidade util. A hidrélise foi realizada conforme metodologia estabelecida por
CANETTIERI (2004) de acordo com as seguintes condi¢des: relagdo massa seca
de madeira para solugéo &cida igual a 1 para 8,6; temperatura de 157°C; tempo de
reacdo de 20 minutos e concentracdo de 0,65% de &cido sulfurico. O hidrolisado
obtido foi armazenado em camara fria, caracterizado e concentrado para o

tratamento.
3.1.3 Concentracao

A fim de aumentar o teor de xilose para valor 5,8 vezes maior que o inicial, 0
hidrolisado foi concentrado em evaporador rotatério a vacuo de 4 L de capacidade
atil, operando a 70 + 5°C. O hidrolisado concentrado foi caracterizado quanto a pH,
concentragdo de agucares (glicose, xilose, arabinose), acido acético, furfural,
hidroximetilfurfural e compostos derivados da degradacao da lignina.

3.1.4 Tratamento

O hidrolisado concentrado foi submetido a diferentes tratamentos, visando a
reducdo dos compostos quimicos téxicos provenientes do processo de hidrélise
acida.

Foram estudas diferentes combinacdes que consistiram da elevacao do pH
original do hidrolisado para 3,5 ou 7,0 pela adicdo de CaO, seguida da adsorcao
em carvao ativo ou terras diatomaceas, na proporcao de 2,4% (peso/volume) para
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ambos. O tratamento com carvao ativo ou terra diatomacea ocorreu em incubadora
de movimento rotatério (New Brunswick, Scientific Co.), utilizando-se frascos
Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de hidrolisado, sob agitacéo de 200 rpm a 30°C
por 34,5 minutos. O hidrolisado passou por colunas de vidro contendo resinas de
troca i6nica (A860S) ou adsorvente (MN-150) num fluxo de 9 mL/minuto a 30°C.
Finalmente, o pH dos hidrolisados foram ajustados para 5,5. Nas etapas de
alteracdo do pH e adsorcdo em carvao ativo e/ou terra diatomacea os precipitados
formados foram removidos por filtracdo a vacuo em filiro de porcelana (tipo
Blchner) com papel de filtro qualitativo.

3.2 MICRORGANISMO E PREPARO DE INOCULO

3.2.1 Microrganismo

As fermentagdes foram conduzidas com a levedura Candida guilliermondii FTI
20037, da colecao de culturas do Grupo de Microbiologia Aplicada e Bioprocessos
- Departamento de Biotecnologia - FAENQUIL, selecionada por BARBOSA et al.,
(1988).

3.2.2 Preparo do indculo

O indculo foi obtido a partir de uma cultura estoque da levedura C. guilliermondii,
mantida a 4°C inclinado em meio de agar malte. O cultivo da levedura foi feito
inoculando-se células da cultura estoque recém repicada (24 horas) em meio semi-
sintético com a seguinte composicao em (g/L): 30,0 de D-xilose, 7,0 de glicose, 2,0
de sulfato de aménio, 0,1 de cloreto de calcio dihidratado e 20,0 de solu¢do de
extrato de farelo de arroz “in natura”.

As solucbes de xilose, glicose e extrato de farelo de arroz foram
autoclavadas a 111°C por 15 minutos e as demais solucdes de nutrientes foram
esterilizadas a 121°C por 20 minutos em autoclave SOC. FABBE LTDA.

Para o cultivo foram utilizados frascos Erlenmeyer de 125 ml contendo 50mL

do meio acima descrito, em incubadora de movimento rotatério (New Brunswick,
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Scientific Co.), sob agitacdo de 200 rpm, a 30°C durante 24 horas.

Apbs o periodo de incubacédo as células foram separadas por centrifugacao
a 2000 rpm por 15 minutos, ressuspensas em agua destilada esterilizada, lavadas
e, apos nova centrifugacao, foi preparada a suspensao de células utilizada como
indculo. Para todos os ensaios a concentragdo celular inicial, determinada por
turbidimetria, foi de 3,0g/L, equivalente a 108 células/mL (GINORIS, 2001).

3.3 MEIO E CONDICOES DE FERMENTACAO

O meio de fermentacdo foi preparado com os hidrolisados concentrados e
tratados de acordo com as variantes experimentais (Tabelas 7 e 8).

Os hidrolisados foram autoclavados a 111°C por 15 minutos e
suplementados com sulfato de aménio e farelo de arroz nas concentracdes de
1,1g/L e 5,0g/L, respectivamente, conforme estabelecido por GINORIS (2001).

A avaliagédo dos tratamentos dos hidrolisados foi feita através de ensaios de
fermentacdo. Os ensaios serdo efetuados em frascos Erlenmeyer de 125 mL com
50mL do meio de fermentagédo (formado por 48,5 mL de hidrolisado, 1,25 mL da
solugéo de farelo de arroz e 0,22 mL de solugéao de sulfato de amdnio inoculado
com 5,45 da solucdo de células), a 30°C, sob agitagdo de 200 rpm em incubadora
de movimento rotatério (New Brunswick, Scientific Co.), por 96 horas.

A caracterizacdo dos hidrolisados, apdés as etapas de hidrolise,
concentragdo e tratamento foi feita através de analises de pH, concentracdo de
glicose, xilose e arabinose, acido acético, furfural, hidroximetilfurfural, bem como
dos compostos aromaticos provenientes da degradacao da lignina e extrativos da
madeira.

Para o acompanhamento das fermentacées cada variante experimental foi
realizada colocando 3 frascos Erlenmeyer, sendo que cada um foi retirado a cada
24 horas a partir das 48 horas de cultivo até o final da fermentacao, para realizar
observacdes de viabilidade e pureza da cultura, determinacdo do consumo de
glicose, xilose e arabinose, acido acético, producao de xilitol, células e variagcao do

pH bem como para o armazenamento em “freezer” para posteriores analises.
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3.4 METODOS ANALITICOS

3.4.1 Determinacao do teor de umidade dos cavacos de eucalipto

O teor de umidade dos cavacos de eucalipto foi determinado pela secagem das
amostras em estufa a 105°C, até peso constante.

3.4.2 Viabilidade e pureza da cultura

A viabilidade celular durante os ensaios efetuados em incubadora de movimento
rotatério foi verificada por contagem em camara de Neubauer (1/400
mm?x1/10mm). As amostras foram coradas adicionando igual volume de uma
solucdo 0,01% (p/v) de azul de metileno dissolvido em citrato de sédio 2% (p/v)
(ODUMERQO et al. 1992).

A pureza da cultura foi verificada usando laminas fixadas e coradas com
fucsina.

As observacgoes foram feitas em microscépio éptico Leitz.
3.4.3 Determinacao da concentracao celular
A medida do crescimento celular para o preparo do inéculo e para os ensaios de
fermentacao foi feito por turbidimetria em espectrofotometro BECKMAN DU 640B.
A concentracao celular (g/L) foi calculada através de uma curva padrdo que
correlaciona a absorbancia a 600nm com a massa das células secas obtidas num
cultivo de 24 horas em meio semi-sintético.

3.4.4 Determinacao do pH

Os valores de pH dos hidrolisados tratados, bem como para o0 acompanhamento
das fermentag¢des foram determinados em pHmetro MICRONAL modelo 374.
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3.4.5 Determinacao das concentracoes de acucares e acido acético

As concentracbes de acucares e acido acético foram determinadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em equipamento Shimadzu-LC-
10AD, empregando-se as seguintes condicdes: coluna Biorad Aminex HPX-87H
(300 x 7,8 mm), temperatura da coluna de 45°C, fluxo de eluente igual a 0,6
mL/min, volume da amostra injetada 20 uL. As amostras foram devidamente
diluidas e filtradas em filtro Sepack C18 (Millipore) e o eluente antes do uso, foi
filtrado a vacuo em membrana HAWP 0,45 um (Millipore) e em seguida foi

degaseificado em banho ultra-som (Microsonic SX-50) por 15 minutos.

3.4.6 Determinacdo das concentracoées de furfural e hidroximetilfurfural

As concentragoes de furfural e hidroximetilfurfural nos hidrolisados foram
determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em
equipamento Shimadzu-LC-10AD, sob as seguintes condicdes: coluna Hewlett-
Packard RP 18 (200 mm); temperatura da coluna: 25° C, detetor de ultravioleta
SPD-10A UV-VIS; eluente: solugdo de acetronitrila/agua (1:8) com 1% de &acido
acético; volume de amostra injetada 20uL. As amostras foram diluidas e filtradas a
vacuo em membrana HAWP 0,45 um (Millipore). O eluente foi filtrado a vacuo em
membrana GVWP 0,22 um (Millipore) e, em seguida, degaseificado em banho

ultra-som (Microsonic SX-50) por 15 minutos.
3.4.7 Determinacao do teor de produtos de decomposicao da lignina

O teor dos produtos derivados da decomposicéo da lignina foi analisado através
da quantificagdo da lignina Klason soluvel em meio acido, de acordo com

metodologia proposta por ROCHA (2000).
Uma aliquota do hidrolisado foi alcalinizada até pH 12 pela adicdo de NaOH
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6M e diluida com &gua destilada de forma a se obter uma leitura inferior a 1
unidade de absorbancia. A absorbancia desta solucdo foi determinada num
comprimento de onda de 280nm utilizando agua destilada como referéncia. A
concentragcao de lignina foi calculada por meio da Equacéao abaixo, levando-se em
consideracao a normalizacdo das concentragcdes em funcdo do fator de diluicao
utilizado.

CLic= 4,187 x 10 (AL — Appaso) — 3,279 x 10™

Onde:

CLic = Concentragéo de lignina Klason soluvel em meio acido (g/L)

Aligeso = absorbancia da solucdo em 280nm

App2go = Gy X &1 + G2 X &; Onde Cq, Co, = Concentracdes de furfural e
hidroximetilfurfural determinadas por HPLC; &4, €2 = coeficientes de extincdo do
furfural (146,85 Lg'cm™) e do hidroximetilfurfural (114,00 Lg'cm™), determinados
por espectroscopia UV em 280nm.

4 METODOLOGIA DE ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 Determinacdo das percentagens de reducao das concentracoes dos
inibidores e dos acucares
As percentagens de remocao dos compostos inibidores foram calculadas pela

relacdo entre as concentracbes dos compostos tdxicos antes e depois dos
tratamentos, de acordo com a seguinte equacéao:

%Rci = { (Cist = Cit) / CisT } X 100

sendo,

%Rci— percentagem de reducao da concentragdo do composto inibidor i

Cist — concentragado do composto inibidor / antes do tratamento

Cit— concentracao do composto inibidor /i apds o tratamento

| — composto inibidor: furfural, hidroximetilfurfural, acido acético, compostos
derivados da degradacao da lignina e dos extrativos da madeira.

