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RESUMO

Influéncia dos produtos de degradacéao da lignina na bioconversao de xilose em
xilitol por Candida guilliermondii. Daniela Vieira Cortez. Dissertagdo de Mestrado.
Programa de Poés-Graduagdo em Biotecnologia Industrial, Departamento de
Biotecnologia, Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena. Orientador: Dra. Inés
Conceicao Roberto (Departamento de Biotecnologia, Faenquil, CP 116, 12600-970,
Lorena, SP, Brasil). Banca Examinadora: Dra. Heizir Ferreira de Castro e Dr. Arnaldo
Marcio de Ramalho Prata. Fevereiro de 2005.

No presente trabalho foi estudado o efeito inibitério dos compostos de
degradagéo da lignina (vanilina e siringaldeido) sobre a bioconversdo de xilose em
xilitol por Candida guilliermondii FTI 20037, cultivada em meio semi-sintético. Numa
fase preliminar, foram conduzidos ensaios fermentativos variando-se a concentragéo
de sais de fosfato, visando a manutencao do pH durante o processo de bioconversao.
Nesta etapa, a concentracao inicial de células foi de 1,0 g/L e o pH inicial do meio de
5,5. Os resultados revelaram que a producéao de xilitol pela levedura foi favorecida com
0 aumento da concentracdo de fosfato no meio. Com o tempo de 96 h, no meio
adicionado de sais de fostato na concentracdo de 0,6 M, a concentragcdo de xilitol
atingiu o valor maximo de 62,2 g/L, o que correspondeu a um aumento de 42%
quando comparado com o meio ausente de sais. Numa segunda etapa, o efeito da
vanilina e do siringaldeido (0 a 2,0 g/L), pH (5,5 a 7,0) e concentracao celular inicial
(1,0 a 3,0 g/L) foram avaliados sobre os parametros fermentativos: consumo
percentual de xilose (Cyx), concentracédo de xilitol (Pxo), fator de converséo de xilose
em xilitol (Yps) e produtividade volumétrica em xilitol (Qp), de acordo com a
metodologia do planejamento experimental. Os resultados revelaram que o
siringaldeido influenciou negativamente todas as respostas estudadas, sendo seu
efeito inibitério mais pronunciado no maior valor de pH avaliado (7,0). A vanilina teve
efeito negativo no consumo da pentose e a sua combinacdo com o siringaldeido
(ambos em 2,0 g/L) influenciou negativamente tanto o consumo da xilose quanto o
fator de conversao do agucar em xilitol. A andlise estatistica também revelou que o pH
apresenta efeito negativo sobre o bioprocesso, o que demonstra que em pH 5,5 a
producao de xilitol é favorecida. Com base nos efeitos observados, realizou-se um
planejamento composto com face centrada empregando-se a vanilina e o siringaldeido
como variaveis independentes. Nesta etapa as fermentacdes foram conduzidas em pH
5,5 e com 3,0 g/L de células. Foram obtidos modelos matematicos quadraticos para
Cxi, Pxo, Yeps e Qp. Nas condicbes otimizadas foram realizados ensaios que
confirmaram a validade dos modelos, obtendo-se como resultados Cx = 94%, Pxo =
66,3 g/L, Yeis = 0,77 g/g e Qp = 0,69 g/L.h. Foram também realizadas fermentacdes
em hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz sem tratamento, visando comparar o
grau de toxicidade do hidrolisado frente aos comportamentos observados nos meios
semi-sintéticos. Observou-se que no hidrolisado nao tratado (controle), foram obtidos
Yeis = 0,47 g/g € Qp = 0,18 g/L.h, valores estes aproximadamente 20 e 67% menores
do que os obtidos no meio semi-sintético sem inibidores, o que pode ser atribuido a
presenga de compostos toxicos no hidrolisado. Utilizando o hidrolisado destoxificado
com carvao ativo, Yps foi aumentado para 0,71 g/g, o que confirma a inibicdo da
bioconversao de xilose em xilitol por C. guilliermondii pela presenca de compostos
téxicos no hidrolisado, uma vez que o tratamento proporcionou a remogao destes
compostos, inclusive da vanilina e do siringaldeido. Com o objetivo de se verificar o
efeito de compostos fendlicos no hidrolisado, 1,6 g/L de vanilina (como um composto
modelo) foram adicionados ao hidrolisado de palha de arroz destoxificado e néo se
verificou interferéncia no fator de conversao de xilose em xilitol, porém a produtividade
volumétrica de xilitol foi prejudicada, uma vez que a xilose foi mais lentamente
assimilada, o que se sugere que a eficiéncia de assimilagdo dos aglcares e nutrientes
pela levedura é negativamente influenciada pela presenca destes compostos.



ABSTRACT

In the present work, the toxic effect of the lignin degradation products (vanillin
and syringaldehyde) on the xylose-to-xylitol bioconversion in the semi synthetic
medium by the Candida guilliermondii FTI 20037 was studied. Initially, fermentation
assays were performed to evaluate the best potassium phosphate salts concentration
as a buffer of the fermentation medium. In this stage, an initial cell concentration of
1.0 g/L and pH 5.5 were employed. The results revealed that the presence of the salts
(0.6 M) in the medium favoured the xylitol productiona after 96 h (it was increased in
42% regarding the medium without salts).

Subsequently, the effects of vanillin and syringaldehyde (0 to 2.0 g/L), pH (5.5
to 7.0) and initial cell concentration (1.0 to 3.0 g/L) on fermentative parameters: xylose
consumption, xylitol concentration, yield factor and volumetric productivity, were
evaluated by using multivariant statistical approaches. According to statistical analysis,
syringaldehyde presented a negative effect on all the analyzed fermentative
parameters, being its higher inhibitory effect on the higher evaluated pH value (7.0).
The vanillin negatively influenced the pentose consumption. The vanillin -
syringaldehyde interaction (both in 2.0 g/L) negatively affected the xylose consumption
and the yield factor. The statistical analysis also revealed that pH presents negative
effect on the bioprocess, showing that at pH 5.5 the xylitol production is favoured.
According to the observed effects, a 27 - full - factorial centered face design was used,
with vanillin and syringaldehyde as independent variables. In this stage, an initial cell
concentration of 3.0 g/L and pH 5.5 were employed. Quadratic mathematical models
were obtained for all the fermentative parameters previously mentioned. Fermentations
assays were carried out under optimal conditions, resulting in xylose consumption of
94%, xylitol production of 66.3 g/L, yield factor of 0.77 g/g and volumetric productivity of
0.69 g/L.h, which validated the model.

In the final stage, fermentations assays were performed with untreated rice
straw hydrolysate, aiming to verify the toxicity of this medium regarding the behavior
observed in the semi-synthetic medium. In this stage, the same initial cell concentration
and pH used under the optimal conditions (3.0 g/L and 5.5, respectively) were
employed. As a result, a yield factor of 0.47 g/g and a volumetric productivity of
0.18 g/L.h were obtained, under cultivation of the raw hydrolysate. These values are
about 20 and 67% lower than those obtained in the semi-synthetic medium (without
toxic compounds), probably due to the presence of toxic compounds in the hydrolysate.
When the hydrolysate was treated with active charcoal, a yield factor of 0.71 g/g was
obtained, confirming the inhibitory effect of the toxic compounds on the xylose-to-xylitol
bioconversion by C. guilliermondii, since these compounds (including vanillin and
syringaldehyde) were removed. 1.6 g/L of vanillin (model compound) was added to the
detoxified hydrolysate to evaluate the effects of phenolic compounds on this medium.
As a result, it was verified that vanillin does not interfere in the yield factor, although it
affects the volumetric productivity. This suggests that the phenolic compounds have a
negative influence on sugars and nutrients assimilation.



1. INTRODUGAO

A crescente preocupagdo com o0 uso desordenado dos recursos
ambientais bem como o avancgo tecnolédgico dos diversos setores que compde
a economia, tem chamado a atencdo no que diz respeito a preservacao
ambiental, buscando meios eficientes de acondicionamento e até mesmo de
reaproveitamento, em alguns casos, dos residuos provenientes dos processos
industriais. Neste contexto encaixam-se os materiais lignocelulésicos, que
podem ser encontrados sob a forma de residuos agricolas, agroindustriais e
florestais.

A xilose & o agucar predominante da fragdo hemicelulésica de varios
residuos de materiais lignocelulésicos e sua utilizagdo para geragdo de
produtos de interesse industrial € de fundamental importdncia no processo
global de aproveitamento destes materiais. Dentre os diversos produtos obtidos
a partir da bioconversao de xilose destaca-se o xilitol, um produto com poder
adocante similar ao da sacarose e propriedades anticariogénicas, o qual vem
sendo utilizado principalmente como adogante em confeitos ndo cariogénicos,
em alimentos dietéticos, preparacdes farmacéuticas e em cosméticos.

A utilizacdo dos hidrolisados hemicelulésicos como substratos para
bioconversao de xilose em xilitol é dificultada pela presenca de compostos
téxicos ao metabolismo microbiano, os quais sao provenientes do processo de
hidrélise acida. Tais compostos podem ser divididos em quatro grupos:
(1) produtos de degradagédo dos acgucares, incluindo o furfural e o 5-
hidroximetilfurfural; (2) produtos de degradacdo da lignina, incluindo uma
variedade de compostos aromaticos tais como vanilina e seringaldeido;
(3) substancias liberadas da estrutura lignocelulésica durante o pré-tratamento,
como acido acético e extrativos da madeira (resinas 4cidas, acidos taninicos e
terpenos) e (4) metais provenientes da corrosdo dos equipamentos de
hidrélise, em particular os ions ferro, cromo, niquel e cobre. Os produtos de
degradacdo da lignina tém sido considerados os principais responsaveis pelo
efeito inibitério na fermentacdo de hidrolisados. Tais compostos tendem a
limitar a utilizacdo eficaz dos aclUcares presentes e conseqlentemente
influenciam na formagdo de produtos. A concentracdo maxima tolerada de

cada inibidor ndo pode ser estabelecida de uma forma geral, uma vez que é
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fortemente dependente de fatores como: (1) microrganismo utilizado e o seu
grau de adaptacdo; (2) condicdes de cultivo e (3) forma de conducdo do
processo fermentativo. Por esse motivo, o conhecimento do grau de toxicidade
destes inibidores e como minimizar os seus efeitos é de extrema importancia
para alcangar processos fermentativos eficientes.

Estudos para a compreensdo do mecanismo envolvido na inibicdo da
atividade fermentativa causada por compostos toxicos aos microrganismos ja
vem sendo realizados ha varios anos, porém, a literatura ndo menciona
pesquisa quanto ao efeito dos compostos fendlicos provenientes da
degradacdo da lignina durante a etapa de pré-tratamento do material
lignocelulésico sobre a bioconversdo de xilose em xilitol. Deste modo, o
presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito da vanilina e do
siringaldeido, escolhidos como compostos representativos dos
produtos de degradacao da lignina sobre a bioconversao de xilose em xilitol
pela levedura Candida guilliermondii FTI 20037, sob diferentes condi¢cdes de
cultivo. Tais compostos sao considerados pela literatura como potencialmente
toxicos em processos de bioconversdo. No presente estudo, foi utilizada a
metodologia do planejamento experimental e os resultados foram avaliados
com base nos conceitos de estatistica multivariada. Foram também realizados
ensaios empregando hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz, visando
comparar o grau de toxicidade do hidrolisado frente aos comportamentos

observados nos meios semi-sintéticos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Xilitol

O xilitol € um composto orgéanico (polidlcool natural de cinco atomos de
carbono) de formula CsH1205 (1,2,3,4,5 pentahidroxi pentano). Sua molécula
possui estrutura aberta e & conhecido como polihidroxialcool aciclico, ou
pentitol, devido a ter cinco grupos OH na molécula, e cada grupo hidroxila se
encontrar ligado a um atomo de carbono (Figura 2.1). Sua conformacao
molecular tem sido proposta como um “zig-zag”, apresentando rotacao nas
ligacdes entre C, e Cgs, e entre Cz e C4, assim como uma interacdo entre O e
O4 (MAKINEN, 2000).

‘% ' ( Carbono
A - _3' . @ Oxigénio
\ ! - i O Hidrogénio

Figura 2.1. Modelo molecular do xilitol (software ACD/Chem Sketch vs. 5.0).

O xilitol possui poder adogcante similar ao da sacarose, sendo 2,4 vezes
mais doce que o manitol e 2 vezes mais doce que o sorbitol, podendo esta
propriedade variar com o pH, a concentragao de sais e a temperatura (Delazari,
1980 citado por AGUIAR et al., 1999). Além de poder adocante, o xilitol possui
propriedades fisico-quimicas (Tabela 2.1) e fisiologicas importantes, que o
coloca como produto em potencial para aplicagbes em diversos setores
industriais. Devido ao seu calor de dissolugdo negativo (-34,8 cal/g), o xilitol
promove um prazeroso efeito refrescante, que é especialmente realgado em
sabores de menta. Seu poder de edulcoragdo é muito semelhante ao da
sacarose, ou seja, a mesma quantidade deste ou daquele tem igual efeito nos
alimentos (BAR, 1991).
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De uma forma geral, o xilitol é extremamente bem tolerado quando
administrado oralmente. Estudos clinicos revelaram que o xilitol possui
propriedades laxativas, o que deve ser levado em conta quando da sua
aplicacdo em alimentos (EMODI, 1978). De acordo com CULBERT et al. (1986), a
ingestdo de xilitol deve restringir-se a quantidades inferiores as necessarias
para a producgéo do efeito laxativo (cerca de 20 g por dose, ou 60 g por dia se
ingerido em varias refei¢coes). Por esta razdo, produtos normalmente ingeridos
em grandes quantidades, como refrigerantes por exemplo, ndo utilizam xilitol

como adogante.

Tabela 2.1. Propriedades fisico-quimicas do xilitol.