De forma similar aos compostos inibidores, as percentagens de reducao do
teor de acucares (xilose, glicose, arabinose) serdo calculadas pela relacédo entre as
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concentragdes desses agucares antes e apds os tratamentos de detoxificacdo, de
acordo com a equagao:

%Rca = { (Cast - Cat) / Cast } X 100

sendo,

%Rca — percentagem de redugéo da concentracdo de agucar

Cast — teor de acucares antes do tratamento

Car — teor de acucares apés o tratamento

4.2 Determinacado dos parametros fermentativos
Os parametros fermentativos, fator de rendimento, produtividade e eficiéncia de
conversao serao determinados como segue:
¢ Fator de rendimento
Ypis = {massa de xilitol produzido/ massa de xilose consumida} (g/9)
¢ Produtividade volumétrica
Qp = { concentragédo de xilitol produzido/ tempo} (g/L.h)
¢ Eficiéncia
N = {(Yps/0,917%). 100} (%)
*rendimento tedrico em g xilitol/ g xilose, segundo BARBOSA et al. (1988).

4.3 Analise estatistica e modelagem matematica

A fim de minimizar o nimero de experimentos e modular o tratamento do
hidrolisado visando maior producao de xilitol, foi realizado um planejamento fatorial
2° (BOX et al., 1978; BARROS NETO et al., 1995). Os fatores estudados estdo
demonstrados na Tabela 7 e seus respectivos niveis, avaliados no tratamento do
hidrolisado, estdo apresentados na Tabela 8, sendo que os sinais (-1), (+1) e (0)
representam os niveis inferior, superior e o ponto central dos fatores,

respectivamente.
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Tabela 7- Fatores e niveis estudados no planejamento fatorial fracionario 2
com mais oito ensaios, fixando nestes, o ponto central para o pH do

hidrolisado.
Fatores Niveis
(-1) (+1)
Fator Resina [FR] A860S MN-150
pH [FpH] 3,5 7,0
Fator Adsorvente [FA] Carvao Ativo (2,4%) Terra Diatomacea (2,4%)

Tabela 8- Matriz de planejamento composta pelos valores dos fatores
originais e codificados no projeto fatorial fracionario 2® com mais oito

ensaios, fixando nestes, o ponto central para o pH do hidrolisado.

Ensaio FR FpH FA FR FpH FA
01 A860S 35 C.Ativo -1 -1 -1
02 MN-150 3,5 C.Ativo +1 -1 -1
03 A860S 7,0 C.Ativo -1 +1 -1
04 MN-150 7,0 C.Ativo +1 +1 -1
05 A860S 3,5 T.Diatomacea -1 -1 +1
06 MN-150 3,5 T.Diatomacea +1 -1 +1
07 A860S 7,0 T.Diatomacea -1 +1 +1
08 MN-150 7,0 T.Diatoméacea +1 +1 +1
09 A860S 525 | C.Ativo -1 0 -1
10 A860S 525 | C.Ativo -1 0 -1
11 A860S 5,25 T.Diatomacea -1 0 +1
12 A860S 5,25 T.Diatomacea -1 0 +1
13 MN-150 525 |C.Ativo +1 0 -1
14 MN-150 5,25 C.Ativo +1 0 -1
15 MN-150 5,25 T.Diatoméacea +1 0 +1
16 MN-150 5,25 T.Diatoméacea +1 0 +1
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Os resultados foram analisados estatisticamente de acordo com o planejamento
preestabelecido, para verificar os efeitos dos fatores em estudo sobre a
bioconversédo de xilose em xilitol. A analise dos dados foi efetuada pelo programa
STATGRAPHICS PLUS e STATISTICA versdo 5, considerando os niveis de
significancia de 5% de probabilidade. Os resultados foram expressos em tabelas
estimativas de efeitos, graficos de valores previstos contra valores observados,
erros-padrao, teste t de “Student”, assim como tabelas de analise de variancia com
colunas de causa de variagdo (CV), graus de liberdade (GL), soma dos quadrados
(SQ), quadrado médio (QM) e nivel de significancia (p).

Desta forma foi efetuada a analise estatistica dos resultados obtidos segundo o
planejamento 2° (com mais oito ensaios, fixando nestes, o ponto central para o pH
do hidrolisado) e os fatores que exibiram efeito significativo foram utilizados para

compor os modelo matematicos de natureza empirica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO E PREPARO DO HIDROLISADO CONCENTRADO

Na primeira etapa do presente, trabalho foi obtido o hidrolisado
hemicelulésico de aparas de eucalipto conforme metodologia descrita por
CANETTIERI (2004). O hidrolisado acido foi concentrado a vacuo 5,8 vezes de sua
concentragao inicial. As caracteristicas do hidrolisado original, obtido da fragao
hemicelulésica de eucalipto, bem como do hidrolisado concentrado pelo fator 5,8,
estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9- Composicao parcial, em g/L, do hidrolisado hemiceluldsico de
aparas de eucalipto obtido por hidrélise acida, em sua forma original e apos
ser submetido ao processo de concentracao.

Caracteristicas Quantificadas Hidrolisado de Aparas de Eucalipto
Original 5,8 vezes concentrado
pH 1,75 0,83

[Acucares]

Xilose 11,800 68,440

Glicose 2,720 15,830
Arabinose 0,244 1,185
[Inibidores]

Acido acético 4,410 6,855
Furfural 2,454 0,0550
*5-HMF 0,207 0,691

*CDL 3,100 17,981

* 5 — Hidroximetilfurfural.
** Compostos aromaticos derivados da degradacéao da lignina solUvel em acido e dos extrativos da
madeira.

Observa-se na Tabela 9 que a xilose (11, 800 g/L) é o agucar predominante no
hidrolisado. A glicose (2,720 g/L) e a arabinose (0,244 g/L), estdo presentes em
baixas concentragdes conforme ja constatado nos hidrolisados hemicelulésicos de
cavacos de eucalipto (GINORIS, 2001; CANETTIERI et al., 2002b) , de bagaco de
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cana-de-agucar (VERDE, 2001) e de palha de arroz (MUSSATTO & ROBERTO,
2002).

A predominancia de xilose em relagdo a outros agucares comumente
encontrados nos hidrolisados hemicelulésicos, em particular a glicose, é uma
caracteristica desejavel para a bioconversdo de xilose em xilitol, uma vez que a
presencga de glicose inibe 0 metabolismo de xilose nas leveduras (LEE et al., 1996;
PREZIOSI-BELLOY et al., 1997; GIRIO et al, 2000), sendo esta inibicdo
dependente da concentracdo dessa hexose no meio de fermentacdo (SUGAI &
DELGENES, 1995; FELIPE, 1994, SILVA et al., 2004).

Pela analise da Tabela 9, verifica-se que além dos acucares, o hidrolisado
apresenta um grupo de compostos que s&o inibidores potenciais do metabolismo
de leveduras. Os compostos téxicos caracterizados neste trabalho foram: Furfural,
5-hidroximetilfurfural, acido acético e os compostos aromaticos de baixa massa
molar oriundos da degradacao da lignina e dos extrativos da madeira.

Os teores de &cido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural encontrados no
hidrolisado (Tabela 9) ndo foram similares aos valores obtidos por GINORIS, 2001
ao submeter cavacos de eucalipto da mesma espécie a condi¢des hidroliticas
diferentes as utilizadas neste estudo.

Tem sido observado que a concentracao desses compostos nos hidrolisados
hemicelulésicos varia em funcdo do tipo de material lignocelulésico e das
condi¢cbes hidroliticas empregadas para a extracdo da fragdo hemiceluldsica
(FRAZER & MacCASKEY, 1989; SILVA et al., 1998; LARSON et al., 1999). Assim
sendo, tém sido relatada a presenca de acido acético nos hidrolisados de
diferentes tipos de madeiras em concentragées na ordem de 12,0 g/L (TRAN &
CHAMBERS, 1985), 10,0 g/L (FERRARI et al, 1992) para os hidrolisados de
carvalho vermelho e 5,90 g/L para hidrolisado de cavacos de eucalipto
(CARVALHO, 2005a).

Nota-se ainda na Tabela 9 que o hidrolisado obtido contém um grupo de
compostos aromaticos de baixa massa molar. Segundo CLARK & MACKIE (1994),
a hidrélise da fracdo hemicelulésica da madeira promove a solubilizacdo
simultanea da lignina, o que resulta na formacao destes compostos. Segundo
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esses autores, as madeiras duras como o eucalipto, caracterizam-se por
apresentar uma lignina de baixa massa molar pouco reativa, o que impede a
ocorréncia de reagdes de condensagdo dos fragmentos de lignina solUveis em
meios acidos, favorecendo deste modo, a solubilizagdo de compostos
monoméricos. O teor desses compostos encontrado no hidrolisado do presente
trabalho foi superior aos valores encontrados por CANETTIERI et al., 2002b (1,25
g/L) e GINORIS, 2001 (1,41 g/L) em hidrolisados de cavacos de eucalipto.

Verifica-se também na Tabela 9 que as condigdes de hidrélise utilizadas
provocaram a degradacao parcial das pentoses e hexoses, gerando furfural e 5-
hidroximetilfurfural em baixas concentragcdes. Os teores de furfural e 5-
hidroximetilfurfural obtidos nas condi¢cées do presente estudo foram superiores aos
valores obtidos por GINORIS, 2001 (0,54 g¢g/L e 0,10 g/L respectivamente).
PARAJO et al. (1996a) ndo detectaram a presenca de 5-hidroximetilfurfural no
hidrolisado de Eucalyptus globulus.

Podemos constatar (Tabela 9) que, ao se concentrar o hidrolisado, ocorreu
um aumento proporcional da concentracao dos acucares em funcao do fator de
concentragdo (razdo de volume inicial pelo volume final de hidrolisado), mantendo-
se constante a relagédo xilose/glicose (4,3) tanto no hidrolisado original quanto no
hidrolisado concentrado 5,8 vezes. Tem sido constatado um aumento dessa
relacdo durante o processo de concentragdo a vacuo, o qual, segundo FENGUEL,
WEGENEGER (1989), deve-se a degradacao parcial da xilose a furfural durante
este processo, 0 que no presente trabalho ndo ocorreu.

Semelhante aos agucares, o 5-hidroximetilfurfural teve sua concentracéao
aumentada proporcionalmente aos fatores de concentracdo. MARTINEZ (1999)
constatou um comportamento similar ao concentrar hidrolisado de bagaco de cana-
de-acgucar trés vezes de seu volume inicial.

Quanto ao 4&cido acético, verifica-se na Tabela 9 um aumento de
concentragdo deste composto, porém de forma ndo proporcional ao fator de
concentracado utilizado. Conforme estudos realizados por RODRIGUES (1999), o
baixo pH do hidrolisado (aproximadamente 1,0) favorece a parcial volatilizagcao
deste &cido que, nestas condigdes, encontra-se sob a forma nao dissociada. O
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aumento ndo proporcional na concentracdo do acido também foi observado por
Parajo et al. (1997b) durante a concentragdo de hidrolisado hemicelulésico de
Eucalyptus globulus.

Observa-se na Tabela 9 que o processo de concentracdo a vacuo causou
uma reducdo substancial da concentragdo furfural em 97,76% no hidrolisado
concentrado 5,8 vezes, em relagdo a sua concentragdo no hidrolisado original.
Esse comportamento pode ser atribuido as caracteristicas fisico-quimicas deste
composto que, em condigdes de pressao reduzida apresenta ponto de ebulicdo de
54-55°C (PERRY, 1997), o que possibilta a sua remocdo quase total nas
condicoes de temperatura (£70° C) e pressao utilizadas neste trabalho. Uma
reducao inferior, porém consideravel (30%) do teor deste composto foi observada
por MUSSATTO & ROBERTO, 2002, apds concentrar o hidrolisado hemiceluldsico
de palha de arroz a 6,5 vezes de sua concentragao inicial de xilose.

Os compostos aromaticos de baixa massa molar (Tabela 9) aumentaram
sua concentracao proporcional ao fator de concentracao avaliado. O aumento foi
de 100% para o hidrolisado concentrado 5,8 vezes. Nos estudos de GINORIS
(2001) foi verificado que estes compostos (CDL) ndo aumentaram de forma
proporcional a sua concentragdo. Este autor relata que este comportamento pode
ser explicado se levarmos em consideracao que, além dos compostos oriundos da
degradacao da lignina, o hidrolisado original contém uma variedade de compostos
aromaticos derivados da degradacdo dos extrativos da madeira, sendo que alguns
deles sao volateis e hidrossoluveis, pelo que, nas condicbes operacionais do
processo de concentragdo a vacuo, podem ser arrastados pelo vapor de agua.

Verifica-se ainda na Tabela 9, que o processo de concentracdo a vacuo
provocou um decréscimo do pH original de 1,75 para 0,83 no hidrolisado
concentrado no fator de concentracao (FC= 5,8). Essa redugéo provavelmente esta
relacionada com o aumento da concentracdo de ions H* provenientes do H»SOy,,
utilizado na hidrélise 4cida das aparas de eucalipto (CORREA et al., 1995) e

também de acido acético presente no hidrolisado.
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5.2 TRATAMENTO DO HIDROLISADO CONCENTRADO

O hidrolisado concentrado foi submetido a diferentes combinagdes de
tratamentos (Tabela 7), objetivando avaliar a influéncia dos fatores pH do
hidrolisado, adicdo de adsorventes em po6 (carvao ativo ou terra diatomacea) e
passagem por resinas (A860S ou MN-150), sobre a remocao dos compostos
inibidores da atividade fermentativa de Candida guilliermondli.

Os ensaios foram efetuados de acordo com o delineamento experimental
proposto no item 4.3 com mais oito ensaios, fixando nestes, o ponto central para o
pH do hidrolisado. A composicao parcial dos hidrolisados e as porcentagens de
reducdo das concentracbes dos aglUcares e inibidores apds os diferentes
tratamentos estdo apresentadas nas Tabelas 10 e 11, respectivamente.

A andlise preliminar dos resultados (Tabelas 10 e 11) mostra uma tendéncia
de aumento das perdas de glicose, quando se realizou a adsor¢cao no hidrolisado
com carvao ativo (ensaios 01 e 14). Comparando esses ensaios, evidencia-se um
aumento maximo na perda de glicose quando esta adsor¢cédo ocorreu em pH 3,5,
com a consequente passagem deste hidrolisado pela resina aniénica A860S. Por
outro lado, as menores remogdes desta hexose ocorreram ao se tratar o
hidrolisado com a resina MN-150 (ensaios 14 e 16), demonstrando a minima perda
de glicose ao se adsorver previamente o hidrolisado com terra diatomacea em pH
5,25. Um comportamento semelhante de remocao de glicose foi observado nos
ensaios 6 e 9, quando variou-se todos os trés fatores propostos nas seguintes
condigdes: pH 3,5 ou 5,25, resinas A860S ou MN-150 e carvao ativo ou terra
diatomacea.
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Tabela 10- Matriz de planejamento para o projeto fatorial 22 com mais oito
ensaios de ponto central fixados no pH e composicao parcial, em g/L dos
acucares e inibidores presentes nos hidrolisados tratados.

Ensaios | FR FpH FA | Glicose | Xilose Ac. | Furfural | *HMF | **CDL

Acético
01 -1 -1 -1 11,140 | 49,390 | 3,508 | 0,000 | 0,0488 | 5,624
02 +1 -1 -1 14,890 | 67,540 | 1,198 | 0,000 | 0,000 | 1,074
03 -1 +1 -1 14,810 | 62,490 | 1,986 | 0,000 | 0,0308 | 4,334
04 +1 +1 -1 14,520 | 62,580 | 5,859 | 0,000 | 0,000 | 5,554
05 -1 -1 +1 14,080 | 60,880 | 5,826 | 0,0195 | 0,1508 | 9,074
06 +1 -1 +1 13,600 | 60,640 | 1,684 | 0,000 | 0,000 | 3,369
07 -1 +1 +1 13,070 | 52,540 | 1,891 | 0,00769 | 0,107 | 5,687
08 +1 +1 +1 13,390 | 53,340 | 4,756 | 0,000 | 0,000 | 6,001
09 -1 0 -1 13,600 | 60,260 | 1,166 | 0,000 | 0,0450 | 2,792
10 -1 0 -1 13,510 | 59,920 | 2,438 | 0,000 | 0,0403 | 2,967
11 -1 0 +1 13,210 | 59,230 | 2,333 | 0,00665 | 0,0860 | 5,748
12 -1 0 +1 13,520 | 60,290 | 1,097 | 0,0145 | 0,145 | 5,280
13 +1 0 -1 14,040 | 57,110 | 3,899 | 0,000 | 0,000 | 1,049
14 +1 0 -1 12,920 | 56,840 | 4,323 | 0,000 | 0,000 | 1,050
15 +1 0 +1 14,620 | 62,460 | 5612 | 0,000 | 0,000 | 3,380
16 +1 0 +1 15,450 | 63,050 | 4,960 | 0,000 | 0,000 | 2,791

* 5 — Hidroximetilfurfural.
** Compostos aromaticos derivados da degradagéao da lignina soluvel em acido e dos extrativos da
madeira.

De acordo com as Tabelas 10 e 11, verifica-se que os tratamentos avaliados
influenciaram sobre a remocao do teor de xilose. A menor perda (1,32%) foi
observada quando o pH do hidrolisado foi ajustado para 3,5, seguidos da adsorcao
com carvao ativo, passando posteriormente pela resina adsorvente MN-150
(ensaio 02). A maior perda desta pentose (27,83%) foi obtida no ensaio 01, em
que o tratamento do hidrolisado consistiu na alteracdo do pH para 3,5, adsorcéo
em carvao ativo e passagem do hidrolisado pela resina A860S. Embora haja
evidéncias da influencia do pH no processo de adsorcao e conseqliente remogao
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dos acucares nos hidrolisados hemiceluldsicos, ndo podemos afirmar que existiu

efeito Unico deste fator sobre as perdas de xilose na faixa de pH utilizados no

presente trabalho. Tal fato pode ser observado nos ensaios 01 e 02 onde, mesmo

os fatores pH e adsorventes permanecendo constantes, uma variagdo no fator

resina gerou resultados demasiadamente discrepantes quanto a remog¢éo da xilose

neste hidrolisado. Segundo MARTON et al. (2003), a concentracdo de D-xilose é

um dos principais fatores que influenciam na produtividade de xilitol, sendo assim,

perdas significativas deste acglUcar precursor comprometem a eficiéncia do

bioprocesso.

Tabela 11- Reducao dos acucares e inibidores do hidrolisado de eucalipto
submetido as diferentes combinacdes de tratamentos (em porcentagens).

Ensaios Glicose Xilose Ac. Acético | Furfural *HMF *CDL
01 29,63 27,83 48,83 100,00 92,94 68,72
02 5,94 1,32 82,52 100,00 100,00 94,03
03 6,44 8,69 71,03 100,00 95,54 75,90
04 8,28 8,56 14,53 100,00 100,00 69,11
05 11,05 11,05 15,01 64,55 78,18 49,54
06 14,09 11,40 75,43 100,00 100,00 81,26
07 17,44 23,23 72,41 86,02 84,52 68,37
08 15,41 22,06 30,62 100,00 100,00 66,63
09 14,09 11,95 82,99 100,00 93,49 84,47
10 14,66 12,45 64,43 100,00 94,17 83,50
11 16,55 13,46 65,97 87,91 87,55 68,03
12 14,59 11,91 84,00 73,65 79,02 70,64
13 11,31 16,55 43,12 100,00 100,00 94,17
14 18,38 16,95 36,94 100,00 100,00 94,16
15 7,64 8,74 18,13 100,00 100,00 81,20
16 2,40 7,88 27,64 100,00 100,00 84,48

* 5 — Hidroximetilfurfural.
** Compostos aromaticos derivados da degradacéao da lignina solivel em acido e dos extrativos da

madeira.
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Quanto ao acido acético, os resultados apresentados nas Tabelas 10 e 11
demonstraram que as maiores reducdes deste composto (84,00%, 82,99% e
82,52%) aconteceram nos ensaios 12, 09 e 02, respectivamente. Ao comparar 0s
ensaios 12 e 09, observa-se que nas condigdes experimentais adotadas, variou-se
apenas o fator adsorvente (terra diatomacea ou resina), sendo o pH de adsorcao
para ambos 0s ensaios mantido em 5,25 e posterior passagem dos hidrolisados
pela mesma resina (A860S). Apesar da existéncia da influencia dos fatores
combinados na remocdo deste composto, pode-se atribuir, do ponto de vista
quimico, que a maior influencia desta remocao se deu pelo fato de utilizar pH 5,25
e resina de troca ibnica ani6nica A860S. Isto porque segundo BRADY (1989), o
acido acético possui pKa = 4,74. Logo, em pH 5,25 ele se encontra totalmente
ionizado e o ion acetato presente no hidrolisado pode ser facilmente trocado pelo
contraion da resina aniénica A860S. Ja no ensaio 02 observa-se que, em pH 3,5,
onde o acido acético ndo se encontra ionizado, ele pode ser melhor removido na
presenca de dois fortes adsorventes, tais como carvao ativo e resina adsorvente
MN-150. As menores remocgoes deste composto aconteceram quando variou-se
todos os trés fatores propostos nas seguintes condi¢des: pH 3,5 ou 7,0; resinas
A860S ou MN-150 e carvao ativo ou terra diatomacea (ensaios 05 e 04). Em
estudos realizados por GINORIS (2001) utilizando carvao ativo, observou-se que
no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de cavacos de eucalipto, o valor do pH
3,5 teve efeito significativo sobre a remogcdo de acido acético em 9,4%, nédo
influenciando a bioconvercéo de xilose em xilitol por Candida guilliermondii.

No caso do furfural, os resultados apresentados na Tabela 10 mostram que
todas as combinacbdes de tratamento avaliadas reduziram a concentracdo deste
composto a valores menores que 0,03 g/L, apontados como nao inibitérios do
metabolismo da xilose por Candida guilliermondli.