Férmula empirica CsH1,05

Massa molar 152,15 g/mol

Aparéncia Pé branco, cristalino

Sabor Doce

Odor Inodoro

Poder adogante Igual a sacarose, superior ao sorbitol e
manitol

Ponto de fuséo 92 2 96 °C

Ponto de ebulicao 216 °C (760 mmHg)

Solubilidade em agua a 20°C 64,2 g/100 g de H.O

Densidade 1,50

pH (solucdo aquosa a 5%) 5a7

Calor de solugao (endotérmico) -34,8 cal/g

Valor calérico 4,0 kcal/g

Estabilidade Estavel a 120 °C e sob condi¢gbes normais

de processamento de alimentos. A
caramelizacdo ocorre somente se
aquecido por varios minutos préximo ao
ponto de ebuligéo

FONTE: Adaptado de MANZ et al., 1973

A propriedade anticariogénica do xilitol é relatada como uma das mais
relevantes deste poliol (PEPPER e OLINGER, 1988; MAKINEN, 1992). A carie é

um processo infeccioso que ocorre devido a presenca de bactérias na placa
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dentaria. As bactérias do género Streptococcus normalmente presentes na
flora bucal, apresentam grande acao cariogénica, uma vez que, em condicoes
acidas, sdo capazes de produzir uma grande quantidade de &acido latico, e
podem ainda sintetizar polissacarideos extracelulares, os quais aumentam a
adesdo da placa dentéria na superficie dos dentes (KANDELMAN, 1997). Desta
forma, quanto mais cedo estas colbnias aparecerem nos dentes, e quanto
maior a presenca destas colénias na flora bucal, maior o risco de
desenvolvimento de caries.

Segundo MANZ et al. (1973) a queda de pH na superficie dos dentes,
uma das condigdes que contribui para o aparecimento de caries, ndo ocorre
apds lavagem bucal com solugao de xilitol a 10%, por ndo haver liberagao de
acidos que atacam o esmalte dos dentes. A elevagédo de pH decorrente do uso
da solugcado de xilitol, torna o ambiente menos favoravel ao desenvolvimento
das bactérias responsaveis pelo desenvolvimento das caries.

Atualmente, a eficiéncia do xilitol na reducao do aparecimento de caries,
assim como sua capacidade em reverter estagios iniciais desta mesma lesao,
ja esta clinicamente comprovada (SODERLING et al., 2000; ISOKANGAS et al.,
2000; MAKINEN et al., 2001).

2.1.1. Principais Aplicagées do Xilitol

De acordo com BAR (1991), o xilitol tem seu uso aprovado em varios
paises, na manufatura de alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos
sendo que sua maior aplicacdo se encontra na industria de alimentos, seguido
pelas preparagdes farmacéuticas e cosméticas. No mercado Europeu e na
Escandinavia, por exemplo, o xilitol tem sido amplamente utilizado nestes trés
setores ha mais de 20 anos.

A incorporagao do xilitol em alimentos é permitida por ser este uma
substancia atoxica, e portanto, reconhecido como um aditivo do tipo GRAS -
Generally Regarded as Safe, pela Food and Drug Administration. A DLso em
ratos é de 25,7 g/kg de peso corporal, o que corresponde a ingestdo diaria de
quase dois quilogramas para um adulto de 75 kg (AGUIAR et al., 1999).
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No mercado ja se pode encontrar varios produtos que contém xilitol em
sua formulacado, tais como gomas de mascar, balas, confeitos, compotas,
caramelos, chocolates, geléias, sobremesas, produtos de confeitaria, pudins,
etc., devido ao seu efeito refrescante e sobretudo pela sua acéo
anticariogénica. Na area de dentifricios podemos destacar os cremes dentais e
solugdes para lavagem bucal. Na industria farmacéutica, o xilitol pode ser
empregado como adogante ou excipiente na formulacdo de xaropes, ténicos e
preparagoes de vitaminas (BAR, 1991). Em funcdo do relativo alto preco do
xilitol, este tem sido normalmente encontrado no mercado em combinagao com
outros adogantes que atuam como agente de corpo a esta mistura (MAKINEN et
al., 1998).

Segundo YLIKAHRI (1979), o xilitol pode ser usado no tratamento de
pacientes com desordem no metabolismo de glicideos (Diabetes), desordem no
metabolismo de lipidios ou com lesdes renais e parenterais. Recentemente,
caracteristicas do xilitol confirmam sua utilizacdo também na prevencao de
otites (UHARI et al., 1998), osteoporose (MATTILA et al., 1998 a,b,c), e infeccoes
pulmonares (ZABNER et al., 2000).

2.1.2. Ocorréncia e Produgéo de Xilitol

Na natureza, o xilitol pode ser encontrado em muitas frutas, vegetais e
cogumelos (Psalliota campestris). Entretanto, sua extracdo diretamente de
fontes naturais € um processo antiecondmico e impraticavel, uma vez que o
xilitol € encontrado apenas em pequenas quantidades na natureza (menos que
900 mg/100 g) (WASHUTTL et al., 1973).

O xilitol também aparece como um produto intermediario durante o
metabolismo de carboidratos em mamiferos, inclusive no homem (MANZ et al.,
1973; YLIKAHRI, 1979). Um humano adulto produz, por exemplo, entre 5 e 159
de xilitol por dia durante o metabolismo normal (PEPPER e OLINGER, 1988), e a
sua concentragdo de xilitol no sangue encontra-se na faixa de 0,03 a
0,06 mg/100 mL (MANZ et al., 1973; YLIKAHRI, 1979).
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Um processo alternativo a extragéo do xilitol diretamente de suas fontes
naturais é a sua obtencédo pela hidrogenacdo da D-xilose presente em fontes
vegetais, 0 que pode ser realizado por via quimica (empregando catalisadores
metalicos) como no caso do processo comercial (MELAJA e HAMALAINEN, 1977)
ou microbioldgica, utilizando microrganismos como catalisadores do processo
de reducdo, conforme relatado em diversos trabalhos em que se utilizam os
hidrolisados oriundos da fragdo hemicelulésica da biomassa vegetal (ROBERTO
et al, 1996 a,b; FELIPE et al., 1996, 1997 a,b; DOMINGUEZ et al., 1996; PARAJO et
al., 1997; CONVERTI et al., 1999).

A producao de xilitol por via quimica em escala industrial teve inicio em
1975 na Finlandia, com a Finnish Sugar Co. Ltda., Helsink. O processo baseia-
se na utilizagdo de “birch woods” (madeira de pequeno porte, proveniente de
uma arvore de tronco fino) e a industria tem capacidade para produzir cerca de
4.000 ton/ano. Este processo ocorre em reatores a elevada presséo
(31 240 atm) e temperatura (100 a 130 °C), e requer extensivas etapas de
purificacdo da xilose antes de sua hidrogenacao, assim como varias etapas de
purificagéo final do produto para remogéo do catalisador (liga de Ni e Al,O3). O
processo quimico de produgéo de xilitol possui um tempo de duragéo de 2 a
5h, dependendo da temperatura e pressdo empregadas, e apresenta um
rendimento em xilitol entre 50 e 60% (JAFFE et al, 1974; MELAJA e
HAMALAINEN, 1977).

De acordo com GIMENES et al. (2000) o processo fermentativo de
producéo de xilitol surge como uma alternativa ao processo quimico, sendo que
nao requer a purificacdo inicial da xilose, pois utiliza enzimas ou
microrganismos especificos que atuam somente na conversdo de xilose em
xilitol, o que leva a um maior rendimento, e conseqientemente, a uma maior
facilidade de separacao do produto de interesse. O objetivo de se desenvolver
uma tecnologia para a producdo de xilitol empregando-se microrganismos é
criar uma alternativa de producdo deste poliol em grande escala, que seja
competitiva ao processo por via quimica e que apresente custos inferiores.

Segundo OJAMO et al. (1987) o xilitol obtido pela hidrogenacao catalitica
pode conter residuo téxico proveniente do catalisador, e subprodutos
originados durante o processo de hidrogenacgéo, o que torna a sua purificagéo
ainda mais dificil. Outro problema € que, assim como a xilose é hidrogenada a
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xilitol, outros agucares também sao hidrogenados aos seus respectivos alcoois
polihidricos, tornando assim um problema a mais na etapa de recuperacao e
purificacdo. Sendo assim, a obteng&o de xilitol por via quimica necessita de
varias operagdbes de troca-ibnica, descoloracdo e fracionamento
cromatografico, que consequentemente geram um aumento no custo de
producdo (OJAMO et al., 1987).

De uma forma geral, dentre o0s microrganismos estudados para
bioconversao, as leveduras sdo consideradas os melhores produtores de xilitol,
e por isso, estas sdo citadas na maioria das publicacdes. E dificil comparar as
capacidades produtivas de diferentes leveduras, porém, varios autores
relataram que os melhores produtores de xilitol pertencem ao género Candida
(MAYERHOFF et al., 1996; WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998).

Uma vez dentro da célula da levedura, a xilose é reduzida em xilitol pela
xilose redutase (aldose redutase EC 1.1.1.21) dependente quer de NADH ou
de NADPH. O xilitol, composto relativamente estavel, ou € excretado da célula
ou oxidado a xilulose pela xilitol desidrogenase (EC 1.1.1.9) dependente de
NAD" ou NADP™. O préximo passo é a fosforilagdo da D-xilulose a D-xilulose-5-
fosfato, catalisada pela xilulosequinase (WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998).
A Figura 2.2 mostra um esquema simplificado do metabolismo de xilose em
leveduras. As primeiras duas reagbes sa&o consideradas limitantes do
metabolismo de xilose. A presenca quer de elevadas atividades de xilose
redutase (XR) ou baixas atividades de xilitol desidrogenase (XDH) tem sido
usada como critério para selecionar os microrganismos produtores de xilitol.

O catabolismo de xilose esta intimamente relacionado com as condigbes
ambientais e aos microrganismos em estudo. A literatura apresenta
principalmente os fatores: suprimento de oxigénio, concentragdo de substrato,
pH e concentragdo inicial de células, como as varidveis que influenciam a
producéo de xilitol no meio de cultivo (PARAJO et al. 1998 a,b,c; WINKELHAUSEN
e KUZMANOVA, 1998).
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Figura 2.2. Esquema simplificado do metabolismo de xilose em leveduras.

2.2. Fatores Importantes na Bioconversdao de Xilose em Xilitol em

Presenca de Compostos Inibitorios

De acordo com PARAJO et al. (1998 a) a bioconverséo de pentoses em
polidlcoois é um processo complexo, influenciado por varios fatores, incluindo a
cepa, a idade das células, as condicbes de cultivo e o tipo do meio de
fermentagdo (particularmente sua natureza, como solugdes sintéticas ou
hidrolisados lignocelulésicos, sendo este ultimo afetado pela presenca de
outros agucares e compostos inibitorios).

Segundo ROBERTO et al. (1996 b), apesar de muitas espécies de
leveduras serem habeis em converter xilose em xilitol com altos rendimentos
em meio contendo xilose comercial como fonte de carbono, esta fermentacao
pode ser prejudicada em meio formulado com hidrolisado hemicelulésico, uma
vez que este é um substrato complexo, que normalmente inclui diferentes
compostos que sdo inibitérios ao metabolismo microbiano. Deste modo,
através do uso de condigdes ambientais apropriadas, tais como o valor do pH

inicial e concentracao inicial de células, estes efeitos podem ser minimizados.
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2.2.1. Concentragéo Inicial de Células

Segundo SILVA (1999) a concentragao inicial de inéculo exerce grande
influéncia na bioconversdao de xilose em xilitol e € dependente de diversos
outros fatores como o tipo de microrganismo, a composicado do meio e as
condicdes de fermentagao.

FELIPE et al. (1996) durante a investigagao dos efeitos da concentragéao
inicial de células (1,0 e 3,0 g/L) no cultivo de hidrolisado de eucalipto para a
producao de xilitol por C. guilliermondii, constataram que o aumento da
concentragdo celular promoveu uma melhora tanto na utilizagdo da xilose
guanto na formacao de xilitol.

ROBERTO et al. (1996 a) também investigaram a concentracdo celular
inicial sobre a bioconversdo de xilose em xilitol por C. guilliermondii, porém
utilizando-se hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz como meio de
cultivo. Estes autores observaram que o aumento da concentragdo celular
inicial de 0,67 para 2,41 g/L n&o favoreceu o consumo de xilose, a formacao de
biomassa e producao de xilitol, 0 que segundo eles pode estar relacionado a
baixa disponibilidade de oxigénio no meio de cultivo. O mesmo nao foi
observado por PARAJO et al. (1997), que durante a avaliacdo da concentracdo
inicial de células de Debaryomyces hansenii Y-7426 cultivadas em hidrolisado
de madeira, constataram um aumento no consumo de xilose e formagéao de
xilitol com o aumento da concentracdo celular. Segundo estes autores, os
rendimentos limitados de «xilitol em presenca de baixas concentragoes
celulares, poderiam estar relacionados com o desvio da xilose para o
crescimento celular.

FELIPE et al, 1997 a, avaliaram a concentragdo celular inicial de C.
guilliermondii, porém utilizando-se hidrolisado hemicelulésico de bagago de
cana-de-agucar, e ao contrario do observado com hidrolisado de eucalipto,
constataram um decréscimo no fator de converséo de xilose em xilitol de 0,75
para 0,62 g/g com o aumento da concentracdo celular de 0,1 para 3,0 g/L.
Neste mesmo trabalho, foi observado um decréscimo de cerca de 40% na
concentracdo de acido acético e um aumento no pH do meio de cultivo, na
presenca de 3,0 g/L de células, levando os autores a sugerirem que nestas

condigdes esta levedura agiu como um agente destoxificante do meio, sendo
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um aspecto positivo para processos microbiolégicos de producédo de xilitol

utilizando hidrolisado hemiceluldsico rico em xilose.

2.2.2. pH

De acordo com PARAJO et al. (1998 b), o valor 6timo de pH depende da
levedura adotada para o processo de bioconversao de xilose em xilitol.

ROBERTO et al. (1996 b) durante o cultivo de C. guilliermondii em
hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz suplementado com sulfato aménio
como fonte de nitrogénio, obtiveram em pH 5,3 os melhores valores de
conversao (0,68 g/g) e produtividade volumétrica em xilitol (0,51 g/L.h).

FELIPE et al. (1997 b) investigaram o efeito do pH na bioconversao de
xilose em xilitol por C. guilliermondii FTI 20037, utilizando como meio de
fermentagéo, hidrolisado de bagac¢o de cana-de-agucar tratado com o6xido de
célcio. Os autores constataram que a valores de pH menores do que 4,5 o
consumo dos agucares e a producao de xilitol foram totalmente inibidos. Foi
observado ainda que a maxima concentragao de xilitol (25,9 g/L) foi obtida em
pH 5,5, sendo alcangados nestas condi¢des, um fator de conversao de 0,75 g/g
e uma produtividade volumétrica em xilitol de 0,57 g/L.h Em fermentacdes de
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar tratado com 6xido de calcio e carvao
ativado, MORITA et al. (2000) obtiveram valores maximos de fator de conversao
e produtividade volumétrica em xilitol (0,79 g/g e 0,56 g/L.h, respectivamente)
em pH 7,0, empregando C. guilliermondii. Nota-se que a diferenca nos
tratamentos do hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar, proporcionou valores
similares de fator de conversdo e produtividade volumétrica para ambos os
autores, porém tais resultados foram obtidos em valores diferentes de pH.