A concentracdo de 5-hidroximetilfurfural (Tabela 11) foi reduzida a 100%
nos ensaios 02, 04, 06, 08, 13, 14, 15 e 16, demonstrando que, mesmo variando
todos os parametros de pH (3,5; 5,25 e 7,0) e de adsor¢cao (carvao ativo ou terra
diatomacea), a remocao total deste inibidor s6 se tornou possivel pela utilizacao da
resina MN-150 nos tratamentos. FELIPE et al. (1993), trabalhando com a levedura
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Candida guilliermondii, verificaram que baixas concentracbes de 5-
hidroximetilfurfural (0,11 g/L) ndo afetaram a bioconversdao de xilose em xilitol.
Pode-se observar na Tabela 11, que as concentragbes de 5-hidroximetilfurfural
nos demais ensaios (01, 03, 05, 07, 09, 10, 11 e 12), foram inferiores e/ou
proximos ao valor citado como inibitorio (0,11 g/L).

Por outro lado, os tratamentos avaliados influenciaram a remocao dos
compostos aromaticos de baixa massa molar oriundos da degradacéao da lignina e
dos extrativos da madeira (CDL). Os melhores resultados de remocao (94,17%;
94,16% e 94,03%) foram obtidos nos ensaios 13, 14 e 02, respectivamente (Tabela
11). Em todos estes ensaios pode-se observar a supremacia da acao combinada
dos fatores resina (MN-150) e adsorvente (carvao ativo) que nao variaram, na
remocéao destes compostos. Observou-se que apenas o fator pH foi variavel nestes
ensaios, ocorrendo melhores remo¢des apenas nos valores de pH iguais a 3,5 e
5,25.

Segundo PARAJO et al. (1996a), o objetivo principal do tratamento dos
hidrolisados hemicelul6sicos pela adsorcdao em carvao ativo é a remogao de uma
ampla gama de compostos de natureza fendlica provenientes da lignina solivel em
meio acido. Estes autores relataram uma maior reducdo na concentragdo dos
referidos compostos (+90%), presentes no hidrolisado de eucalipto neutralizado
com CaCOs, utilizando 5% de carvao ativo. Como alternativa de tratamento do
hidrolisado hemicelulésico de cavacos de eucalipto, CARVALHO et al. (2002)
utilizaram resinas de troca i6nica A860S (anibnica) combinada a C150S (catiénica)
em pH 1,5 no hidrolisado 2,5 vezes concentrado obtendo remogéo de 61,36% dos
compostos fendlicos. O presente trabalho demonstra uma associacao entre estas
técnicas de remocao de compostos inibidores do metabolismo microbiano.
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5.3 FERMENTACAO DO HIDROLISADO CONCENTRADO SUBMETIDO A
DIFERENTES COMBINACOES DE TRATAMENTOS.

A fim de se avaliar a influéncia das diferentes combinagdes de tratamentos
sobre a bioconversao de xilose em xilitol foram efetuados ensaios de fermentacao
em meios preparados com o hidrolisado concentrado, tratado de acordo com as
combinacdes de tratamento propostas nas Tabelas 7 e 8. As variagdes das
concentragdes de xilose, acido acético e concentracdo celular em diferentes
tempos de fermentagéo, encontram-se em anexo.

De acordo com estudos realizados por FELIPE et al. (1996b) e CANETTIERI et
al. (1997), para efetuar os ensaios de fermentacdo foi selecionada uma
concentragao inicial de células de 3,0 g/l (108 células/mL).

Na Tabela 12 estdo apresentados os dados referentes ao consumo de xilose,
acido acético, concentracado de células e producao de xilitol apds a fermentacao
por Candida guilliermondii dos hidrolisados tratados.

Tabela 12- Consumo de xilose, acido acético, producao de biomassa e xilitol
no cultivo de Candida guilliermondii no hidrolisado hemicelulésico de aparas
de eucalipto submetido a diferentes combinacoes de tratamento.

Ensaio Consumo Xilose Consumo Ac. Células (g/L) Xilitol (g/L)
(%) Acético (%)

01 98,45 36,83 6,649 13,120
02 98,83 76,37 9,175 18,450
03 99,63 3,16 12,126 7,047
04 94,55 13,39 9,636 2,285
05 85,70 13,30 8,224 4,730
06 100,00 65,97 11,076 16,820
07 99,11 100,00 12,988 8,196
08 90,43 5,34 10,518 2,538
09 100,00 65,86 11,077 15,790
10 100,00 66,18 11,074 15,770
11 90,46 5,50 10,519 2,535
12 90,49 5,70 10,516 2,531

13 98,84 76,22 9,172 18,090
14 98,83 76,32 9,173 18,100
15 99,62 4,36 12,125 7,038
16 99,63 2,93 12,128 7,035
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A glicose, presente nos hidrolisados foi totalmente consumida nas primeiras 48
horas da fermentacédo (dados nao apresentados). Comportamento semelhante no
consumo desta hexose por Candida guilliermondii foi constatado nas fermentagcdes
dos hidrolisados de bagaco de cana (FELIPE et al., 1993; ALVES et al., 1997,
ACOSTA et al., 2000), de palha de arroz (ROBERTO et al., 1994) e de cavacos de
eucalipto (GINORIS, 2001).

Apesar de alguns autores relatarem que a presenca de glicose no meio de
fermentacdo causa inibicdo da bioconversao de xilose em xilitol (JEFFRIES et al.,
1993; BICHO et al., 1988, WALTHER et al., 2001), neste trabalho tal fato nao foi
constatado. A assimilagdo de xilose por Candida guilliermondii esta sujeita a
repressao catabodlica exercida pela glicose sobre as enzimas xilose redutase e
xilitol desidrogenase (LEE et al., 1996). Segundo FELIPE et al. (1993), a presenca
de glicose em baixas concentracbes no meio, em torno de 10% da concentracao
de xilose, nédo interfere na bioconversao de xilose em xilitol pela levedura Candida
guilliermondii. Estudos recentes realizados SILVA et al. (2004a), demonstram que a
repressao catabodlica exercida pela glicose sobre as enzimas xilose redutase e
xilitol desidrogenase depende da relacdo xilose/glicose. Segundo os autores uma
relacdo de glicose correspondendo a 1/5 da concentracdo de xilose favorece a
formacao de xilitol por Candida guilliermondli.

Com relacdo ao consumo de xilose, os resultados apresentados na Tabela 12
mostram que esta pentose foi totalmente assimilada nas fermentacdes efetuadas
nas condicoes estabelecidas nos ensaios 03, 06, 09, 10, 15 e 16. Os ensaios 09 e
10 foram executados tratando o hidrolisado concentrado em pH 5,25 com carvao
ativo e posterior passagem pela resina A860S. Ja os ensaios 15 e 16 foram
executados no mesmo pH, porém, tratando o hidrolisado concentrado com terra
diatomacea e resina MN-150. As fermentacdes executadas nestes hidrolisados
demonstraram que quando se manteve o pH de tratamento 5,25, o consumo total
da xilose no meio ndo dependeu da resina ou do adsorvente utilizado previamente
no tratamento. Nas fermentagdes conduzidas com o hidrolisado concentrado
tratado nas condi¢des dos ensaios 01, 02, 13 e 14 o cultivo praticamente assimilou

toda a xilose presente inicialmente no meio com percentagens que variaram de
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98,45% (ensaio 1) a 98,84% (ensaio 13). Observa-se que nos ensaios 02,13 e 14 o
hidrolisado concentrado foi tratado com carvao ativo e resina MN-150, variando-se
apenas o pH no ensaio 02 (pH=3,5). Nestas condicbes de tratamento, o0 consumo
de xilose na fermentacao, manteve-se na faixa de 98,83 — 98,84%.

Estes resultados sugerem que as combinagdes de tratamento avaliadas no
presente trabalho promoveram o consumo de xilose pela levedura.

Conforme relatado por DOMINGUEZ et al. (1996), o consumo de xilose por
Candida guilliermondii foi maior (96%), quando a fermentacéo foi conduzida com
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de agucar tratado pela adicao de 5%
de carvao ativo seguido de neutralizacdo com CaO.

O é&cido acético (Tabela 12), presente inicialmente no meio em concentragdes
apontadas como inibitérias para o metabolismo das leveduras também foi
assimilado por Candida guilliermondii observando-se os menores consumos (2,93
e 3,16%) para os ensaios 03 e 16 respectivamente. Comparando-se ambos os
ensaios verificam-se que nenhum fator permaneceu invariavel. Os maiores
consumos (76,37 e 76,32%) ocorreram nos ensaios 02 e 14, respectivamente.
Nesses casos o tratamento dos hidrolisados foi efetuado com o uso de carvéo ativo
e resina MN-150, variando-se o fator pH (3,5 ou 5,25).

A assimilacdo deste acido ocorreu simultaneamente com o consumo de xilose
(dados néo apresentados), semelhante ao observado por FELIPE et al. (1995),
FELIPE et al. (1996a), GINORIS (2001) em fermentacdes conduzidas em meio
semi-sintético, hidrolisado de bagago de cana de agucar e de cavacos de eucalipto,
respectivamente. FELIPE et al. (1995), sugeriram que a assimilagdo desse acido
por Candida guilliermondii, poderia contribuir para a desintoxicacdo dos
hidrolisados, visto que esse composto é considerado como potente inibidor da
atividade fermentativa (PAMPULHA & LOUREIRO-DIAS, 1990; HERRERO et al.,
1985; NODA et al., 1992; FERRARI et al., 1992).

O favorecimento de &cido acético pelo esgotamento de xilose tem sido relatado
por varios autores, porém nas condicoes estudadas neste trabalho, é dificil
estabelecer uma relagcao entre todos os fatores que possam estar interferindo no

consumo deste composto devido a dinamica do processo fermentativo.
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Alguns trabalhos relatam que a presenca de &cido acético no meio em
concentracdes acima de 5,0 g/L exercem um potente efeito inibidor no crescimento
celular em leveduras (FELIPE et al., 1997b, PARAJO et al., 1997b), porém no
presente trabalho tal efeito ndo foi observado. Podemos constatar na Tabela 12
que o maior valor de concentracdo celular, obtido no ensaio 07 (12,988 g/L),
coincidiu com o maior consumo deste acido pela levedura (100%). Neste ensaio o
hidrolisado concentrado foi tratado a pH=7,0 com terra diatomacea e resina A860S.
Verifica-se também que a menor concentracdo de biomassa (6,649 g/L) foi obtida
no ensaio 01. Neste ensaio o hidrolisado concentrado foi tratado a pH=3,5 com
carvao ativo e resina A860S.

Tem sido demonstrado que além da concentracdo, o potencial inibitério deste
acido é dependente das condigbes experimentais empregadas durante o cultivo
tais como pH (LAWFORD et al., 1993; FELIPE et al., 1997b; RODRIGUES et al.,
2003), disponibilidade de oxigénio (MORITA & SILVA, 2000), temperatura (van ZYL
et al., 1988), relacdo xilose/acido acético (du PREEZ et al., 1991), bem como da
presenca de outros compostos inibitérios (CONVERTI, 2000b), o que sugere que a
influéncia favoravel do consumo de acido acético no crescimento celular observado
aqui pode ter sido causado pelo efeito combinado de todos esses fatores
associado com o tratamento do hidrolisado, que podem ter propiciado condi¢des
gue estimulam a producéo de biomassa.