RODRIGUES et al. (2003), durante o cultivo de C. guilliermondii em
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana observaram que a maxima
produtividade volumétrica de xilitol (Qp = 0,76 g/L.h) foi obtida em pH 5,5,
enquanto que a maxima conversdo de substrato em células (Yxs = 0,31 g/g)
ocorrida em pH 7,5. De acordo com os resultados obtidos, os autores
concluiram que o valor étimo de pH para a producdo de xilitol por C.
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guilliermondii foi 0 5,5, obtendo-se uma concentracao do poliol de 36,29 g/L e
um fator de conversao de substrato em produto (Yp/s) de 0,64 g/g.

A influéncia do pH inicial na bioconversao de xilose em xilitol a partir de
hidrolisados hemiceluldsicos é relacionada, em geral, com a presenca de &cido
acético nestes hidrolisados (ROBERTO et al., 1996 b).

ZALDIVAR et al. (1999) avaliaram o efeito do pH na toxicidade de aldeidos
aromaticos, 5-hidroximetilfurfurale furfural sobre a producdo de etanol por
Escherichia coli LY 01 e observaram que a toxicidade de todos os compostos
(exceto furfural) foi reduzida com o aumento do pH de 6 para 8.

2.3. Materiais Lignoceluldsicos

De acordo com KUHAD e SINGH (1993), os materiais lignocelulésicos
(bagaco de cana-de-acucar, palha de arroz, palha de trigo, fibra de milho,
dentre outros) por serem fontes renovaveis de energia e de baixo custo, sdo
amplamente utilizados como matéria-prima para geracdo de energia, racao
animal e principalmente como fonte de carboidratos para processos de
bioconversao.

A composicdo de um material lignocelulésico varia de uma espécie
vegetal para outra, porém s&o constituidos principalmente por celulose (35-
50%), hemicelulose (20-35%) e lignina (10-25%) (SAHA, 2003).

A celulose é um homopolimero linear de unidades repetidas de D-glicose
com ligagdes B(1—4), de elvada massa molar e alta cristalinidade. Sua fungéo
na natureza é estrutural, sendo o principal componente da parede do vegetal
onde atua como suporte para a membrana celular (KUHAD e SINGH, 1993). A
estrutura cristalina do material lignocelulésico constitui um dos principais
obstaculos para a sua hidrélise, independente do método de extracao
empregado (PARISI, 1989).

A hemicelulose esta presente em todas as camadas da parede celular
do vegetal, porém concentrada nas camadas primdrias e secundarias, onde
ocorre em associagao com a celulose e a lignina (BISARIA e GHOSE, 1981). Sua
estrutura ndo € cristalina, o que facilita sua hidrélise (OLSSON e HAHN-
HAGERDAL, 1996). Ao contrario da celulose, a hemicelulose apresenta
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variacbes quanto a sua estrutura e composi¢cdo, sendo constituida de
polimeros heterogéneos com cadeias lineares apresentando ramificacdes
laterais. Estes polimeros sdo compostos basicamente de hexoses (D-glicose,
D-manose e D-galactose), pentoses (D-xilose e L-arabinose), acidos D-
glicorénicos e grupos acetila (KUHAD e SINGH, 1993).

A lignina pode ser definida como um material amorfo e polifendlico,
originado de uma polimerizagdo desidrogenativa (mediada por enzimas) de trés
monodmeros fenilpropanéides, os alcoois coniferil, sinapil e p-coumaril. E um
polimero tridimensional desprovido de unidades regulares e repetidamente
ordenadas, como encontrado em outros polimeros naturais como a celulose e
as proteinas (LIN e DENCE, 1992). Alem disto, as ligninas podem ser divididas
de acordo com os constituintes da unidade estrutural basica, ou seja, as
ligninas G, que possuem unidades guaiacil (grupo metéxi no carbono de
posicao trés do esqueleto fenilpropandide); as ligninas S, que possuem
unidades siringil (o grupo metoxi esté localizado nos carbonos trés e cinco) e
as ligninas GSH, que possuem unidades guaiacil, siringil e unidades de
compostos fenilpropandides ndo metoxilados (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL,
2000 b, SUN et al. 2001).

Nas ligninas de coniferas, normalmente referidas como ligninas G, os
elementos estruturais sdo derivados principalmente do alcool coniferil (mais
que 95% do numero total de unidades estruturais), com o restante consistindo
principalmente de unidades do tipo alcool p-coumaril e quantidades tragos de
unidades derivadas de alcool sinapil. As ligninas de angiospermas, chamadas
de ligninas GS, sao constituidas de unidades de alcool coniferil e alcool sinapil
em proporcoes variadas. As ligninas de gramineas, classificadas como ligninas
GSH, contudo, diferentemente das ligninas de angiospermas, contém
adicionalmente pequenas mas significativas quantidades de elementos
estruturais derivados do alcool p-coumaril, contendo também residuos de acido
p-coumarico e acido ferulico ligados no interior da lignina através de ligacoes
éster (LIN e DENCE, 1992; SUN et al. 2001). Na Figura 2.3 encontram-se 0s
esquemas representativos das unidades dos alcoois coniferil, sinapil, p-

coumaril, bem como dos acidos p-coumarico e ferdlico.
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Unidade monomérica Substituintes

CH,OH COOH

Alcoois R, R,
= = Coniferil OCH; H
Sinapil OCH; OCH;
p-Coumaril H H
Ra R Ao R Acidos R, R,
OH H
p-Coumarico H H
A B
Ferulico OCH; H

Figura 2.3. Unidades poliméricas encontradas na lignina: (A) alcoois e (B) acidos
(adaptado de LIN e DENCE, 1992).

De acordo com SUN et al. (2001), vanilina e siringaldeido sdo compostos
provenientes da oxidagdo das unidades monoméricas guaiacil (alcool coniferil)
e siringil (alcool sinapil), respectivamente.

Além dos trés componentes majoritarios, a parede celular da biomassa
vegetal apresenta outros constituintes, em menor propor¢cdo, que sao
classificados como extrativos (acidos graxos, resinas, taninos, dentre outros) e
nao extrativos (silica, oxalatos, carbonatos, dentre outros) que variam suas
composicdes de acordo com a espécie vegetal (KUHAD e SINGH, 1993).

A alta proporgcao de pentoses na fracdo hemiceluldsica, em especial D-
xilose, aliada a sua maior facilidade de extragdo do complexo lignocelulésico,
tem atraido a atencdo de pesquisadores para a efetiva utilizacdo desta fragéo
em processos de bioconversao, inclusive para a producdo biotecnoldgica de

xilitol & partir de fontes lignoceluldsicas (PARAJO et al., 1998 c).

2.3.1. Palha de Arroz

A palha de arroz € um residuo agricola gerado em grandes quantidades
por todo o planeta. No Brasil, segundo os dados do IBGE obtidos em novembro
de 2004, sdo esperados para a safra de arroz (em casca) para o ano de 2005,
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uma colheita de 3.730.111 hectares (ha) com producdo de
12.831.277 toneladas (t) e rendimento médio de 3.447 kg/ha.

Como um exemplo de fonte renovavel, a palha de arroz tem sido
empregada em uma gama de aplicagcbes como, alimento complementar para
rebanho de bovinos e ovinos; cobertura morta para pomares; forragem de
baias e como fonte de energia renovavel, dentre outros. Quanto ao aspecto
energeético, de acordo com a resolugdo CONSEMA n® 002/00, a palha de arroz
faz parte do grupo dos combustiveis alternativos ou residuos normalmente
utilizados como combustiveis secundarios, podendo ser empregada em
termelétricas, em usinas de biomassa e em usinas de briquetagem.

Além destas aplicagdes, este material ligncelulésico também pode ser
utilizado como matéria-prima para a producdo biotecnologica de varios
produtos de interesse industrial, como por exemplo, o xilitol, devido ao seu
elevado conteldo de pentosanas (ROBERTO et al, 1995; MUSSATTO e
ROBERTO, 2003).

Com o intuito de se obter acucares disponiveis como fontes de carbono
para um processo fermentativo, os polissacarideos constituintes da matéria-
prima devem ser hidrolisados aos seus acucares correspondentes (PARAJO et
al., 1998 c). Durante os diferentes procedimentos empregados para a hidrélise
de materiais lignocelul6sicos, podem ser formados ou liberados uma grande
variedade de compostos que sdo toxicos aos microrganismos fermentativos
(PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000 b).

2.3.2. Inibidores Presentes no Hidrolisado Hemiceluldsico

De acordo com PARAJO et al. (1998 c), os inibidores contidos nos
hidrolisados podem limitar o consumo da fonte de carbono, reduzindo a
velocidade de crescimento ou até mesmo impedindo o processo fermentativo.
Além disto, os tipos e as quantidades dos componentes toxicos variam de
acordo com a matéria-prima utilizada bem como as condigées de hidrolise
empregadas.
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Segundo OLSSON e HAHN-HAGERDAL (1996), os inibidores da
fermentagdo de um hidrolisado lignocelulésico podem ser divididos em cinco
grupos: 1) as substancias liberadas durante a pré-hidrélise e hidrélise incluindo
0 acido acético (liberado da degradacdo da estrutura da hemicelulose) e
extrativos (terpenos, alcoois e compostos aromaticos tais como taninos); 2) um
grupo de sub-produtos (furfural, 5-hidroximetilfurfural, &cido levulinico, acido
férmico e substancias hdmicas) provenientes da degradagdo dos agucares
durante o processo de pré-hidrélise e hidrolise; 3) os produtos de degradagao
da lignina também produzidos durante a pré-hidrolise e hidrdlise, incluindo uma
grande variedade de compostos aromaticos e poliaromaticos com uma
variedade de substituintes e 4) os metais liberados do equipamento de hidrélise
e aditivos, tais como, SO..

De uma forma geral, ndo pode ser estabelecida a concentragdo maxima
tolerada de cada inibidor presente no meio, uma vez que esta é fortemente
dependente de fatores como o microrganismo a ser utilizado e o seu grau de
adaptacao, o processo fermentativo empregado e a presenca simultanea de
varios outros inibidores (PARAJO et al., 1998 c).

A obtencdo de um modelo otimizado de um processo fermentativo
somente sera conseguida mediante um entendimento dos mecanismos
inibitérios dos compostos individuais e seus efeitos de intera¢cdo, bem como a
influéncia dos parametros ambientais (por exemplo, pH, concentracao inicial de
células, concentracdo do composto inibitério e temperatura, dentre outros
fatores), ndo deixando de considerar as taxas de bioconversdo e a resposta
adaptativa do microrganismo aos compostos toxicos. (PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000 b). Com este intuito, varios estudos tém sido desenvolvidos
para a identificagdo dos compostos inibitérios dos hidrolisados hemicelulésicos,
sendo que o conhecimento a respeito destes e como minimizar seus efeitos é
de grande importancia para que se realize um processo fermentativo com
grande eficiéncia (OLSSON e HAHN-HAGERDAL, 1996; PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000 b).

Deste modo, varios trabalhos da literatura a respeito do efeito de
compostos inibitérios sobre diferentes processos de bioconversdo bem como

seus possiveis mecanismos de agdo, serdo apresentados a seguir, de forma
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cronoldgica, dando énfase aos produtos de degradacao de lignina, que séo os
alvos desta linha de pesquisa:

PFEIFER et al. (1984) estudaram a influéncia dos principais produtos
provenientes da degradacdo da biomassa na fermentacao de glicose em etanol
por Saccharomyces carlsbergensis W34. Para isto, os compostos modelos
(furfural, 5-hidroximetilfurfural, diidroxiacetona, gliceraldeido, metilglioxal,
celobiose, fenol e vanilina - como compostos de referéncia dos produtos de
degradacdo da lignina) foram adicionados ao meio fermentativo em
quantidades que variaram de 1 a 20 mg/mL. Pelos resultados obtidos
constataram que celobiose, diidroxiacetona e gliceraldeido mostraram pouco
ou nenhum efeito na bioconversdo de glicose em etanol, porém, 5-
hidroximetilfurfural, furfural, metilglioxal e os compostos de lignina (vanilina e
fenol) inibiram decisivamente a fermentacdo numa faixa de 1 a 10 mg/mL,
tendo a vanilina apresentado um marcante efeito inibitério numa concentracao
de 5 mg/mL.

CLARK e MACKIE (1984) realizaram um estudo sistematico do hidrolisado
de madeira (Pinus radiata) na tentativa de definir as fontes de inibigao,
utiizando como sistema fermentativo modelo, fermentacdo etandlica com
levedura de panificagcdo. Os resultados indicaram que uma série de compostos
fendlicos de baixa massa molecular, relacionados em estrutura as “cetonas de
Hibberts”, devem ser identificados como os materiais mais inibitérios. Estes
compostos baseados na lignina, apesar de presentes em menores niveis
comparados com os compostos de degradacdo dos carboidratos, sao
aproximadamente dez vezes mais inibitorios.

TRAN e CHAMBERS (1985) identificaram e estudaram alguns dos
inibidores provenientes de carvalho vermelho, por meio da adicao de
compostos modelos derivados da hemicelulose, lignina e extrativos da madeira,
na fermentacdo de xilose em etanol por Pichia stipitis CBS 5776. Para isto,
foram avaliados os compostos: furfural e &cido acético (como compostos
modelos da degradagao da hemicelulose); vanilina, siringaldeido, &cido vanilico
e acido siringico (como compostos modelos da lignina) e os &cidos palmitico,
capréico, caprilico e pelargbnico (como extrativos), sendo cada um dos
compostos adicionado em solugdo contendo 50 g/L de xilose e nutrientes. Na

Tabela 2.2 estdo apresentados a determinagdo quantitativa de alguns dos
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compostos encontrados no pré-hidrolisado de carvalho vermelho bem como os
resultados de inibicdo da producao de etanol a partir de xilose pelos compostos

modelos testados.