SILVA et al. (2004b), realizaram recentemente ensaios em que o 4cido acético
(2,0 g/L) foi adicionado ao meio (hidrolisado de bagaco de cana) em diferentes
tempos de fermentagcdo, com o objetivo de avaliar o efeito deste acido neste
bioprocesso. Os autores concluiram que o efeito inibitério do 4cido acético sobre a
bioconversao de xilose em xilitol foi dependente do tempo de fermentacdo em que
a adicédo do acido foi feita e ndo apenas de sua concentracdo no meio.

Neste trabalho as maiores concentracdes de xilitol (18,450; 18,090 e 18,100%)
foram alcancadas nos ensaios 02, 13 e 14. Nesses casos o processo fermentativo
efetuou-se com o hidrolisado tratado com carvao ativo e resina MN-150, variando-
se apenas os pHs dos ensaios (ensaio 02, pH=3,5; ensaios 13 e 14, pH=5,25).
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Apenas uma posterior analise estatistica podera definir a influencia das condigbes
de tratamento empregadas nestes ensaios, sobre a produgao de xilitol.

Os parametros fermentativos da bioconversdo de xilose-xilitol por Candida
guilliermondii encontram-se na Tabela 13, onde se pode constatar que os maximos
valores de rendimento em xilitol (0,561 e 0,544 g xilitol/g xilose) correspondentes
as maiores eficiéncias de bioconversdo (61,178 e 59,324%, respectivamente),
foram obtidos nos ensaios 01 e 02, respectivamente. Verifica-se no ensaio 02
(onde o hidrolisado foi tratado a pH=3,5 com carvdo ativo e resina MN-150), a
maior concentragéo de xilitol (Tabela 12) e a maxima produtividade volumétrica em
xilitol (0,192 g/Lh).

Tabela 13- Parametros fermentativos da bioconversao de xilose a xilitol por
Candida guilliermondii em hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto
submetido as diferentes combinacoes de tratamento.

Ensaios Yris (9/9) Qr (g/Lh) M (%)
01 0,561 0,137 61,178
02 0,544 0,192 59,324
03 0,405 0,0734 44,166
04 0,102 0,0238 11,123
05 0,133 0,0497 14,504
06 0,392 0,175 42,748
07 0,226 0,0854 24,646
08 0,160 0,0264 17,448
09 0,368 0,164 40,131
10 0,368 0,164 40,131
11 0,160 0,0264 17,448
12 0,160 0,0264 17,448
13 0,534 0,188 58,233
14 0,534 0,189 58,233
15 0,405 0,0733 44,166
16 0,405 0,0733 44,166

Ypss (9/g) — Fator de rendimento em xilitol; Qp (g/Lh) — Produtividade volumétrica em xilitol;
1 (%) — Eficiéncia de bioconverséo.

Quanto a influéncia dos tratamentos avaliados sobre este bioprocesso, a

discussao sera feita posteriormente apds a analise estatistica.
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5.4 ANALISE ESTATISTICA E MODELAGEM MATEMATICA

5.4.1 Analise estatistica e modelagem matematica para a remocao dos
inibidores e da xilose

Com o intuito de se fazerem conhecidos os niveis de remocgao dos
compostos inibidores da atividade fermentativa de Candida guilliermondii cultivada
em hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto submetido as condi¢des de
tratamento estudadas, os dados experimentais referentes as porcentagens de
reducdo das concentragbes de acido acético, furfural, hidroximetilfurfural assim
como dos compostos aromaticos derivados da degradacao da lignina soluvel em
meio acido e dos extrativos da madeira, foram analisados estatisticamente.

A anélise dos resultados partiu de um planejamento fatorial 2°, seguindo a
sequéncia proposta por BOX et al., 1988; Barros Neto et al.,1995. Esta sequiéncia
estabelece o calculo dos efeitos, estimativa do erro, interpretacdo dos resultados e
obtencdo do modelo estatistico.

A fim de diminuir a caréncia de graus de liberdade para a realizacdo do
calculo do erro experimental que permite avaliar se os fatores estudados sao
significativos ou n&o, foram realizados mais oito ensaios com duplicatas,
estabelecendo como ponto central o pH do hidrolisado (pH= 5,25).

Na anélise do planejamento fatorial 23, foi constatado que para todas as
respostas (exceto na remogdo dos compostos aromaticos derivados da
degradacdo da lignina soluvel em meio acido e dos extrativos da madeira), os
modelos ndo apresentaram curvatura significativa, indicando que as variagées nas
percentagens da remocdo dos inibidores podem ser adequadamente
representadas por modelos matematicos de primeira ordem (lineares).

A partir do teste t de “Student”, foi feita uma triagem inicial permanecendo no
modelo somente os fatores e interacées que apresentaram efeito significativo a

95% de confianga.
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5.4.1.1 Andlise estatistica e modelagem matematica para a remocao de xilose

As estimativas, erros-padrdo, teste t de “student” e niveis de significancia
para a remogao de xilose encontram-se na Tabela 14, onde pode se verificar que
nenhum dos fatores avaliados apresentou efeito significativo ao nivel de 95% de
confianga. Isto é um beneficio, visto que a concentracdo deste agucar é um dos
principais fatores que influenciam na produtividade de xilitol. Sendo assim, perdas
significativas deste agucar precursor, comprometem a eficiéncia do bioprocesso
(MARTON et al. 2003).

Tabela 14- Estimativa dos efeitos, erros-padrao, teste t de “student” e niveis
de significancia para a remocao de xilose seguindo um planejamento fatorial
2° com mais oito ensaios de ponto central fixados no pH do hidrolisado
hemicelulésico de aparas de eucalipto.

Fatores de Estimativas Erros-padrao t p
interacoes

Média 13,37688 1,594305 8,39041 0,000015*
[Fr] -3,38875 3,188610 -1,06277 0,315571
[FpH] 2,73500 4,509376 0,60651 0,559160
[FA] 0,67875 3,188610 0,21287 0,836174
[Fr] [FpH] 6,21500 4,509376 1,37824 0,201422
[Fr] [FA] 0,99625 3,188610 0,31244 0,761824
[FpH] [FA] 8,68500 4,509376 1,92599 0,086225

*Significativo ao nivel de 95% de confianca.

5.4.1.2 Analise estatistica e modelagem matematica para a remocao dos
compostos aromaticos (CDL).

No caso dos compostos aromaticos, as estimativas dos efeitos, erros-
padréo, teste t de “Student” e niveis de significancia (Tabela 15) mostram que o
efeito do fator resina (FR) é significativo ao nivel de 95% de confianca. Observa-se
também que quando se passou do nivel —1 (resina A860S) para o nivel +1 (resina
MN-150) a remogao dos compostos aromaticos aumentou em média 11,986%.

Observa-se na mesma tabela que o efeito do fator adsorvente também
apresenta significAncia estatistica (p<0,05). Deste modo, quando se passou do
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nivel —1 (Carvao Ativo) para o nivel +1 (Terra Diatomacea) a remogédo destes
compostos diminuiu em média 11,736%.

A Tabela 15 demonstra também que hé interagéo entre os fatores resina (FR) e
pH do hidrolisado (FpH), porém a mesma é negativa. Observa-se significancia
estatistica ao nivel de 5% de probabilidade quando se trabalhou com a resina no
seu nivel maximo +1 (MN-150) e pH do hidrolisado no seu nivel minimo —1 (3,5).

Tabela 15- Estimativa dos efeitos, erros-padrao, teste t de “student” e niveis
de significancia para a remocao dos CDL seguindo um planejamento fatorial
2° com mais oito ensaios de ponto central fixados no pH do hidrolisado
hemicelulésico de aparas de eucalipto.

Fatores de Estimativas Erros-padrao t p
interacoes

Média 77,13790 1,84752 41,75161 0,000000*
[Fr] 11,98630 3,69504 3,24388 0,010096*
[FpH] -3,38000 5,22557 -0,64682 0,533896
[FA] -11,73630 3,69504 -3,17622 0,011253"
[Fr] [FpH] -16,39500 5,22557 -3,13746 0,011977*
[Fr] [FA] 2,26130 3,69504 0,61197 0,555700
[FpH] [FA] 5,48000 5,22557 1,04869 0,321665

*Significativo ao nivel de 95% de confianca.

Na tabela 16, encontram-se os coeficientes, erros-padrao, valores de t e
niveis de significancia referentes ao modelo representativo da remogéao dos CDL.

Tabela 16- Coeficientes de regressao, erros-padrao, teste t de “student” e
niveis de significancia do planejamento fatorial 2° com mais oito ensaios de
ponto central fixados no pH para o modelo que representa a remocao dos

CDL no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto.

Fatores de Parametros | Coeficientes | Erros-padrao t p
interacoes

Constante Constante 77,13687 1,84752 2,61279 0,000000
[Fr] Xi 5,99313 1,84752 3,24388 0,010096
[FpH] Xo -1,69000 2,61279 -0,64682 0,533896
[FA] X3 -5,86813 1,84752 -3,17622 0,011253
[Fr] [FpH] X1X2 -8,19750 2,61279 -3,13746 0,011977
[Fr] [FA] XiXs 1,13063 1,84752 0,61197 0,555700
[FpH] [FA] XoX3 2,74000 2,61279 1,04869 0,321665

R? = 0,78233 e R? ajustado = 0,63722
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A partir dos coeficientes de regressao (Tabela 16), pode-se verificar uma
curvatura significativa (p<0,05) representativa do modelo (Tabela 17). Em
sequéncia, foi realizada uma analise de variancia para o modelo proposto (Tabela
18), comprovando assim a significAncia estatistica do mesmo (p<0,05) com
coeficiente de determinacdo (R? = 0,7824), que descreve 78,24% da variancia
total em torno da média. Assim pode-se verificar que um modelo de ordem
superior descreveria de maneira mais apropriada os resultados de remocéo para
os CDL.

Tabela 17- Analise da curvatura para o modelo que descreve a remocao dos
CDL no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto.

Analise dos Coeficientes Erros-padrao t p
Fatores

Média das 71,69250 0,519305 138,0547 0,000000
interacoes

Curvatura 10,88875 0,734408 14,8266 0,000000
R® = 0,99236-

Na figura 11, encontra-se a disposicdo dos pontos estimados pelo modelo, e
a relagdo entre os valores previstos e os valores observados. Nota-se uma
aproximacao entre estes valores na reta que intercepta os pontos, indicando que
0s erros seguem uma distribuicdo normal e que os pontos foram satisfatoriamente
representados pelo modelo escolhido.

Tabela 18- Analise de variancia da regressao do modelo que representa a
remoc¢ao dos CDL no tratamento do hidrolisado hemiceluldsico de aparas de
eucalipto.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor de F Valor de P
Variacao Quadrados Liberdade Médio

Modelo 1766,48 6 294,414 5,39 0,0127
Residuos 491,292 9 54,588 -

Total 2257,78 15 -

R? = 0,7824
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Figura 11- Relacdo entre valores previstos e os valores observados no modelo

proposto para o tratamento visando maior remocao dos CDL do hidrolisado

hemiceluldsico de aparas de eucalipto.
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O modelo matematico resultante que descreve a remoc¢ao dos CDL do
hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto € definido pela seguinte
equacao:

Y1 = 77,138 +5,992 X1 -1 ,693 X2 '5,869 X3 '8,195 X1X2 +1 ,132 X1 X3 +2,743 X2 X3

em que:
Y1 € a remocgao dos CDL, %

X1, X2 e X3 séo os fatores resina, pH e adsorventes, respectivamente.