Tabela 2.2. Concentracdo de alguns compostos identificados no pré-hidrolisado de
carvalho vermelho e seus efeitos inibitérios na subseqiiente fermentacao
de xilose a etanol.

Composto Concentracdo (g/L)  Quantidade testada (g/L)  Etanol (g/L)
Controle - - 22,3
Furufural 1,32 1,30 20,2
Acido acético 12,14 11,92 5,4
Vanilina 0,086 0,091 10,2
Siringaldeido 0,213 0,220 6,2
Acido vanilico 0,084 0,080 16,7
Acido siringico 0,092 0,082 19,9
Acido caproéico 0,022 0,021 19,4
Acido caprilico 0,019 0,021 18,3
Acido pelargénico 0,014 0,015 17,4
Acido palmitico 0,016 0,015 21,9

FONTE: TRAN e CHAMBERS, 1985

Quanto a inibicdo da producédo de etanol, foi observado que o &cido
acético foi menos toxico do que o furfural, o siringaldeido foi menos téxico do
que a vanilina e o &cido siringico foi menos tdxico do que o acido vanilico.
Assim, os autores constaram que o grupo metoxil adicional reduz a toxicidade e
0s acidos aromaticos sdo menos téxicos do que os aldeidos correspondentes,
ainda sugeriram que os efeitos inibitérios sdo cumulativos devido a toxicidade
de cada composto estudado.

ANDO et al. (1986) avaliaram quantitativamente os monémeros
aromaticos provenientes de alamo tratado por explosdo a vapor, e estudaram
suas influéncias na fermentacdo a etanol pela levedura Saccharomyces
cerevisiae. Os autores observaram que a maioria dos compostos inibiu a
fermentagdo mas o grau de inibicdo dependeu fortemente dos grupos

funcionais ligados ao anel benzénico, assim estimaram o potencial inibit6rio
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para cada grupo funcional como: CH=CH (+3,0) > CHO (+1,5) > p-OH (+1,0) >
COOH (+0,5) > m-OH (0) > OCH3 (-1,0). Logo, o potencial inibitério total do
composto (soma dos potenciais inibitérios de seus grupos funcionais) da a
intensidade inibitéria dele na fermentacao.

TRAN e CHAMBERS (1986) investigaram a fermentabilidade de manose
em butanodiol, para identificar os efeitos inibitérios dos compostos derivados
de lignina e extrativos de pré-hidrolisado de pinho. Foi observado que todos os
compostos modelos de lignina testados exibiram efeitos inibitérios na
fermentagdo. Segundo os autores, a vanilina foi o composto modelo que
apresentou o menor efeito inibitério e ainda, sugeriram que os compostos com
substituinte hidroxila na posicéo trés do anel aromatico (aldeido protocatecdico
e acido protocatecdico) ou ligagcdes duplas em cadeias laterais (alcool coniferil),
podem ter diferentes mecanismos inibitérios e sdo mais inibitérios do que os
compostos com grupos 3-metéxi (vanilina e 4cido vanilico) ou ligagdes simples
nas cadeias laterais (alcool di-hidroconiferil) ou sem qualquer grupo na posicao
trés do anel aromatico (acido p-hidroxibenzéico). Ainda de acordo com estes
autores, os compostos modelos de lignina apresentam toxicidade cumulativa
maior do que sinergistica.

NISHIKAWA et al. (1988) identificaram quatro potenciais inibididores (5-
hidroximetilfurfural, furfural, vanilina e siringaldeido) na fragdo hemicelul6sica
de alamo (obtida através do tratamento a vapor da matéria-prima), utilizada
como substrato para crescimento e produgéo de 2,3-butanodiol por Klebsiella
pneumoniae (em batelada alimentada). Objetivando determinar o efeito
inibitério causado por tais compostos, o microrganismo foi crescido em meio
adicionado de 5-hidroximetilfurfural (0 a 5,0 g/L) e dos demais compostos (0 a
0,8 g/L). O periodo de incubagéo foi de 24 e 48 h. Foi constatado que apos
24 h o furfural, numa faixa de concentracao de 0,2 a 0,4 g/L, promoveu uma
queda drastica tanto no crescimento quanto na producdo do solvente; 5-
hidroximetilfurfural inibiu em concentracbes maiores que 1,0 g/L. Nos meios
adicionados com vanilina ou siringaldeido, a inibicado se mostrou mais gradual
com o aumento da concentragdo, sendo que no primeiro caso o efeito inibitério
teve comportamento linear (entre 0,1 e 0,8 g/L); no ultimo caso o efeito foi
menos pronunciado (no intervalo de 0,1 a 0,6 g/L). Ap6s 48 h de incubacéo, as

culturas provenientes do meio adicionado com vanilina recuperaram quase que
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completamente a capacidade de formacado do 2,3-butanodiol, em todas as
concentracdes testadas. Siringaldeido foi toxico a concentracées maiores que
0,6 g/L, contudo, a producdo do solvente foi recuperado a concentragcdes
menores que 0,5 g/L. Em presenca de furfural a recuperacdo nao foi
significativa e no caso do 5-hidroximetilfurfural, foi pouco significativa em
concentragdes menores que 4,0 g/L. Quando os compostos testados foram
combinados binariamente, foi observado que a Unica combinacdo que néo
mostrou inibicdo sinergistica significativa foi 5-hidroximetilfurfural - furfural,
contudo, o nivel de inibicdo ndo diferiu nitidamente das demais combinacdes.

VAN ZYL et al. (1988) identificaram os principais compostos inibitérios que
retardavam a fermentag@o de hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-
de-agucar para a producao de etanol por P. stipitis. Para a determinagao dos
compostos derivados de lignina, o hidrolisado foi submetido a uma extracéao
com dietileter e de acordo com os resultados obtidos, os autores identificaram a
presenca de 0,4 g/L de acido p-coumarico, 0,6 g/L de &cido vanilico, vanilina e
acido ferulico e 0,8 g/L de glicosideos, sendo tais compostos testados, através
da suplementacdo em meio semi-sintético, nas mesmas concentracoes
encontradas no hidrolisado e os resultados foram comparados com os valores
obtidos de uma fermentac&o controle (ausente destes inibidores). Através dos
resultados obtidos, os autores observaram que o rendimento em etanol foi o
mesmo tanto para o meio suplementado quanto para o controle. Também foi
verificado que em presengca dos inibidores, a xilose nao foi totalmente
assimilada, além de ter sido constatado aumento no tempo de fermentacéo
com consequente diminuicao na produtividade volumétrica de etanol.

EDLIN et al. (1995) estudaram a assimilagdo de compostos fendlicos
simples como fontes de carbono para o crescimento de Brettanomyces
anomalus. Para tal, os substratos fendlicos (vanilina, acido sinapico, &cido
caféico, eugenol, acido p-coumarico, acido vanilico, acido ferulico, acido
cindmico e &cido benzdico) foram adicionados em meio semi-definido obtendo
uma concentracao final de 2 mM. Os autores observaram que a vanilina foi o
unico composto fendlico que nao inibiu o crescimento do organismo e ainda, foi
constatada a presengca de ambos, &lcool vanilil e acido vanilico, sendo o
primeiro em maior concentragdo. De acordo com estes autores, estas reagdes

sdo catalisadas por enzimas oxiredutases e requerem um doador / receptor de
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elétrons tais como NAD*/ NADH ou FAD* / FADH. Contudo, é pouco conhecido
o modo de acdo destas enzimas responsaveis pelo metabolismo destes
compostos fendlicos.

FELIPE et al. (1995) avaliaram o efeito do acido acético na fermentagao
de xilose por C. guilliermondii FTI 20037. Para isto, utilizaram meio semi-
sintético contendo diferentes concentragdes do acido (0,0, 0,5, 1,0, 3,0, 6,0 e
12,0 g/L). Os autores constataram que o aumento da concentragdo do acido
até 1,0 g/L levou a um favorecimento no fator de conversdo e na produtividade
de xilitol (14 e 16%, respectivamente). Além disto, foi observado que a levedura
foi capaz de assimilar o &cido juntamente com os acgucares, sendo
completamente consumido em concentracbes menores que 3,0 g/L, sugerindo
que nas condigdbes em estudo, C. guilliermondii age como agente de
destoxificagdo do meio. Ainda de acordo com estes autores, ha variagdes nos
niveis de tolerancia ao acido acético e estas variacdes devem ser atribuidas as
diferentes espécies de microrganismos avaliados e as condi¢cdes experimentais
adotadas, especialmente com relacado ao pH de fermentacao. O efeito téxico do
acido acético € aumentado por baixos valores de pH no meio devido a entrada
do acido em sua forma ndo dissociada, no interior da célula. A difusdo do acido
acético para dentro da célula, especialmente sob estas condigbes, deve induzir
a acidificagéo do citoplasma, resultando na perda da capacidade da produgéo
de energia e do transporte de varios nutrientes.

DELGENES et al. (1996) estudaram os efeitos dos produtos de
degradacado de lignocelulose na fermentagdo de glicose e xilose por S.
cerevisiae, Zymomonas mobilis, P. stipitis e Candida shehatae. Os compostos
téxicos (furaldeido, acetato, 5-hidroximetilfuraldeido, vanilina,
hidroxibenzaldeido e siringaldeido) foram adicionados em concentracées que
variaram de 0,2 a 15,0 g/L e foram quantificados como inibidores do
crescimento e da producdo de etanol. Segundo os resultados obtidos, as
fermentagcdes foram significantemente afetadas pela presenca dos produtos de
decomposicao da lignocelulose e o grau de inibicdo dos compostos testados
dependeu da natureza e concentracdo dos inibidores bem como do tipo de
microrganismo. Além disto, foi constatado que para as quatro cepas testadas,
vanilina foi o mais poderoso inibidor e também foi observado que alguns dos

inibidores (particularmente vanilina e furaldeido) puderam ser metabolizados
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pelos organismos fermentadores durante um periodo de incubagdo mais
prolongado, resultando na remocdo dos materiais toxicos e na recuperacao
parcial tanto do crescimento como da produgao de etanol.

LOPEZ-MALO et al. (1997) investigaram os efeitos: temperatura (10 a
30 °C), pH (3,0 a 4,0) e concentragédo de vanilina (350 a 1200 ppm) durante o
crescimento de Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus e
Aspergillus parasiticus, utilizando-se para tal, um meio de crescimento de
dextrose de batata com atividade de agua (aw) ajustada para 0,98. Foi
constatado que as condi¢des inibitérias (onde n&o houve crescimento apos
30 dias) dependeram do tipo de fungo e ainda, A. niger, a espécie mais
resistente, foi inibida a 15 °C, pH 3,0 e 1000 ppm de vanilina. Para A.
ochraceus (a mais sensivel), as condi¢ées inibitorias foram 500 ppm, pH 3,0 e
Te 15 °C. Os autores concluiram que a vanilina pode ser usada como um
agente antimicrobiano para a prevencao da degradacdo de alimentos por
fungos, em processos que combinem efeitos de preservacdo como atividade de
agua (aw) reduzida, pH e temperatura de estocagem.

PREZIOSI-BELLOY et al. (1997) avaliaram a bioconversado do hidrolisado
de alamo por Candida parapsilosis, para a producao de xilitol. No hidrolisado,
obtido por auto-hidrélise por explosédo a vapor, foram encontrados entre os
acucares (xilose, glicose e manose), inibidores (acido acético, furfural, 5-
hidroximetilfurfural, vanilina e siringaldeido), sendo estes ultimos avaliados para
a determinacdo de seus efeitos sobre o metabolismo da levedura. Para este
proposito foram preparados meios semi-sintéticos suplementados com os
compostos (em concentragdes proporcionais as encontradas no hidrolisado).
Neste trabalho, os autores constataram que independente do composto
testado, os acucares foram completamente assimilados e foram observados
crescimento celular, producdo de xilitol e etanol. Ainda, observaram que as
fermentagcbes em presenca de vanilina (0,1 g/L) e siringaldeido (0,1 g/L)
tiveram o mesmo perfil, obtendo resultados de conversédo e produtividade em
xilitol similares aos encontrados no ensaio controle (ndo suplementado com
inibidor), ou seja, cerca de 0,50 g/g e 0,70 g/L.h, respectivamente. A
assimilacao de acido acético (2,9 g/L) interferiu no consumo da glicose, sendo
necessarias 18 h para o consumo da glicose residual (< 5,0 g/L). Ao contrario

do observado nos meios suplementados com apenas um dos inibidores,
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quando todos eles foram adicionados no meio fermentativo, ndo houve
crescimento celular, o que levou os autores a suporem que eles agem
cumulativamente para inibir a atividade microbiana, interferindo no consumo de
acucares ou de outros elementos essenciais.

RANATUNGA et al. (1997) identificaram alguns componentes, encontrados
no hidrolisado de serragem (composto por carvalho vermelho, carvalho branco
e dlamo amarelo, na propor¢ao 1:1:1), que poderiam promover a inibicdo da
bactéria recombinante Z. mobilis CP4(pZB5) durante a fermetagao de xilose
para a obtencdo de etanol. Neste estudo foram identificados no hidrolisado os
compostos: &cido galico, 5-hidroximetilfurfural, vanilina, acido protocatecoico,
siringaldeido, furfural, alcool coniferil, &cido sindpico e acido capréico. Apds a
identificacdo dos possiveis compostos inibitdérios, os mesmos e um alcal6ide
(glaucina) foram avaliados individualmente com o intuito de se determinar seus
efeitos toxicos na producédo de etanol pela bactéria. Os resultados indicaram
gue dentre os compostos analisados, os de maior efeito inibitério foram o acido
acético (o mais toxico), o acido caproico, o furfural, seguidos da vanilina e
siringaldeido. A partir dos resultados, os autores classificaram os inibidores,
identificados de acordo com seus graus de inibicao, sendo apresentados na
Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Escala de inibicao relativa dos compostos / extratos para a fermentacao a
etanol por Z. mobilis CP4(pZB5).

Grau de inibicao

Fraco Moderadamente fraco  Moderadamente forte Forte

B . Acido capréico
Alcool coniferil P

Acidosinapico Acido galico , !:urfurall Acido acético
- e . Siringaldeido .
Acido siringico Glaucina Vanil Extrativos de
Acido vanilico  5-Hidroximetilfurfural vaniina carvalho
QL . Extrativos de alamo-
Acido protocatecoico
amarelo

FONTE: Adaptado de RANATUNGA et al., 1997
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LEE et al. (1999) investigaram os efeitos dos produtos provenientes da
degradacao dos acucares e da lignina durante o pré-tratamento (explosdo a
vapor) de carvalho para a producdo de etanol por S. cerevisiae. Os autores
constataram que o0s produtos de degradacdo dos acucares (5-
hidroximetilfurfural, furfural e acido levulinico) foram muito menos inibitérios do
que os produtos de degradacao da lignina (acido p-hidroxibenzéico, vanilina,
siringaldeido, acido vanilico, acido siringico, dentre outros). A vanilina, numa
faixa de concentracdo de 1 a 2,5 g/L, promoveu nos estagios iniciais da
fermentagdo uma fase de laténcia, porém, o processo foi recuperado obtendo-
se ao final, os mesmos resultados obtidos no controle. Contudo, acima de
3,0 g/L a toxicidade nao foi contornada. Siringaldeido se mostrou menos toxico
do que vanilina. Também foi observado que os &cidos aromaticos foram menos
téxicos do que seus correspondentes aldeidos.

ZALDIVAR et al. (1999) investigaram a toxicidade dos aldeidos
representativos (furfural, 5-hidroximetilfurfural, 4-hidroxibenzaldeido,
siringaldeido e vanilina) como inibidores do crescimento e da produgdo de
etanol por bactérias etanologénicas derivadas de Escherichia coli B (cepas
KO11 e LY01). Os autores observaram que furfural foi mais téxico do que o 5-
hidroximetilfurfural e dos aldeidos aromaticos, 4-hidroxibenzaldeido foi o mais
toxico seguido pela vanilina e pelo siringaldeido. Além disto, foi obsevado que
as toxicidades de todos os aldeidos, exceto furfural, foram aditivas quando
testadas em combinagdes binarias (50% de inibigdo no crescimento). Furfural e
os aldeidos combinaram de forma sinergistica e causaram mais que 75% de
inibicdo no crescimento. Finalmente foi constatado que a danificagdo da
integridade da membrana ndo € o principal mecanismo de inibicdo do
crescimento por furanos e aldeidos aromaticos.

ZALDIVAR e INGRAM (1999) investigaram a toxicidade dos 4&cidos
aromaticos derivados da lignina (acidos ferdlico, galico, 4-hidroxibenzéico,
siringico e vanilico), do acido acético proveniente da hidrélise da acetilxilana e
de outros derivados da degradacdo dos acucares (acidos furdico, férmico,
levulinico e caproéico) na fermentacdo a etanol pela bactéria etanologénica E.
coli LY0O1. Os autores observaram que a toxicidade foi relacionada a
hidrofobicidade e ndo a danificacdo da membrana, além disto, foi constatado

que as combinagdes dos acidos foram bruscamente aditivas na inibicdo do
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crescimento celular. Foi observado também que quando os compostos foram
testados em concentragées que promoveram 80% de inibicdo no crescimento,
estes ou estimularam (acidos aceético, levulinico e vanilico) ou causaram
somente uma modesta inibicdo na producdao de etanol, durante 30 min de
incubagédo das células em tamp&o contendo xilose e o agente teste. Finalmente
foi constatado que, ao contrario dos aldeidos, a toxicidade dos acidos
organicos foi nitidamente afetada pelo pH inicial, o0 que pode ser explicada pelo
colapso de gradientes idnicos e o aumento da concentragdo ibnica no interior
das células.

TANAKA e HIROKANE (2000) isolaram, a partir de hiumus, uma bactéria
(Burkholderia cepacia TM1) que pode oxidar eficientemente alguns aldeidos
aromaticos e investigaram a produtividade dos &cidos formados nas reacoes
em batelada, com o intuito de avaliar algumas condi¢cbes operacionais chaves
necessarias para uma producdo continua. Para tal, os ensaios foram
conduzidos com vanilina, siringaldeido e acido p-hidroxibenzéico (em
concentragdes que variaram de 1,0 a 5,0 g/L), como fontes de carbono. Foi
constatado que o consumo de vanilina foi favorecido com o aumento da
concentracao celular (dentro da faixa empregada nos experimentos, ou seja, de
0,4 a 5,0 g/L de células). A maxima concentragcado produzida de acido vanilico
foi obtida quando aproximadamente 3,0 g/L de vanilina foram utilizadas; acima
desta concentragdo a producdo foi negativamente afetada. O mesmo
comportamento foi observado nos dois outros compostos avaliados. Além disto,
os autores observaram que a taxa de consumo do siringaldeido e a producao
do &cido siringico foram mais lentas quando comparados com 0s outros
compostos.

ZALDIVAR et al. (2000) examinaram os efeitos individuais e em
combinagbes binarias de seis alcoois aromaticos (catecol, alcool coniferil,
guaiacol, hidroquinona, metilcatecol e alcool vanilil) e alcool furfuril, na
producao de etanol a partir de xilose pela bactéria etanologénica E. coli LYO1.
Foi constatado que os alcoois inibiram a producao de etanol através da inibigcao
do crescimento. Em combinacao binaria, o grau de inibicdo do crescimento foi
rigorosamente aditivo para a maioria dos compostos testados (quando
empregada menor concentracdo de indculo). As combinagbes com alcool

furfuril e furfural (furaldeido) apresentaram efeito sinergistico, aumentando
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assim a toxicidade. Além disto, foi constatado que a toxicidade dos compostos
em estudo estava diretamente relacionada a hidrofobicidade dos mesmos,
porém, a danificagcdo da membrana apresentou ser um fator mais importante
para a toxicidade dos alcoois que dos acidos ou aldeidos.

FITZGERALD et al. (2003) determinaram a efetividade da vanilina como
um agente antimicrobiano contra trés leveduras associadas com
apodrecimento de alimentos, S. cerevisiae, Zygosaccharomyces bailli e
Zygosaccharomyces rouxii, com o intuito de verificar o destino do composto
adicionado ao meio de cultura e estabelecer suas propriedades antimicrobianas
(e de seus metabdlitos), para seu posterior uso como conservante potencial
para alimentos. As concentracbes minimas inibitérias (MIC) foram
determinadas para cada levedura sendo, para S. cerevisiae: 21 mM (3,20 g/L),
para Z bailli: 20 mM (3,04 g/L) e para Z rouxii: 13 mM (1,98 g/L). Pelos
resultados obtidos, observou-se que alcool vanilil foi identificado como o maior
produto de bioconversao da vanilina, porém também foram detectados baixos
niveis de acido vanilico (reagdes estas apresentadas na Figura 2.4 que segue),

o que faz com que a efetividade antimicrobiana do aldeido seja influenciada.

CH,OH CHO COOH
redugao oxidagao
OCH3 OCH3 OCH3
OH OH OH
4-(hidroximetil)-2-metoxifenol 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzdico
Alcool vanilil Vanilina Acido vanilico

Figura 2.4. Bioconversao da vanilina por S. cerevisiae (adaptado de FITZGERALD et
al., 2003).
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Ainda segundo FITZGERALD et al. (2003), nem o alcool vanilii nem o
acido vanilico foram encontrados como antagonisticos ao crescimento celular,
0 que indica que a bioconversdo da vanilina (a niveis inferiores a MIC) em
produtos sem atividade antimicrobiana seria benéfico a levedura. Estas
atividades de bioconversao, presumivelmente catalisadas por desidrogenases
nao especificas, foram encontradas expressadas constitutivamente.

KLINKE et al. (2003) estudaram os inibidores potenciais obtidos a partir da
oxidag&o umida de palha de trigo e seus efeitos na produgéo de etanol por S.
cerevisiae. Nove fendis (4-hidroxibenzaldeido, vanilina, siringaldeido, 4-
hidroxiacetofenona, acetovanilona, acetosiringona, &cido 4-hidroxibenzdico,
acido vanilico e &cido siringico) e acido 2-furdico, identificados como presentes
no hidrolisado, foram cada um, testados em concentra¢des que variaram de 50
a 100 vezes a concentragdo encontrada no hidrolisado, ou seja, a 10 mM. A
influéncia dos compostos foi estudada em um meio definido e no hidrolisado de
palha de trigo. Os autores observaram que em meio definido a adicdo de 4-
hidroxibenzaldeido, vanilina, 4-hidroxiacetofenona e acetovanilona causaram
um decréscimo de 53 a 67% na produtividade volumétrica em etanol (quando
comparado ao controle); acido 4-hidroxibenzoéico, &cido vanilico e acido
siringico bem como &acido 2-furdico, siringaldeido e acetosiringona, foram
menos inibitérios. Pela adicdo dos mesmos compostos ao hidrolisado
observou-se que siringaldeido e acetovanilona interagiram negativamente com
os componentes do hidrolisado, causando um drastico decréscimo na
produtividade em etanol, quando comparados ao meio definido. Foi observado
também que, apds 6 h de fermentacdo no meio adicionado com 10 mM de
fendis, os aldeidos foram assimilados e seus correspondentes alcoois (4-
hidroxibenzilalcool, alcool vanilil e alcool siringil) foram encontrados.

FITZGERALD et al. (2004) investigaram o modo de ag&o da vanilina com
relagdo a sua atividade antimicrobiana contra E. coli, Lactobacillus plantarum e
Listeria innocua. Os autores determinaram a concentragdo minima inibitoria
(MIC) para os microrganismos sendo estas, 15 mM (2,28 g/L), 75 mM
(11,41 g/L) e 35 mM (5,33 g/L), respectivamente. Foi ainda constatado que a
atividade antimicrobiana da vanilina foi dependente do tempo de exposicéo,
bem como da sua concentracdo e do organismo alvo. Além disto, foi observado

que a atividade inibitéria da vanilina reside principalmente na sua habilidade em
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afetar danosamente a integridade da membrana citoplasmatica, com resultante
perda de gradientes de ions, pH de homeostase e inibicdo da atividade
respiratéria. Os autores também observaram que o grau de danificacdo da
membrana mostrou-se sub-letal na maioria das células dentro de uma
populacdo microbiana inibida; na MIC o composto exerceu agao bacteriostatica
de inibi¢cdo, ao contrario da maioria dos antimicrobianos fendlicos potentes, tais
como carvacrol e timol, que sao bactericidas.

As estruturas dos compostos inibitérios, vanilina e siringaldeido,

encontram-se na Figura 2.5.

HO Formula molecular: CgHzO4
Massa molecular: 152,15 g/mol
Ponto de ebulicdo: 170°C (15 mmHg)
OCH;, Ponto de fusdo: 81-83°C
OH Pressao de vapor: > 0,01 mmHg (25°C)
4-Hidroxi-3-metoxibenzaldeido
Vanilina pKa: 7,40
HO
Formula molecular: CgH;,04
Massa molecular: 182,17 g/mol
Ponto de ebulicdo: 192-193°C (14 mmHg)
HsC OCHs
Ponto de fusdo: 110-113°C
OH
4-Hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido pKa: 7,34
Siringaldeido

Figura 2.5. Caracteristicas quimicas da vanilina e do siringaldeido (adaptado de
www.sigmaaldrich.com e RAGNAR et al., 2000).
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3. OBJETIVOS

Geral

O presente trabalho visa avaliar a influéncia dos produtos de degradacgao

de lignina na bioconversao de xilose em «xilitol, pela levedura Candida
guilliermondii FT1 20037.

Especificos

Determinar a concentracdo de sais de fosfato de potassio mais
adequada para manter o pH constante durante o processo fermentativo;

Investigar o efeito do pH, da concentracao de inibidores (vanilina e
siringaldeido) e da concentragéo inicial de células, sobre a bioconversao
de xilose em xilitol por C. guilliermondii em meio semi-sintético, com

auxilio de um planejamento estatistico;

Determinar as condi¢des 6timas de fermentacdo em meio semi-sintético
e estabelecer um modelo matemético que correlacione as respostas
obtidas com as variaveis significativas do processo, empregando a
metodologia da superficie de resposta;

Realizar ensaios fermentativos em hidrolisado hemicelulésico de palha

de arroz visando comparar o grau de toxicidade do hidrolisado frente aos

comportamentos observados nos meios semi-sintéticos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Estudo do Cultivo do Inéculo em Meio Semi-Sintético Suplementado
com Sais de Fosfato Mono e Di-Basico

4.1.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado no presente trabalho foi a levedura Candida
guilliermondii FTI 20037, da cole¢cdo de culturas do Grupo de Microbiologia
Aplicada e Bioprocessos DEBIQ/FAENQUIL, selecionada para producdo de
xilitol (BARBOSA, et al., 1988). A cultura foi repicada em tubos de ensaio
contendo agar malte inclinado. Apés incubacado dos tubos em estufa a 30 °C
por 24 h, os mesmos foram conservados em geladeira a 4 °C para posterior

preparo do indculo.

4.1.2. Preparo do Inéculo

Células de C. guilliermondii, recém repicadas em meio de manutencgao,
foram transferidas em condicbes asseépticas, com auxilio de uma alga de
platina, para tubos de ensaio contendo cerca de 5 mL de agua destilada
esterilizada. Aliquotas de 1 mL desta suspensdo foram transferidas para
frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL do meio de cultivo descrito na
Tabela 4.1. Os frascos foram incubados a 30 °C em agitador metabdlico a
200 rpm durante 30 h. Apés este periodo, as células foram separadas por
centrifugacdo a 2000xg por 20 min e ressuspensas em agua destilada
esterilizada, apo6s vérias lavagens de forma a se obter uma suspensao celular
densa. A partir desta suspensdo foi calculado o volume necessario para
fornecer a concentragéo celular inicial desejada no meio de fermentacao, para
cada ensaio.

Para o preparo do meio de cultura foram utilizadas solugées
concentradas de cada componente, as quais foram preparadas separadamente
e autoclavadas a 112 °C por 15 min (xilose: 40% e glicose: 15%) e 121 °C por
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20 min (cloreto de calcio diidratado: 1%, extrato de farelo de arroz e sulfato de
amoénio: 7%). Os componentes foram entdo misturados assépticamente, de
forma a se obter a concentragdo desejada de cada nutriente no meio de
cultura.

Para a utilizagdo do farelo de arroz como nutriente, foi preparada uma
suspensao de farelo em agua destilada numa proporcao de 10% (p/v). Apés a
autoclavagem da suspensdo por 20 min a 121 °C, esta foi centrifugada em
condigdes assépticas a 2000xg por 20 min. A fragédo liquida (extrato de farelo
de arroz) foi transferida para um frasco previamente esterilizado e conservada
em geladeira até a sua utilizagdo, nunca por um periodo superior a uma

semana.