Este modelo prevé o favorecimento da remocao dos CDL, trabalhando com
a resina no seu nivel maximo +1 (MN-150) bem como o pH do hidrolisado e o fator

adsorvente no seu nivel minimo —1 (3,5) e (carvao ativo), respectivamente.

5.4.1.3 Analise estatistica e modelagem matematica para a remocao de acido
acético.

A Tabela 19, mostra as estimativas dos efeitos, erros-padréo, teste t de
“Student” e niveis de significancia referentes a remocao do acido acético para o
planejamento fatorial 2° com mais oito ensaios de ponto central fixados no pH do
hidrolisado. Conforme os resultados apresentados nessa tabela, observa-se que ao
nivel de 95% de confianca o fator resina, bem como a interacdo entre os fatores
resina e pH, foram significativos. Analisando o fator resina (FR), observa-se que
guando se passou do nivel —1 (resina A860S) para o nivel +1 (resina MN-150) a
remocao de acido acético diminuiu em média 21,968%.
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A Tabela 19 demonstra também que a interagdo entre os fatores resina (FR) e
pH do hidrolisado (FpH) é negativa. Os melhores resultados foram obtidos quando
se trabalhou com a resina no seu nivel minimo -1 (A860S) e pH do hidrolisado no

seu nivel maximo +1 (7,0).

Tabela 19- Estimativa dos efeitos, erros-padrao, teste t de “student” e niveis
de significancia para a remocao de acido acético seguindo um planejamento
fatorial 2° com mais oito ensaios de ponto central fixados no pH do
hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto.

Fatores de Estimativas Erros-padrao t p
interacoes

Média 52,1000 422110 12,34274 0,000001*
[Fr] -21,9675 8,44221 -2,60210 0,028639*
[FpH] -8,3000 11,93909 -0,69520 0,504484
[FA] -6,8975 8,44221 -0,81703 0,435007
[Fr] [FpH] -48,1000 11,93909 -4,02878 0,002978*
[Fr] [FA] 0,5750 8,44221 0,06811 0,947187
[FpH] [FA] 14,5950 11,93909 1,22246 0,252583

*Significativo ao nivel de 95% de confianga.

Na tabela 20, encontram-se os coeficientes, erros-padrdo, valores de t e
niveis de significancia referentes ao modelo representativo da remogéo de acido
aceético.

Tabela 20- Coeficientes de regressao, erros-padrao, teste t de “student” e
niveis de significancia do planejamento fatorial 2° com mais oito ensaios de
ponto central fixados no pH para o modelo que representa a remocao de
acido acético no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de aparas de

eucalipto.

Fatores de Parametros | Coeficientes | Erros-padrao t p
interacoes

Constante Constante 52,1000 4,221105 12,34274 0,000001
[Fr] Xi -10,9838 4,221105 -2,60210 0,028639
[FpH] Xo -4,1500 5,969543 -0,69520 0,504484
[FA] X3 -3,4488 4,221105 -0,81703 0,435007
[Fr] [FpH] XiX2 -24,0500 5,969543 -4,02878 0,002978
[Fr] [FA] X1Xs 0,2875 4,221105 0,06811 0,947187
[FpH] [FA] XoX3 7,2975 5,969543 1,2246 0,252583
R?=0,74027 e R? ajustado = 0,56712
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A partir dos coeficientes de regressao (Tabela 20), pode-se verificar que néao
houve curvatura significativa (p<0,05) representativa do modelo (Tabela 21). Em
sequéncia, foi realizada uma andlise de variancia para o modelo proposto (Tabela
22), comprovando assim que o modelo ndo apresentou significancia estatistica ao
nivel de 95% de confianca. Nesta tabela observa-se um coeficiente de
determinagédo (R? = 0,74027) que descreve 74,03% da variancia total em torno da
média. Assim pode-se verificar que um modelo de primeira ordem descreve de

maneira apropriada os resultados de remog¢ao para o acido acético.

Tabela 21- Analise da curvatura para o modelo que descreve a remocao de
acido acético no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de aparas de
eucalipto.

Analise dos Coeficientes Erros-padrao t p
Fatores

Média das 51,297500 6,318930 8,118070 0,000039
interacoes

Curvatura 1,605000 8,936317 0,179600 0,861929
R®=0,74132

Na figura 12, encontra-se a disposicdo dos pontos estimados pelo modelo, e
a relacao entre valores previstos e valores observados. Nota-se uma aproximacao
entre estes valores na reta que intercepta os pontos, indicando que 0s erros
seguem uma distribuicdo normal e que os pontos foram satisfatoriamente
representados pelo modelo escolhido.

Tabela 22- Analise de varidancia da regressao do modelo que representa a
remocao de acido acético no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de
aparas de eucalipto.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor de F Valor de P
Variacao Quadrados Liberdade Médio

Modelo 7312,94 6 1218,82 4,28 0,0258
Residuos 2565,752 9 285,084 - -
Total 3878,689 15 - -

R? = 0,74027
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Figura 12- Relacdo entre valores previstos e valores observados no modelo

proposto para o tratamento, visando maior remocao de acido acético do hidrolisado

hemiceluldsico de aparas de eucalipto.
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O modelo matematico resultante que descreve a remog¢ao de acido acético
do hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto é definido pela seguinte
equacao:

Y, = 52,100 -10,984 X, -4,150 X, -3,449 X, -24,050 X;X» +0,288 X; X3 +7,298 X X3

em que:

Y2 € a remocgao de &cido acético, %

X1, X2 e X3 séo os fatores resina, pH e adsorventes, respectivamente.

Este modelo prevé o favorecimento da remocao do acido acético, trabalhando
com a resina no seu nivel minimo -1 (A860S) e pH do hidrolisado no seu nivel
maximo +1 (7,0), independente do adsorvente utilizado.

5.4.1.4 Analise estatistica e modelagem matematica para a remocao de
furfural.

As estimativas dos efeitos, erros-padrao, teste t de “Student” e niveis de
significancia para a remogéao de furfural encontram-se na Tabela 23, onde pode-se
verificar que o efeito do fator resina (FR) apresenta significancia estatistica
(p<0,05). Observa-se também, que quando se passou do nivel —1 (resina A860S)
para o nivel +1 (resina MN-150), a remocao do furfural aumentou em média
10,984 %.
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Observa-se na mesma tabela, que o efeito do fator adsorvente também é
significativo ao nivel de 95% de confianca. Deste modo, quando se passou do nivel
—1 (Carvao Ativo) para o nivel +1 (Terra Diatomacea), a remocdo destes
compostos diminuiu em média 10,984%.

A Tabela 23 demonstra também que ha interacdo positiva entre os fatores resina
(FR) e adsorvente (FA), com significancia estatistica ao nivel de 5% de

probabilidade.

Tabela 23- Estimativa dos efeitos, erros-padrao, teste t de “student” e niveis
de significancia para a remocao do furfural, seguindo um planejamento
fatorial 2° com mais oito ensaios de ponto central fixados no pH do
hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto.

Fatores de Estimativas Erros-padrao t p
interacoes

Média 94,50810 1,14713 82,38696 0,000000*
[Fr] 10,98380 2,29425 4,78751 0,000991*
[FpH] 5,36750 3,24456 1,65431 0,132452
[FA] -10,98380 2,29425 -4,78751 0,000991*
[Fr] [FpH] -5,36750 3,24456 -1,65431 0,132452
[Fr] [FA] 10,98380 2,29425 4,78751 0,000991*
[FpH] [FA] 5,36750 3,24456 1,65431 0,132452

*Significativo ao nivel de 95% de confianga.

Na tabela 24, encontram-se os coeficientes, erros-padrdo, valores de t e
niveis de significancia referentes ao modelo representativo da remoc¢ao do furfural.

Tabela 24- Coeficientes de regressao, erros-padrao, teste t de “student” e
niveis de significancia do planejamento fatorial 23, com mais oito ensaios de
ponto central fixados no pH para o modelo que representa a remocao do

furfural no tratamento do hidrolisado hemiceluldsico de aparas de eucalipto.

Fatores de Parametros | Coeficientes | Erros-padrao t p
interacoes

Constante Constante 94,50813 1,14713 82,38696 0,000000
[Fr] X1 5,49187 1,14713 4,78751 0,000991
[FpH] Xo 2,68375 1,62228 1,65431 0,132452
[FA] X3 -5,49188 1,14713 -4,78751 0,000991
[Fr] [FpH] X1X2 -2,68375 1,62228 -1,65431 0,132452
[Fr] [FA] XiXs 5,49188 1,14713 4,78751 0,000991
[FpH] [FA] XoX3 2,68375 1,62228 1,65431 0,132452

R?=0,89531 e R? ajustado = 0,82552

72




A partir dos coeficientes de regressao (Tabela 24), pode-se verificar que néo
houve curvatura significativa ao nivel de 95% de confianga, representativa do
modelo (Tabela 25). Uma andlise de variancia para o modelo proposto (Tabela 26),
comprovou que o modelo realmente ndao é significativo ao nivel de 5% de
probabilidade. Na mesma tabela, observa-se um coeficiente de determinacéo (R? =
0,89531) que descreve 89,53% da variancia total em torno da média. Assim, pode-
se verificar que um modelo de primeira ordem (linear) descreve de maneira correta

os resultados de remocéao para o furfural.

Tabela 25- Analise da curvatura para o modelo que descreve a remocao do
furfural no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto.

Analise dos Coeficientes Erros-padrao t p
Fatores

Média das 93,82125 1,68607 55,64510 0,000000
interacdes

Curvatura 1,37375 2,38446 0,57613 0,580371
R® = 0,89948

Na figura 13, encontra-se a disposicao dos pontos estimados pelo modelo e
a relacao entre valores previstos e valores observados. Nota-se uma aproximacéo
entre estes valores na reta que intercepta os pontos, indicando que o0s erros
seguem uma distribuicdo normal e que os pontos foram satisfatoriamente

representados pelo modelo escolhido.

Tabela 26- Analise de varidncia da regressao do modelo que representa a
remocao do furfural no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de aparas

de eucalipto.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor de F Valor de P
Variacao Quadrados Liberdade Médio

Modelo 1620,57 6 270,096 12,83 0,0006
Residuos 189,48900 9 21,05430 - -
Total 1810,06200 15 - -

R? = 0,89531
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O modelo matemético resultante que descreve a remocéo do furfural no
hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto € definido pela seguinte
equacao:

Y3 = 94,508 +5,492 X1 +2,684 X2 '5,492 X3 -2,684 X1X2 +5,492 X1 X3 +2,684 X2 X3

em que:

Y3 € a remocao do furfural, %

X1, X2 e X3 sdo os fatores resina, pH e adsorventes, respectivamente.