Tabela 4.1. Composicao do meio semi-sintético utilizado para crescimento do indculo.

Componente Concentragao (g/L)
Xilose 30,0
Glicose 5,0
Sulfato de am®nio 3,0
Extrato de farelo de arroz 20,0
Cloreto de célcio diidratado 0,1

4.1.3. Estudo do Efeito da Concentracdo de Sais de Fosfato no Cultivo do

Inéculo

Para o estudo do efeito da concentragdo de sais de fosfato durante o
cultivo do inéculo, foram realizados ensaios nas quais o meio de cultura foi
suplementado com solucao tampao de sais de fosfato de potassio (mono e di-
basico) nas concentragdes de 0,2 M (21,7 g/L de KH2PO4 e 6,9 g/L de KaPOy)
ou 0,6 M (68,9 g/L de KH.POs e 22,1 g/L de K:HPO4), em pH 5,5. Os
resultados obtidos foram comparados com um controle (meio ndo tamponado),
no qual o pH inicial foi acertado para 5,5 com NaOH 0,1 N.

As solugdes tampao 0,2 e 0,6 M foram preparadas a partir de uma

solucao estoque (1,5 M) no pH desejado (5,5), a qual foi autoclavada a 121 °C
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por 20 min. Para o preparo da solugdo estoque adotou-se a proporcao de 4
partes de KH2PO4 para 1 parte de KoaHPOs,.

A suplementagcdo do meio de cultivo com a solugdo tampéao (0,2 ou
0,6 M) foi feita de forma asséptica, de forma a se obter a concentracédo

desejada de cada nutriente bem como do tamp&o, no meio de cultura.

4.1.4. Condigées de Cultivo do Inéculo

Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 100 mL
contendo 50 mL do meio de cultivo de inéculo, incubados com células
cultivadas nas condigdes descritas para o preparo do inéculo, a 30 °C, em
agitador metabdlico, sob agitacdo de 200 rpm, durante 30 h. Uma amostra foi
retirada no tempo zero (ton) € outra no tempo final (tson), para a dosagem da
concentracao de xilose, glicose, xilitol e de células e variagao do pH.

4.2. Influéncia da Concentracao de Sais de Fosfato Mono e Di-Basico na
Bioconversao de Xilose em Xilitol

Uma vez determinada a concentragdo de sais fosfato mais adequada
para o cultivo do in6culo, foi feito o estudo da influéncia destes sais na
bioconversdao de xilose em xilitol. Para este propésito, o preparo do
microrganismo bem como do indculo, foi 0 mesmo apresentado nos itens 4.1.1
e4.1.2.

4.2.1. Preparo do Meio Semi-Sintético para o Processo Fermentativo

Nesta etapa, o meio de fermentacdo foi composto pelos nutrientes
descritos na Tabela 4.2. Foram utilizadas solu¢cbes concentradas de cada
componente, as quais foram preparadas separadamente. As solucdes de xilose

(40%) e glicose (15%) foram autoclavadas a 112 °C por 15 min, enquanto que

44



as solugdes de extrato de farelo de arroz (10%), cloreto de calcio diidratado
(1%) e sulfato de amoénio (7%) foram autoclavadas a 121 °C por 20 min. Os
componentes foram entdo misturados, assepticamente, de forma a se obter a

concentracao desejada de cada nutriente meio de cultura.

Tabela 4.2. Composicao do meio semi-sintético utilizado para o processo fermentativo.

Componente Concentracéo (g/L)
Xilose 90,0
Glicose 15,0
Sulfato de ambnio 3,0
Extrato de farelo de arroz 20,0
Cloreto de célcio diidratado 0,1

4.2.2. Estudo do Efeito da Concentracdo de Sais de Fosfato na Bioconverséo

de Xilose em Xilitol

Para o estudo do efeito da concentracdo de sais de fosfato durante a
bioconversao de xilose em xilitol, foram realizados ensaios nas quais 0 meio de
cultivo foi suplementado com solugdo tampao de sais de fosfato de potassio
(mono e di-béasico) nas concentragdes de 0,2 M (21,7 g/L de KH2PO4 € 6,9 g/L
de KoPOs) ou 0,4 M (43,6 g/L de KH2PO4 e 13,9 g/L de KoHPO4) ou 0,6 M
(68,9 g/L de KH,PO4 e 22,1 g/L de K;HPO4), em pH 55. O preparo das
solugbes tampdo e a suplementagcdo do meio de cultivo foram realizados
conforme mencionado no item 4.1.3. Os resultados obtidos foram comparados
com um controle (meio ndo tamponado), na qual o pH inicial foi acertado para
5,5 com NaOH 0,1 N.
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4.2.3. Condigbées de Cultivo do Processo Fermentativo

Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL do meio de cultivo, inoculados com células cultivadas nas
condi¢des descritas para o preparo do inéculo. Os frascos foram incubados a
30 °C, em agitador metabdlico, sob agitacdo de 200 rpm. Durante as
fermentagdes, amostras foram retiradas periodicamente, em tempos de 24 h,
para o acompanhamento da concentracdo de xilose, glicose, xilitol e de células
e variacao do pH. O pH foi determinado segundo o item 4.5.2.

4.3. Estudo do Efeito dos Produtos de Degradacdao de Lignina na
Bioconversao de Xilose em Xilitol

No estudo da influéncia dos produtos de degradagéo de lignina (vanilina
e siringaldeido) na bioconversédo de xilose em xilitol, o preparo do in6culo foi o
mesmo apresentado no item 4.1.2. O meio de cultivo para o in6culo foi
suplementado com tampéao de sais de fosfato na concentracdo de 0,6 M em
pH 5,5, de acordo com o que foi apresentado no item 4.1.3 e as condicbes de
cultivo foram as mesmas empregadas no item 4.1.4.

Para constituicdo do meio de fermentagdo, além dos nutrientes
apresentados na Tabela 4.2, também foram adicionados os sais de fosfato
correspondentes a 0,6 M, cujas concentragdes foram alteradas de acordo com
o pH de interesse (Tabela 4.3). Para cada valor de pH avaliado (5,5, 6,3 e 7,0),
foi preparada uma solugcédo estoque (1,5 M), sendo adotado para o pH 5,5 a
propor¢gdo de 4 partes de KHyPO4 para 1 parte de KoHPO,4, para 6,3 a
propor¢do de 1 parte de KH:PO4 para 1 parte de KoHPO4 e para 7,0 a
proporcao de 1 parte de KH,PO4 para 4 partes de Ko:HPO4. A composicao do
meio de fermentacdo, bem como sua suplementagdo com os sais, foi
conduzida de forma asséptica, de forma a manter as concentracées desejadas
tanto do tamp&o quanto dos nutrientes que compde este meio.

Para o processo fermentativo, as condi¢des de cultivo foram as mesmas
apresentadas no item 4.2.3. O meio de cultivo foi suplementado com vanilina e

siringaldeido, conforme o planejamento experimental fatorial apresentado na
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Tabela 4.4, sendo as massas desses compostos diretamente dissolvidas no
meio de fermentacdo imediatamente antes do uso, mediante aquecimento em
banho-maria. Nos ensaios suplementados com os compostos fendlicos foi feita
andlise através de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) para o
acompanhamento durante todo o tempo de cultivo, da variagdo de tais
compostos e formagdo de produtos correspondentes (alcool vanilil, acido

vanilico e acido siringico).

Tabela 4.3. Concentracées dos sais de fosfato (0,6 M), empregados para o
tamponamento do meio de fermentagéo de acordo com os valores de
pH propostos pelo planejamento experimental fatorial 2*.

Sais de fosfato (g/L)

pH desejado KH,PO, K>HPO,
55 68,9 22,1
6,3 43,1 55,1
7,0 17,2 88,2

4.3.1. Metodologia Estatistica

Para avaliacdo da influéncia das variaveis: concentragcédo inicial de
vanilina e siringaldeido, concentragao inicial de células e pH, sobre o processo
de bioconversdo de xilose em xilitol foi utilizado um planejamento fatorial
completo de dois niveis 2* e com trés repeticdes no ponto central, conforme
matriz apresentada na Tabela 4.4. As variaveis foram codificadas de acordo

com a Equacao 1:
Ve = (VrR— Vo) / AVR (Equagéo 4.1)

Em que:

V¢ — valor codificado da variavel independente;

Vg — valor real da variavel independente;

Vo — valor real da variavel independente no ponto central;

AVR — valor do passo, isto & (Vrmax — VRmin)/2.
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Tabela 4.4. Matriz de planejamento experimental 2* com trés repeticdes no ponto
central, utilizada para investigar o efeito das concentragdes de vanilina
(X4; V) e siringaldeido (X2; S), do pH (X3) e da concentragao inicial de
células (X4; Xo), sobre a bioconversdo de xilose em xilitol por C.

guilliermondlii.

Niveis codificados das variaveis Niveis reais das variaveis (g/L)

Ensaios X4 Xo X3 Xa \ S pH Xo
1 -1 -1 -1 -1 0,0 0,0 5,5 1,0
2 +1 -1 -1 -1 2,0 0,0 5,5 1,0
3 -1 +1 -1 -1 0,0 2,0 5,5 1,0
4 +1 +1 -1 -1 2,0 2,0 5,5 1,0
5 -1 -1 +1 -1 0,0 0,0 7,0 1,0
6 +1 -1 +1 -1 2,0 0,0 7,0 1,0
7 -1 +1 +1 -1 0,0 2,0 7,0 1,0
8 +1 +1 +1 -1 2,0 2,0 7,0 1,0
9 -1 -1 -1 +1 0,0 0,0 5,5 3,0
10 +1 -1 -1 +1 2,0 0,0 5,5 3,0
11 -1 +1 -1 +1 0,0 2,0 5,5 3,0
12 +1 +1 -1 +1 2,0 2,0 5,5 3,0
13 -1 -1 +1 +1 0,0 0,0 7,0 3,0
14 +1 -1 +1 +1 2,0 0,0 7,0 3,0
15 -1 +1 +1 +1 0,0 2,0 7,0 3,0
16 +1 +1 +1 +1 0,0 2,0 7,0 3,0
17 0 1,0 1,0 6,3 2,0
18 1,0 1,0 6,3 2,0
19 1,0 1,0 6,3 2,0

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada utilizando-se o
programa STATGRAPHICS (versédo 5.0). A significancia dos fatores
experimentais foi testada pelo teste t de Student. Este teste, baseado na
hipétese de que o verdadeiro parametro € zero, é utilizado para elucidar a
significancia dos fatores. Se o valor de t calculado (fac) for superior ao t
tabelado f4.o, 2y para um nivel de significancia de o e A graus de liberdade,
entdo o termo em causa contribui significativamente para a resposta.

Foram obtidas como respostas (variaveis dependentes) do modelo

experimental, o consumo percentual de xilose (Cx), a concentragéo de xilitol
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(Pxo), o fator de conversdo de xilose em xilitol (Yps) € a produtividade
volumétrica em xilitol (Qp).

A partir da analise estatistica dos resultados obtidos no planejamento
experimental 2%, foi obtida a otimizacdo da bioconversdo da xilose em xilitol,
com base nos fatores que apresentaram significancia (vanilina e siringaldeido),
utilizado-se um planejamento fatorial composto 2° com face centrada e trés
repeticbes no ponto central, conforme a matriz apresentada na Tabela 4.5.
Nesta etapa, foram consideradas constantes as variaveis: concentragdo inicial
de células (3,0 g/L) e pH (5,5). A metodologia de superficie de resposta foi
utilizada.

Tabela 4.5. Matriz do planejamento fatorial composto 2° com face centrada e trés
repeticdes no ponto central, apresentando os niveis codificados e os reais
das variaveis respostas avaliadas, vanilina (Xi; V) e siringaldeido (Xz; S).

Niveis codificados das variaveis  Niveis reais das variaveis (g/L)

Ensaios X1 Xo Vv S
1 -1 -1 0,0 0,0
2 1 -1 2,0 0,0
3 -1 1 0,0 2,0
4 1 1 2,0 2,0
5 -1 0 0,0 1,0
6 1 2,0 1,0
7 0 -1 1,0 0,0
8 0 1 1,0 2,0
9 0 0 1,0 1,0
10 0 0 1,0 1,0
11 0 0 1,0 1,0
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O modelo quadratico para predizer o ponto 6timo foi expresso de acordo

com a Equacao 2.
Y,' = bo + b1X1 + b2X2 + b12X1X2 + b11X12 + b22X22 (Equagéo 42)

Em que:

Y; = variavel resposta;

bo = coeficiente de intercessao;

b1, b2 = temos lineares;

b11, b2z = termos quadraticos;

b2 = termo de interacao;

Xi = nivel codificado da variavel independente: vanilina;

Xz = nivel codificado da variavel independente: siringaldeido.

O programa “Design-Expert” (versao 5.0) e/ou STATISTICA (versao 5.0)
foi utilizado para a andlise de regressdo dos dados obtidos. A significancia dos
coeficientes de regressao foi testada pelo teste t de Student. A qualidade do
ajuste da equacao polinomial do modelo foi expressa pelo coeficiente de
determinacdo (R®) e a sua significancia estatistica foi determinada pelo teste F
de Fisher. O valor de F experimental foi comparado com o F tabelado;
F(., 1, np), €M que A é o risco escolhido, n é o nimero total de ensaios e p € o
namero de termos do modelo. Este teste, utilizado para determinar a
adequacao do modelo aos dados é feito pela comparacado de duas variancias:
a variancia do erro puro (Sepz) e a falta de ajuste (Sw?). Se o valor de F
calculado (F = Sep2 / St.?) for superior ao F tabelado, entdo a falta de ajuste
indica que o modelo proposto ndo é adequado para descrever a resposta.

As superficies de resposta foram plotadas utilizando-se o programa
STATISTICA (versao 5.0) e/ou “Design-Expert” (versdo 5.0). As concentracoes
6timas das variaveis foram obtidas pela analise dos graficos de curvas de nivel
das respostas e pela otimizacdo através do método numérico do programa
“Design-expert”, baseado no critério da conveniéncia descrito por Myers e
Montgomery, conforme consta no manual do programa.

Uma vez obtidas as condigbes otimizadas (1,6 g/L de vanilina, 3,0 g/L de
células e pH 5,5), foi realizado um ensaio para a confirmacao do modelo. Para
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tal propésito, foi utilizado meio semi-sintético, no qual, além dos nutrientes
apresentados na Tabela 4.2, também foram adicionados os sais de fosfato,
correspondentes a concentragédo de 0,6 M e pH 5,5 (68,9 g/L de KH:PO4 e
22,1 g/L de K:HPQy).

Para o processo fermentativo, as condi¢gdes de cultivo foram as mesmas
apresentadas no item 4.2.3. O meio de cultivo foi suplementado com 1,6 g/L
vanilina, sendo diretamente dissolvido no meio de fermentacdo imediatamente
antes do uso, mediante aquecimento em banho-maria. Foi feita analise atravées
de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) para o acompanhamento
durante todo o tempo de cultivo, da variagdo do composto fendlico e formagao

de produtos correspondentes (alcool vanilil e acido vanilico).

4.4. Obtencao e Preparo do Hidrolisado de Palha de Arroz

A palha de arroz utilizada nos experimentos foi obtida na regido de
Lorena. Apds o recebimento, a palha foi seca ao sol e cominuida em moinho
tipo martelo até um tamanho de aproximadamente 1 cm de comprimento e
1 mm de espessura. O hidrolisado hemicelulésico foi obtido por catdlise acida
em reator confeccionado em acgo-inox AISI 316 com capacidade de 350 L.,
munido de aquecimento indireto por resisténcia elétrica por camisa de 6leo
térmico. As reagdes foram realizadas a 121 °C por 27 min, empregando uma
relacdo solugdo acida:palha seca de 10 g/g. Foi utilizado o H2SO4 como
catalisador e a solugdo acida foi preparada para concentracdo final de 1%
(ROBERTO et al., 2003). Ao final da reacdo, o material descarregado do reator
foi centrifugado e a fracao liquida recuperada (hidrolisado hemicelulésico).

Para o hidrolisado tratado, a fracdo liquida recuperada foi retornada ao
reator de hidrélise para destoxificacdo do hidrolisado com carvao ativo nas
seguintes condi¢des: proporcao carvao:hidrolisado de 3% (p/v), temperatura de
45 °C e tempo de agitagdo de 30 min (MUSSATTO e ROBERTO, 2001). Ap6s o
processo de adsor¢gdo com carvao ativo, a mistura foi centrifugada para
remocao de solidos.

O hidrolisado n&o tratado (H) e o hidrolisado destoxificado (HD), foram

entdo submetidos ao processo de concentragdo (HC e HDC, respectivamente),
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sob vacuo, em evaporador com capacidade de 4 litros, a uma temperatura de
65 °C de forma a obter a concentragédo de xilose de aproximadamente 90,0 g/L,
e em seguida estocados a 4 °C para posterior utilizagdo nos ensaios de
fermentacao.

Foi feita uma caracterizagdo dos hidrolisados, através de cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC), para a determinagdo de alguns dos
compostos presentes no meio e através de espectrofotometria (UV-visivel), na
qual foi determinada a concentragdo total dos compostos fendlicos
constituintes, utilizando-se do método de Folin - Ciocalteau (padrdo vanilina) e
de determinagéo de unidades arbitrarias de absorbancia (280 nm). O valor de

pH também foi determinado.

4.4.1. Condicbées de Fermentagcdo do Hidrolisado Hemiceluldsico de Palha de

Arroz

As condicoes de fermentacao para o cultivo em hidrolisado (HC e HDC)
foram definidas apds os resultados obtidos com os cultivos em meio semi-
sintético (concentracao celular inicial de 3,0 g/L e pH 5,5). O pH do hidrolisado
foi elevado para 5,5 com adicdo de NaOH em pellets, sendo em seguida
centrifugado a 2000xg por 20 min para a remocao do precipitado resultante.
Nesta etapa, o hidrolisado ndo foi suplementado com o0s nutrientes
empregados em meio semi-sintético.

Para a fermentacdo em hidrolisado hemicelulésico destoxificado
suplementado com vanilina (HDV), o composto fenélico (1,6 g/L) foi adicionado
ao hidrolisado logo apés a correcdo do pH e remogédo do precipitado por
centrifugacdo. A suplementagdo com vanilina foi feita minutos antes da
inoculagédo, e sua total solubilizagdo no hidrolisado foi conseguida mediante
aquecimento do meio em banho-maria.

O processo fermentativo foi conduzido em frascos Erlenmeyer de
250 mL contendo 100 mL do meio de cultivo, inoculados com células cultivadas
nas condigdes descritas para o preparo do inéculo. Os frascos foram incubados
a 30 °C, em agitador metabdlico, sob agitacao de 200 rpm.
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Durante a fermentagédo, amostras foram retiradas periodicamente, em 0,
48, 72 e 96 h, para o acompanhamento do teor de compostos fendlicos
(vanilina, siringaldeido, &cido vanilico, alcool vanilil, acido siringico e acido
feralico), acido acético, furfural, xilose, glicose, xilitol e de células e variagao do

pH. O pH foi determinado segundo o item 4.5.2.

4.5. Métodos Analiticos

4.5.1. Determinagdo da Concentragdo Celular

A concentracao celular foi obtida mediante uma curva de calibracao que
correlaciona densidade ética (DO) com massa seca de células. Para a
elaboragao desta curva, células provenientes do cultivo de 50 mL de in6culo,
foram centrifugadas a 2000xg por 20 min. O sobrenadante foi descartado e as
células lavadas pelo menos 2 vezes com agua destilada. Em seguida, as
células foram ressuspensas em agua destilada de forma a se obter uma
suspensdo homogénea densa (suspensao original), a qual foi utilizada para
preparar suspensdes com diversas diluicoes. As suspensodes diluidas foram
submetidas a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro (Beckman DU 640)
a 600 nm, utilizando-se agua destilada como branco. A massa seca foi
determinada a partir da suspensao original apdés secagem de aliquotas de
5 mL, em estufa a 105 °C por 24 h.

4.5.2. Determinagéo do pH

Os valores de pH foram determinados por potenciometria, por meio de
um aparelho da marca MICRONAL modelo B474, com correcao de
temperatura.

4.5.3. Determinacdo da Concentracdo de Glicose, Xilose, Arabinose, Xilitol,

Glicerol, Acido acético, e Etanol
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As concentragdes de glicose, xilose, arabinose, xilitol, glicerol, acético
acético e etanol foram determinadas por Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho (HPLC), em equipamento WATERS, nas seguintes condigdes:
coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm); temperatura: 45 °C;
eluente: &cido sulfarico 0,01 N desgaseificado; fluxo: 0,6 mL/min; volume de
amostra: 20 pL; detector: indice de refragéo.

Como preparo, as amostras foram primeiramente centrifugadas a
1800xg por 20 min para a remocgdo das células, sendo os sobrenadantes
recolhidos e apropriadamente diluidos com agua deionizada. Numa etapa
posterior as amostras ja diluidas foram passadas por filtros C18 SEP-PACK
CARTRIDGE (Waters Associates - MILIPORE). As concentracbes destes
compostos foram calculadas a partir de curvas de calibracdo obtidas de

solucdes padréo.

4.5.4. Determinagdo da Concentragdo de Furfural e 5-Hidroximetilfurfural

As concentragbes de furfural e 5-hidroximetilfurfural foram determinadas
por Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC), em equipamento
WATERS, na seguintes condigbes: couna Waters Resdve C18 51 m (3,9 x
300 mm); temperatura ambiente; eluente: acetonitrila/agua (1/8 com 1% de
acido acético) desgaseificado; fluxo: 0,8 mL/min; volume de amostra: 20 i1 L e
detector: UV a 276 nm.

Inicialmente, as amostras foram centrifugadas a 1800xg por 20 min para
a remogao das células. Os sobrenadantes foram recolhidos e passados por
uma memibrana do tipo HAWP 04700 com poros de 0,45 im (Waters
Associates - MILIPORE). As concentracdes destes compostos foram

calculadas a partir de uma curva de calibracao obtida de solugdes padréo.

4.5.5. Determinagdo da Concentracdo dos Compostos Fendlicos por

Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC)
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As concentracdes de vanilina, alcool vanilil, &cido vanilico, siringaldeido,
acido siringico e acido ferulico, foram determinadas por Cromatografia Liquida
de Alto Desempenho (HPLC), em equipamento WATERS, na seguintes
condigbes: coluna Waters Resolve C18 5 1 m (3.9 x 300 mm); temperatura
ambiente; eluente: acetonitrila/agua (1/8 com 1% de acido acético)
desgaseificado, com adi¢cao de acido fosférico para corre¢cdo do pH para 2,5;
fluxo: 0,9 mL/min; vdume de amostra: 201 L e detector: UV a276 nm.

As amostras foram centrifugadas a 1800xg por 20 min para a remogao
das células. Os sobrenadantes foram recolhidos e passados por uma
memborona do fipo HAWP 04700 com poros de 0,45 1T m (Waters Associates -
MILIPORE). As concentracdes destes compostos foram calculadas a partir de
uma curva de calibragéo obtida de solugbes padréo.

4.5.6. Determinacdo dos Compostos Fendlicos Totais por Espectrofotometria

UV-visivel

A concentracdo total dos compostos fendlicos foi quantificada
colorimetricamente pelo método modificado de Folin-Ciocalteau (SINGLETON et
al., 1999) usando a vanilina como padréo de calibracéo.

Inicialmente, as amostras foram centrifugadas a 1800xg por 20 min para
a remocao das células. Os sobrenadantes foram recolhidos e passados
primeiromente por um filfro de 045 Tm, paa remogdo de possiveis
interferentes, sendo em seguida diluidos (se necessario), com agua
deionizada.

Para a reagéo colorimétrica, em um tubo de ensaio foram adicionados os
3,0 mL da amostra (sobrenadante), seguidos de 0,2 mL de reagente Folin. O
sistema foi homogeneizado por meio de vértice e mantido em repouso por um
periodo de 5 min. Apos este tempo, foi adicionada a mistura, 0,8 mL de solugcéo
de (Na).CO3z 150,0 g/L, seguido de agitacado (em vértice). O sistema foi entdo
deixado em repouso a temperatura ambiente, na auséncia de luz e por um

periodo de 30 min. Fez-se entao a leitura em espectrofotdmetro a 760 nm. Para

55



composicao do branco, agua deionizada foi adicionada em substituicdo a

amostra. Seguiu-se 0 mesmo procedimento.

4.6. Metodologia de Analise dos Resultados

Para avaliacdo dos resultados obtidos nas diversas etapas do trabalho

serdo analisados os seguintes parametros:

consumido)

Yys = ¢ X/-0S1=(X—X)/[(S1r— S1i) + (Sar — Sai)]

Em que:

Xie X; = Concentragéo inicial e final de células (g/L);
tie tr= Tempo inicial e final da fermentacao (h);

S+i e S¢t = Concentracao inicial e final de glicose (g/L) e
S, e Sy = Concentracgao inicial e final de xilose (g/L).

Ypis=oP /-0S,=(Pi—Pj) / (Sar — S2i)

Em que:

P; e Pr = Concentracgéo inicial e final de xilitol (g/L) e
S, e Sy = Concentracgao inicial e final de xilose (g/L).
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3. Fator de Rendimento em Xilitol Yrx (Qxilitol formado / Gcélulas formadas)
Yex = oP /X =(Pi=Pj)/ (X=X

Em que:

Pi e P; = Concentragéo inicial e final de xilitol (g/L) e

Xie X = Concentracgao inicial e final de células (g/L).

4. Produtividade Volumétrica em Células Qx (gcéluias formadas / L-h)
Qx=eX/et=Xi= X))/ (ki —1)

Em que:

Xie X = Concentracao inicial e final de células (g/L) e

tie tr= Tempo inicial e final da fermentagao (h).

5. Consumo Volumétrico de Xilose Qs (9xiose consumica / L-h)

Qs =S,/ et=(S2—Sy) /ti—1)

Em que:

Sai e Sz = Concentracao inicial e final de xilose (g/L) e

tie tr= Tempo inicial e final da fermentagao (h).

6. Produtividade Volumétrica em Xilitol Qp (gxiitol formado / L.h):
Qp=9eP /et=(FPi—P)/t—1t)

Em que:

Pie P; = Concentracao inicial e final de xilitol (g/L) e
tie tr= Tempo inicial e final da fermentagao (h).
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7. Eficiéncia de Conversdo n (%)

¢ = (Ypss obtido / Ypss tedrico) x 100

Em que:
Yp/s tedrico = 0,917 g/g (BARBOSA et al., 1988).

8. Determinacao do Grau de Inibicdo do Crescimento Celular Glx (%)

Glx = [1 - (0 XMSI / 0X|\/|s)] x 100

Em que:
¢ Xus = Variagao da concentragdo celular em meio semi-sintético sem inibidor e
e Xusi = Variagdo da concentragdo celular em meio semi-sintético adicionado

com o inibidor.

9. Determinacao do Grau de Inibicdo da Formacao de Xilitol Glp (%)

Glp=[1 — (¢ Pysi/ ® Pus)] x 100

Em que:
¢ Pys = Variagdo da concentragao de xilitol em meio semi-sintético sem inibidor
e Pus) = Variacao da concentracdo de xilitol em meio semi-sintético adicionado

com o inibidor.

10. Determinagédo da eficiéncia do tratamento do hidrolisado de palha de arroz

com carvao ativado (remogéo dos compostos inibitérios RCI - %)

RCI = [1 = (Clupc / Clic)] x 100

Cluc = Concentragdo total de compostos inibitorios (furanos e compostos
fendlicos) no hidrolisado nao tratado e
Clipc = Concentragdo total de compostos inibitorios (furanos e compostos

fendlicos) no hidrolisado destoxificado com carvao ativado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo do Cultivo do Inéculo em Meio Semi-Sintético Suplementado
com Sais de Fosfato Mono e Di-Basico

Visando definir a concentracdo mais adequada de sais de fosfato de
potassio para o tamponamento do meio de cultivo, ensaios foram realizados
variando-se a concentracao destes sais. Nestes estudos iniciais, empregou-se
0 meio utilizado para o cultivo do in6culo, conforme descrito no item 4.1, por se
tratar de uma etapa de adaptacdo do microrganismo ao processo fermentativo
e também por uma questéo de economia de reagentes.

A Tabela 5.1 apresenta os resultados de concentracao celular, pH,
consumo de xilose bem como producgdo de xilitol durante o cultivo do in6culo
em meios contendo diferentes concentragdes fosfato. Observa-se que, para
todos os meios avaliados, a concentracdo celular final apresentou pouca
variagao (de 3,4 a 3,8 g/L), porém que o crescimento foi favorecido em meios
contendo sais de fosfato na concentracdo de 0,6 M, evidenciado pelo maior
fator de conversao (Yxs).