Este modelo prevé o favorecimento da remocéo do furfural, trabalhando com a
resina no seu nivel maximo +1 (MN-150) e o adsorvente no seu nivel minimo -1
(carvao ativo), independente dos niveis de pH do hidrolisado, adotados neste

tratamento.

5.4.1.5 Andlise estatistica e modelagem matematica para a remocao de 5-
hidroximetilfurfural.

No caso do hidroximetilfurfural, as estimativas dos efeitos, erros-padréo,
teste t de “Student” e niveis de significancia (Tabela 27) mostram que o efeito do
fator resina (FR) é significativo ao nivel de 95% de confianca. Observa-se também
que quando se passou do nivel —1 (resina A860S) para o nivel +1 (resina MN-150)
a remoc¢ao dos compostos aromaticos aumentou em média 11,824%.

Observa-se na mesma tabela, que o efeito do fator adsorvente também
apresenta significancia estatistica (p<0,05). Deste modo, quando se passou do
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nivel —1 (Carvédo Ativo) para o nivel +1 (Terra Diatomacea), a remogédo destes
compostos diminuiu em média 5,859%.
A Tabela 27 demonstra também que ha interacao positiva entre os fatores resina

(FR) e adsorvente (FA) com significancia estatistica ao nivel de 95% de confianga.

Tabela 27- Estimativa dos efeitos, erros-padrao, teste t de “student” e niveis
de significancia para a remocao do 5-hidroximetilfurfural seguindo um
planejamento fatorial 2%, com mais oito ensaios de ponto central fixados no
pH do hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto.

Fatores de Estimativas Erros-padrao t p
interacoes

Média 94,08813 0,54181 173,65510 0,000000*
[Fr] 11,82375 1,08362 10,91130 0,000002*
[FpH] 2,23500 1,563247 1,45840 0,178719
[FA] -5,85875 1,08362 -5,40660 0,000429*
[Fr] [FpH] -2,23500 1,563247 -1,45840 0,178719
[Fr] [FA] 5,85875 1,08362 5,40660 0,000429*
[FpH] [FA] 0,93500 1,53247 0,61010 0,556868

*Significativo ao nivel de 95% de confianga.

Na tabela 28, encontram-se os coeficientes, erros-padrdo, valores de t e
niveis de significancia referentes ao modelo representativo da remocao do

hidroximetilfurfural.

Tabela 28- Coeficientes de regressao, erros-padrao, teste t de “student” e
niveis de significancia do planejamento fatorial 2°, com mais oito ensaios de
ponto central fixados no pH para o modelo que representa a remocao do 5-
hidroximetilfurfural no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de aparas

de eucalipto.

Fatores de

Parametros | Coeficientes | Erros-padrao t p

interacoes

Constante Constante 94,08813 0,54181 173,65510 0,000000
[Fr] Xi 5,91188 0,54181 10,91130 0,000002
[FpH] Xo 1,11750 0,76624 1,45840 0,178719
[FA] X3 -2,92938 0,54181 -5,40660 0,000429
[Fr] [FpH] X1X2 -1,11750 0,76624 -1,45840 0,178719
[Fr] [FA] XiXs 2,92938 0,54181 5,40660 0,000429
[FpH] [FA] XoX3 0,46750 0,76624 0,61010 0,556868

R?=0,95292 e R? ajustado = 0,92153
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A partir dos coeficientes de regressao (Tabela 28), pode-se verificar que nao
houve curvatura significativa ao nivel de 5% de probabilidade, representativa do
modelo (Tabela 29). Uma andlise de variancia para o modelo proposto (Tabela 30),
comprovou que o modelo realmente nédo é significativo (p<0,05). Na mesma tabela
observa-se um coeficiente de determinagdo (R? = 0,95292), que descreve 95,29%
da variancia total em torno da média. Assim, pode-se verificar que um modelo de
primeira ordem (linear) descreve de maneira correta os resultados de remogao

para o furfural.

Tabela 29- Analise da curvatura para o modelo que descreve a remoc¢ao do 5-
hidroximetilfurfural, no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de aparas
de eucalipto.

Analise dos Coeficientes Erros-padrao t p
Fatores

Média das 93,89750 0,80711 116,33830 0,000000
interacdes

Curvatura 0,38125 1,14142 0,33400 0,746957
R® = 0,95356

Na figura 14, encontra-se a disposi¢do dos pontos estimados pelo modelo e
a relagdo entre os valores previstos e os valores observados. Nota-se uma
aproximacao entre estes valores na reta que intercepta os pontos, indicando que
0s erros seguem uma distribuicdo normal e que os pontos foram satisfatoriamente
representados pelo modelo escolhido.

Tabela 30- Analise de variancia da regressao do modelo, que representa a

remocao do 5-hidroximetilfurfural no tratamento do hidrolisado
hemiceluldsico de aparas de eucalipto.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor de F Valor de P
Variacao Quadrados Liberdade Médio

Modelo 855,533 6 142,589 30,36 0,0000
Residuos 42,27240 9 4,69690 - -

Total 897,80560 15 -

R® = 0,95292
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Figura 14- Relagédo entre valores previstos e os valores observados no modelo
proposto para o tratamento, visando maior remog¢ao de 5-hidroximetilfurfural do
hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto.
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O modelo matematico resultante, que descreve a remogdo do 5-
hidroximetilfurfural do hidrolisado hemicelul6sico de aparas de eucalipto é definido
pela seguinte equagao:

Y4 = 94,088 +5,912 X1 +1 ,118 X2 -2,929 X3 -1 ,118 X1X2 +2,929 X1 X3 +0,468 X2 X3

em que:

Y, é a remogao do 5-hidroximetilfurfural, %

X1, X2 e X3 séo os fatores resina, pH e adsorventes, respectivamente.

Este modelo prevé o favorecimento da remocdo do 5-hidroximetilfurfural,
trabalhando com a resina no seu nivel maximo +1 (MN-150) e o adsorvente no seu
nivel minimo -1 (carvao ativo), independente dos niveis de pH do hidrolisado,
adotados neste tratamento.

ApOs a analise estatistica do tratamento do hidrolisado hemicelulésico das
aparas de eucalipto, pode-se verificar que a resina MN-150 apresentou maior efeito
de remocgao sobre o furfural, 5-hidroximetilfurfural e os compostos aromaticos.
Quanto aos adsorventes, o carvao ativo demonstrou maior eficiéncia na remocao
dos compostos aromaticos e do furfural. A eficiéncia da remocao do acido acético e
do 5-hidroximetilfurfural foi, independente do adsorvente, adotado no tratamento. O
pH nao interferiu estatisticamente na remogao de furfural e de 5-hidroximetilfurfural,
porém, nos pH (3,5) e (7,0) ocorreram maiores remocoes de compostos aromaticos
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e acidos aceético, respectivamente. Deste modo, pode-se adotar como melhor
condicdo de tratamento, o experimento 2 (resina MN-150, carvdo ativo como
adsorvente e pH 3,5), garantindo a maior remocao de furfural, 5-hidroximetilfurfural
e compostos aromaticos. A remoc¢ao de acido acético neste ensaio, apesar de nao
ter sido a mais elevada (84%), apresentou um valor muito préximo da mesma
(82,52%).

5.4.2 Analise estatistica e modelagem matematica para o fator de rendimento
em xilitol

A fim de se verificar a influéncia dos fatores estudados no tratamento do
hidrolisado hemiceluldsico de aparas de eucalipto sobre a atividade fermentativa de
Candida guilliermondii e determinar as condicdes que permitam obter um
hidrolisado susceptivel a fermentacdo com a maxima remocao dos compostos
toxicos, os dados obtidos foram processados estatisticamente.

Dentre os parametros deste bioprocesso, foi dado énfase ao fator de rendimento
em xilitol, como resposta analitica do processo frente a andlise estatistica.

A Tabela 31 mostra as estimativas dos efeitos, erros-padrédo, teste t de
“Student” e niveis de significancia referentes ao fator de rendimento em xilitol (Yp/s)
de acordo com o planejamento fatorial 2° com mais oito ensaios de ponto central
fixados no pH do hidrolisado. Conforme os resultados apresentados nessa tabela,
observa-se que ao nivel de 95% de confianga o fator pH, adsorvente e a interacao
entre os fatores resina e pH foram significativos. Analisando-se o fator pH (FpH),
observa-se que ao se passar do nivel —1 (3,5) para o nivel +1 (7,0) o fator de
rendimento em xilitol (Yp;s) diminuiu em média 0,184%. Da mesma forma pode-se
observar quanto ao fator adsorvente (FA) que, ao se passar do nivel -1 (carvao
ativo) para o nivel +1 (terra diatomacea) o fator de rendimento em xilitol (Yps)
diminuiu em média 0,172%.

A Tabela 31 demonstra também que ha interagé@o entre os fatores resina (FR) e
pH do hidrolisado (FpH). Observa-se também, que a mesma é negativa. Os
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melhores resultados foram obtidos quando se trabalhou com a resina no seu nivel

maximo +1 (MN-150) e pH do hidrolisado no seu nivel minimo -1 (3,5).

Tabela 31- Estimativa dos efeitos, erros-padrao, teste t de “student” e niveis
de significancia para o fator de rendimento em xilitol (Yps) seguindo um
planejamento fatorial 2%, com mais oito ensaios de ponto central fixados no
pH do hidrolisado hemiceluldsico de aparas de eucalipto.

Fatores de Estimativas Erros-padrao t p
interacoes

Média 0,34106 0,022815 14,94886 0,000000*
[Fr] 0,08688 0,045631 1,90388 0,089332
[FpH] -0,18425 0,064531 -2,85520 0,018928*
[FA] -0,17188 0,046310 -3,76666 0,004439*
[Fr] [FpH] -0,152750 0,064531 -2,36707 0,042111*
[Fr] [FA] 0,083875 0,045631 1,83813 0,099206
[FpH] [FA] 0,11475 0,064531 1,77820 0,109085

*Significativo ao nivel de 95% de confianca.

Na tabela 32, encontram-se os coeficientes, erros-padrao, valor de t e niveis de
significancia referentes ao modelo representativo do fator de rendimento em xilitol
(Yess).

Tabela 32- Coeficientes de regressao, erros-padrao, teste t de “student” e
niveis de significancia do planejamento fatorial 23, com mais oito ensaios de
ponto central fixados no pH para o modelo que representa o fator de
rendimento em xilitol (Yp;s) no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de
aparas de eucalipto.

Fatores de Parametros | Coeficientes | Erros-padrao t p
interacoes

Constante Constante 0,34106 0,022815 14,94886 0,000000
[Fr] Xi 0,022815 1,90388 0,089332 0,089332
[FpH] Xo -0,092125 0,032266 -2,85520 0,018928
[FA] X3 -0,085938 0,022815 -3,76666 0,004439
[Fr] [FpH] XiXe -0,076375 0,032266 -2,36707 0,042111
[Fr] [FA] X1X3 0,041938 0,022815 1,83813 0,099206
[FpH] [FA] XoX3 0,057375 0,032266 1,77820 0,109085

R? = 0,80895 e R? ajustado = 0,68159

81




A partir dos coeficientes de regressdo (Tabela 32), pode-se verificar que nao
houve curvatura significativa a 95% de confianca, representativa do modelo
(Tabela 33). Uma analise de variancia para o modelo proposto (Tabela 34),
comprovou que o0 modelo ndo é significativo (p<0,05). Na mesma tabela, observa-
se um coeficiente de determinagdo (R® = 0,80895), que descreve 80,90% da
variancia total em torno da média. Assim, pode-se verificar que um modelo de
primeira ordem (linear) descreve de maneira correta os resultados quanto ao fator

de rendimento em xilitol (Yp/s).

Tabela 33- Andlise da curvatura para o modelo que descreve o fator de
rendimento em Xxilitol (Yps), no tratamento do hidrolisado hemiceluldsico de
aparas de eucalipto.

Analise dos Coeficientes Erros-padrao t p
Fatores

Média das 0,31538 0,031721 9,94203 0,000009
interacdes

Curvatura 0,051375 0,04486 1,14521 0,28523
R® = 0,83586

Na figura 15, encontra-se a disposi¢do dos pontos estimados pelo modelo e
a relacao entre os valores previstos e os valores observados. Pode-se observar
uma aproximacao entre estes valores na reta que intercepta os pontos, indicando
que os erros seguem uma distribuicdo normal e que os pontos foram

satisfatoriamente representados pelo modelo escolhido.

Tabela 34- Analise de variancia da regressao do modelo, que representa o
fator de rendimento em xilitol (Yps) no tratamento do hidrolisado
hemiceluldsico de aparas de eucalipto.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor de F Valor de P
Variacao Quadrados Liberdade Médio

Modelo 0,31739 6 0,0528983 6,35 0,0074
Residuos 0,074957 9 0,008329 - -
Total 0,392347 15 - -

R? = 0,80895
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O modelo matematico resultante que descreve o fator de rendimento em
xilitol (Yps;s) no hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto € definido pela
seguinte equacéo:

Ys = 0,341 +0,0434 X, -0,0921 X, -0,0859 X3 -0,0764 X1X> +0,0419 X; X3 +0,0574 X, X3

em que:

Y5 € o fator de rendimento em xilitol (Yps), %
X1, X2 e X3 sdo os fatores resina, pH e adsorventes, respectivamente.

Este modelo prevé o favorecimento do aumento do fator de rendimento em xilitol
(Ypss), trabalhando-se com a resina no seu nivel maximo +1 (MN-150), o

adsorvente e o pH do hidrolisado no seu nivel minimo -1 (carvao ativo) e (3,5),

respectivamente.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

O tratamento do hidrolisado de aparas de eucalipto (concentrado 5,8 vezes)
com carvao ativo, resina MN-150 e pH=3,5, reduz as concentracdes de furfural e 5-
hidroximetilfurfural totalmente. Este tratamento também reduz significativamente a
concentragdo de acido aceético a nivel ndo inibitério ao metabolismo da xilose pela

levedura Candida guilliermondli.

Estatisticamente a melhor condicdo do tratamento foi alcancada com o
hidrolisado (concentrado 5,8 vezes) tratado pela elevacdo do seu pH inicial para
3,5, adsorcdo com 2,4% de carvao ativo (a 30°C por 34,5 minutos) e passagem
pela resina MN-150 (a 30°C com um fluxo de 0,9 mL/minuto e volume de leito de
200 mL). Estas condicbes garantiram a maior remocdo de furfural, 5-
hidroximetilfurfural e compostos aromaticos. Ja a remoc¢ao de acido acético, apesar
de ndo ter sido a mais elevada (84%), apresentou um valor muito proximo da
mesma (82,52%).

O melhor resultado para a bioconversado de xilose a xilitol (0,561 g/g) foi obtido
com o hidrolisado (concentrado 5,8 vezes) tratado com carvao ativo em pH=3,5 e
posterior passagem do mesmo pela resina A860S (ensaio 1). Porém, a estatistica
demonstrou que, utilizando-se a resina MN-150 ao invés da A860S pode-se
alcancar um elevado fator de rendimento em xilitol (0,544 g/g), na melhor condi¢céo
de tratamento (ensaio 2), para a remocao dos compostos inibidores.

O uso dos conceitos da estatistica multivariada permitiram obter 5 modelos
matematicos que descreveram as variagdes das porcentagens de remocdes dos
inibidores, tais como: compostos aromaticos derivados da degradacédo da lignina
soluvel em meio acido e dos extrativos da madeira (Y1), acido acético (Y2), furfural

(Ys) e 5-hidroximetilfurfural (Y4), bem como do fator de rendimento em xilitol (Ys):
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Y; = 77,138 +5,992 X; -1,693 X, -5,869 X3 -8,195 X1X2 +1,132 X; X3 +2,743 X X3
Y, = 52,100 -10,984 X, -4,150 X, -3,449 X3 -24,050 XX +0,288 X; X3 +7,298 X X3

Y; = 94,508 +5,492 X; +2,684 X» -5,492 X3 -2,684 X1X» +5,492 X; X3 +2,684 X X3

Y, = 94,088 +5,912 X; +1,118 X2 -2,929 X3 -1,118 X;X2 +2,929 X; X3 +0,468 X» X3

Ys = 0,341 +0,0434 X; -0,0921 X, -0,0859 X; -0,0764 X;X2 +0,0419 X; X3 +0,0574 X, X

em que X1, X2 e X8 correspondem aos valores codificados das variaveis resina

(FR), pH (FpH) e adsorvente (FA).
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7 RECOMENDACOES

Efetuar uma caracterizacdo completa do hidrolisado quanto a qualificacao e
quantificacdo dos metais provenientes da corrosdo do equipamento de hidrolise
(Cr, Ni, Fe) e compostos aromaticos provenientes da lignina bem como outros

compostos tais como os acidos férmico e levulinico.

Continuar realizando estudos sobre o tratamento do hidrolisado de aparas de
eucalipto para melhorar a bioconversao de xilose em xilitol, empregando-se
combinacdes de técnicas que permitam a remogao seletiva dos compostos que

realmente exercem efeito toxico no metabolismo de Candida guilliermondii.

Reproduzir em biorreator de bancada os melhores ensaios de fermentacao
obtidos em frascos e fim de se obter um estudo cinético do processo fermentativo.
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Tabela A1- Variacdo da concentracdo de xilose e acido acético em g/L na
fermentacao do hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto submetido
a diferentes tratamentos.

Ensaio Xilose Acido acético

Inicial* Final** Inicial* Final**
01 23,740 0,368 3,709 2,343
02 34,290 0,402 1,701 0,402
04 17,450 0,0656 0,411 0,398
04 23,600 1,286 3,279 2,840
05 41,370 5,915 3,871 3,356
06 42,880 0,000 1,440 0,490
07 36,540 0,326 1,471 0,000
08 17,500 1,674 1,909 1,807
09 42,850 0,000 1,441 0,492
10 42,831 0,000 1,443 0,488
11 17,512 1,670 1,910 1,805
12 17,509 1,665 1,911 1,802
13 34,295 0,399 1,703 0,405
14 34,296 0,401 1,702 0,403
15 17,461 0,0665 0,413 0,395
16 17,455 0,0644 0,409 0,397

Inicial* - Concentragdo inicial de fermentagao.
Final*™ - Concentragdo em 96 horas de fermentagao.
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Tabela A2- Variacao da concentracao celular em g/L da levedura Candida
guilliermondii no hidrolisado de aparas de eucalipto em diferentes tempos de

fermentacao.
Ensaio Concentracao de células (g/L)
Inicio 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
01 4,296 5,322 5,709 6,259 6,649
02 4,305 8,001 8,235 8,785 9,175
03 6,063 6,844 11,186 11,736 12,126
04 7,671 8,593 8,696 9,246 9,636
05 5,834 6,445 7,284 7,834 8,224
06 8,130 9,162 10,136 10,686 11,076
07 8,668 9,311 10,128 10,678 12,988
08 8,741 9,545 9,578 10,128 10,518
09 8,131 9,164 10,137 10,684 11,077
10 8,129 9,166 10,134 10,679 11,074
11 8,742 9,544 9,576 10,126 10,519
12 8,744 9,542 9,575 10,123 10,516
13 4,303 8,011 8,233 8,784 9,172
14 4,301 8,013 8,231 8,786 9,173
15 6,062 6,846 11,188 11,732 12,125
16 6,066 6,845 11,186 11,733 12,128
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Tabela A3 — Caracteristicas principais do carvao ativo SYNTH utilizado no
presente trabalho.

Caracteristicas

Numero de lodo 890 mg/g
Umidade 3,87%
Cinzas 4.51%
Adsorcao em Azul de Metileno 16,109/100g
Teor de Ferro 650 ppm
indice de Melaco 174

pH 10,20
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Tabela A3 - Caracteristicas principais da Terra Diatomacea calcinada
purificada REAGEN utilizada no presente trabalho.

Especificacoes Limite Maximo de Impurezas
Soliveis em HCl a 10% 1,0%

Perda por ignicao 10,0%
Sulfatos (SO4) 0,01%

Ferro (Fe) 0,05%
Carbonato ausente
Impurezas Organicas Passa no teste
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Tabela A4- Caracteristicas principais da resina MACRONET MN-150
PUROLITE utilizada no presente trabalho.

Caracteristicas Fisica e Quimica Tipicas

Estrutura da Matriz Polimérica Poli(estireno)
Aparéncia Fisica Leito esférico laranja acastanhado
Leito Cheio >90%

Grupo funcional Terc-amino
Capacidade de adsorcao 0,5 eq/L
Concentracdo 670-700 g/L (42-44 Ibs/ft®)
Granulometria 16-50 Mesh

Tamanho do grao 5% Max>1,2 mm; 1% Max<0,3 mm
Volatilidade (mistura) % 51-56

Fator de Inchaco/Encolhimento, Max 5%

Densidade especifica 1,04 g/mL

Area Superficial especifica 900-1200 m“/g

Volume do Poro 0,6-0,8 mL/g

Limites de Temperatura <120°C

Escala de pH (Estabilidade) 0-14
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Tabela A5- Caracteristicas principais da resina anionica A860S PUROLITE
utilizada no presente trabalho.

Caracteristicas Fisica e Quimica Tipicas

Estrutura da Matriz Polimérica Gel Acrilico
Aparéncia Fisica Leito esférico branco opaco
Leito Cheio 95%Min

Grupo Funcional Amdnia Quaternaria
Forma Iénica (como troca) Ccr
Concentracdo 680-715 g/L (42,5 — 44,5 Ib/ft°)
Granulometria 14-52 Mesh
Tamanho do Grao +1,2mm<5%: -0,3mm<1%
Retencao na Mistura, forma CI 66-72%
Irreversibilidade Inchada 10%Max
Reversibilidade Inchada CI' — OH 15%Max
Densidade Especifica 1,09 g/mL
Capacidade Total de Troca, forma CI 0,8 eqg/L.minuto
Temperatura de Operacdo (Max) 40°C (100°F)

Escala de pH (Estabilidade) Sem limites
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