Quanto ao consumo de xilose, observa-se que a adicdo de sais de
fosfato ao meio de cultivo afetou negativamente a eficiéncia de utilizagao desta
pentose. Com 30 h de cultivo, a levedura apresentou um consumo de 75% de
xilose em meio controle (sem adicdo de sais), enquanto que em meio
suplementado com fosfato nas concentragdes de 0,2 e 0,6 M, o consumo desta
pentose decresceu para 61 e 43%, respectivamente. No entanto, o fator de
conversdo de xilose em xilitol (Yp/s) variou pouco com a adicdo de fosfato ao

meio, 0 que resultou em valores de 0,52 a 0,62 g/g.
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Tabela 5.1. Resultados de pHsina, concentragéo celular final (Xsna), consumo percentual
de xilose (Cx), concentragao de xilitol (Pxo), fator de conversao em células
(Yws) e fator de converséo de xilose em xilitol (Ygss), obtidos com 30 h do
cultivo do inéculo em meio com diferentes concentragcbes de sais de
fosfato em pH 5,5.

Concentragéo KH2P04/ K2HPO4 prinaI Xﬁna| Cx| Pxo Yx/s YP/S

(M) (g/L) (L) % (gL) (d/9) (9/9)

0 0 0 25 37 75 117 0,14 052
0,2 21,7 6,9 47 34 61 108 0,16 0,62
0,6 68,9 22,1 57 38 43 63 024 055

Concentracao inicial média de glicose: 5,0 g/L; xilose: 30,0 g/L; concentracao celular
inicial: 0,1 g/L

O valor do pH obtido ao final do cultivo é também mostrado na Tabela
5.1. Observa-se que o crescimento de C. guilliermondii em meio controle (sem
adicao de sais) promoveu uma queda acentuada no valor de pH (3,0 unidades),
enquanto que em meio contendo sais de fosfato na concentragédo de 0,2 M o
decréscimo foi de apenas 0,8 unidade. Nota-se ainda que a utilizagdo de sais
de fosfato na concentracdo de 0,6 M promoveu o tamponamento do meio,
sendo observado um aumento de 0,2 unidade, com 30 h de cultivo. De acordo
com VOGEL e TADARO (1997), o sulfato de amdnio produz condi¢coes
acidificadas devido ao rapido consumo de amoénia e concomitante liberacao de
acido livre no meio. No presente trabalho, o sulfato de aménio foi utilizado
como fonte de nitrogénio, o que explica o decréscimo acentuado de pH durante
o cultivo em meio ndo tamponado.

Com este estudo foi possivel concluir que o meio contendo sais de
fosfato na concentragdo de 0,6 M, ou seja 68,9 g/L de KH.PO4 e 22,1 g/L de
K2HPO4 é o mais adequado para o cultivo do inéculo pois, além de manter o pH

inicial do meio, esta condicao favoreceu a conversao de substrato em células.
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5.2. Influéncia da Concentracao de Sais Fosfato Mono e Di-Basico na
Bioconversao de Xilose em Xilitol

Este estudo teve por objetivo avaliar e comparar a cinética de produgao
de xilitol por C. guilliermondii em meios suplementados com diferentes
concentragdes de fosfato de potassio. Os resultados de crescimento celular,
consumo de agucares, producdo de xilitol, etanol, e variagdo do pH estao
apresentados na Figura 5.1 (A, B, C e D).

Observa-se que, para todos os meios avaliados, o crescimento celular
foi semelhante durante as primeiras 24 h de cultivo (Fig. 5.1 A). Entretanto,
apés este tempo, variacoes significativas foram obtidas em fungdo da
concentracao de fosfato no meio. O meio controle (sem adicdo dos sais) foi o
que proporcionou a menor concentragao celular com 96 h de cultivo (Xfina =
7,6 g/L), sugerindo que a adicao dos sais de fosfato interfere positivamente no
crescimento microbiano. Comparando-se os valores de concentracao celular
final obtidos em meios suplementados com diferentes concentracdoes de
fosfato, nota-se que o aumento da concentracdo molar dos sais de 0,2 para 0,6
promoveu um decréscimo na concentragao celular de 12,1 para 8,9 g/L.

O consumo total de xilose (Fig. 5.1 B) foi influenciado pela concentragao
de fosfato no meio, sendo obtidos valores acima de 90% de consumo desta
pentose, com 96 h de cultivo, em todas as condi¢ces avaliadas. Nota-se ainda
que com 24 h de cultivo, a glicose ja havia sido completamente consumida, em
todos os meios de cultivo estudados.

A producéo de xilitol pela levedura C. guilliermondii foi dependente da
concentracao de sais de fosfato no meio de cultivo (Fig. 5.1 C). Deste modo,
observa-se que a formacdo do poliol foi favorecida com o aumento da
concentracdo dos sais no meio. A concentragdo de xilitol no meio controle foi
de 43,7 g/L, com 96 h de cultivo. Entretanto, quando o meio foi suplementado
com sais de fosfato na concentracdo de 0,6 M a concentracdo de xilitol atingiu
o valor maximo de 62,2 g/L, o que correspondeu a um aumento de 42%
quando comparado com meio controle. Por outro lado, a producéo de etanol no
meio controle atingiu um valor de 9,0 g/L, com 96 h e decresceu para 5,6 g/L

quando o meio foi suplementado com fosfato na concentracédo de 0,6 M. A
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Figura 5.1. Crescimento celular (A), consumo de aglcares (B), produgao de xilitol e etanol (C) e variacao de pH (D), durante o cultivo de C.
guilliermondii em meio suplementado com diferentes concentracdes de sais de fosfato.
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maxima concentracao de etanol obtida foi de 14,0 g/L, com 96 h de cultivo, em
meio contendo fosfato na concentracao de 0,2 M.

Embora a producdo de «xilitol por C. guilliermondii seja bastante
estudada, a influéncia de concentracdes elevadas de fosfato de potassio sobre
o processo fermentativo tem sido pouco relatada. AZUMA et al. (2000)
examinaram o efeito da adi¢cdo de diferentes sais: NaCl, 4% (0,68 M); KCI, 5%
(0,67 M); MgCl, 4,5% (0,47 M); KH2PO4, 9% (0,66 M) e NaH>PO,, 8% (0,67 M),
na producao de xilitol por Candida tropicalis em meio contendo 5% de xilose na
auséncia ou presenca de glicose (2%). Foi constatado que todos os sais
influenciaram positivamente a conversao em xilitol e que o efeito de repressao
catabdlica causado pela glicose foi contornado pela adicdo de sais no meio de
cultivo. Neste mesmo trabalho, os autores estudaram detalhadamente o efeito
da adigdo de NaCl na bioconversdao de xilose em xilitol, porém em meios
contendo uma elevada concentragdo de xilose (10% e 15%). Foi observado
que, em meio contendo apenas xilose (10%) como fonte de carbono (sem
adicao de sal) a concentracao de xilitol alcangou um maximo de 60,2 g/L, com
96 h de fermentacdo, enquanto que na presenca de glicose este valor
decresceu para 47,1 g/L, apdés o mesmo tempo de cultivo. Por outro lado,
quando o meio de cultivo contendo xilose ou xilose e glicose, foram
adicionados de 4% de NaCl, as concentragées de xilitol foram de 61,1 e
60,2 g/L, respectivamente, o que demonstra que o efeito do sal foi positivo
apenas em meios contendo glicose. Um comportamento semelhante foi
observado no presente trabalho, no qual foi verificado um aumento na
producdo de xilitol de 43,7 para 62,2 g/L, quando o meio de fermentacédo
contendo xilose (9%) e glicose (1,5%) foi adicionado de sais de fosfato na
concentracao de 0,6 M.

Uma outra possivel explicagdo para os resultados obtidos no presente
trabalho poderia ser a diminuicao na solubilidade de oxigénio no meio devido a
elevada concentragdo de sais adicionados. Segundo WINKELHAUSEN e
KUZMANOVA (1998), sob condi¢cdes anaer6bias ou com baixas taxas de
transferéncias de oxigénio, o sistema de transporte de elétrons em leveduras
ndao é capaz de oxidar NADH completamente. Como consequéncia, a
concentracao intracelular de NADH aumenta, gerando um desequilibrio entre

as concentragdes de NADH e NAD", levando a excregéo de xilitol.
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Estudando a producdo da enzima dextransucrase por Leuconostoc
mesenteroides NRRL B512F, RODRIGUES et al. (2003) constataram que o
aumento da concentragdo de fosfato no meio favoreceu a producdo da enzima.
A atividade da enzima foi aumentada de 25 para 66 UDS/mL quando a
concentracdo de fosfato no meio a foi elevada de 0,1 para 0,3 M. Segundo os
autores, além de um elevado rendimento enzimatico, a utilizagdo de um meio
enriquecido com fosfato foi capaz de manter o pH controlado, evitando a
desnaturagéo da enzima.

Observando o comportamento do pH durante o cultivo de
C.guilliermondii nos diferentes meios de cultivo (Fig. 5.1 D), pode-se notar que
a concentracdo de fosfato de 0,6 M foi a que proporcionou o controle deste
parametro, sendo verificado uma variagdo de apenas 0,1 unidade, com 96 h de
cultivo. No ensaio realizado em meio ndo suplementado com os sais de fosfato
(fermentacao controle), a queda no valor de pH foi bastante pronunciada (de
5,3 para 2,5), similar ao comportamento observado durante o estudo do
inbculo. Quando em presenca de sais de fosfato na concentracao
correspondente a 0,2 M, observa-se que esta condigdo ndo foi suficiente para
manter o pH do meio quando atingidas as 96 h de cultivo, apresentando uma
queda de 1,9 unidades. Com o aumento da concentracdo dos sais para o
equivalente a 0,4 M, nota-se que a variagdo de pH do cultivo foi menos
pronunciada (queda de aproximadamente 0,8 unidade) quando comparado a
fermentagéo controle.

Visando uma avaliacdo global dos resultados determinou-se entdo os
parametros fermentativos da bioconverséo de xilose em xilitol pela levedura C.
guilliermondii em meios contendo diferentes concentragdes dos sais de fosfato
e os resultados estdo apresentados na Tabela 5.2.

Observa-se que o fator de conversdao de xilose em xilitol (Ypss) foi
favorecido com o aumento da concentracao i6nica do meio, sendo o melhor
resultado obtido no ensaio com sais fosfato na concentracédo de 0,6 M, ou seja,
68,9 g/L de KH,PO4 e 22,1 g/L de K:HPO4. Este resultado correspondeu a um
aumento de 36, 24 e 16% em relacdo ao meio controle, 0,2 M e 0,4 M,
respectivamente. Foi constatado ainda que o maior valor de produtividade

volumétrica de xilitol (Qp = 0,65 g/L.h) foi obtido tanto no meio com 0,2 M
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quanto no meio com 0,6 M de sais de fosfato e que a conversédo de substrato

em células (Yxs) foi pouco influenciada pela concentragcao ibnica do meio.

Tabela 5.2. Influéncia das diferentes concentragbes dos sais de fosfato, em pH 5,5,
sobre os parametros fermentativos obtidos durante o cultivo de C.
guilliermondii em meio semi-sintético para a obtengao de xilitol

KH,PO4 K:HPO,  Tempo Cx Yxis Y xiitors YEtanovs Qe
(M) (h) (%) (9/9) (9/9) (9/9) (9/L.h)

0 96 93 0,07 0,53 0,09 0,46

0,2 72 97 0,09 0,58 0,15 0,65

0,4 96 100 0,11 0,62 0,07 0,51

0,6 96 95 0,07 0,72 0,04 0,65

Cxi: consumo percentual de xilose

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que o meio de
fermentagdo suplementado com 68,9 g/L de KH:POs e 22,1 g/L K:HPO4
(0,6 M) além de manter o pH durante a fermentacao, foi o mais adequado para
a producao de xilitol por C. guilliermondii, sendo portanto selecionado para a

etapa posterior.

5.3. Estudo do Efeito dos Produtos de Degradacdao da Lignina na

Bioconversao de Xilose em Xilitol

Com o objetivo de se estudar o efeito inibitério dos produtos de
degradacao da lignina na bioconversdo de xilose em xilitol pela levedura C.
guilliermondii FTI 20037, dois aldeidos aromaticos (vanilina e siringaldeido)
foram selecionados como modelos representativos. A escolha destes
compostos foi feita com base nos dados da literatura que apontam a vanilina e
o siringaldeido, dentre uma gama de compostos fendlicos presentes nos
hidrolisados de biomassa vegetal, como os de elevada toxicidade ao
metabolismo microbiano (DELGENES, et al., 1996; RANATUNGA, et al., 1997; LEE
et al., 1999).

Nesta etapa, os experimentos foram conduzidos de acordo com a

metodologia do planejamento experimental de forma a identificar e quantificar o
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efeito individual das variaveis experimentais e de suas interagcbes sobre o
processo. As variaveis investigadas foram: vanilina e siringaldeido (0 a 2,0 g/L);
pH (5,5 a 7,0) e concentragdo inicial de células (1,0 a 3,0 g/L). A matriz do
planejamento com o0s niveis reais das variaveis, bem como os resultados
obtidos estdo mostrados na Tabela 5.3. Para auxiliar na analise, foram
construidos graficos de barras para expressar o consumo de xilose e a
producao de xilitol nas diferentes condigbes experimentais estudadas (Figuras
52 AeB).

Observa-se que, independente dos niveis de pH e concentragao celular
inicial avaliados, a combinagao de vanilina e siringaldeido (ensaios 4, 8, 12 e
16) causou completa inibicdo do bioprocesso (Fig. 5.2 A e B). Nota-se ainda
que, a utilizagdo de somente vanilina como composto téxico (ensaios 2, 6, 10 e
14), tanto o consumo de xilose quanto a producéao de xilitol foram similares aos
obtidos em meios ausentes deste composto, nas mesmas condigdes de pH e
concentracao celular.

Ainda com relacdo a vanilina, nota-se que a concentracao inicial de
células (1,0 e 3,0 g/L) néo influenciou o consumo de xilose em fermentacdes
realizadas em pH 5,5 (ensaios 2 e 10), enquanto que em pH 7,0 0 consumo
desta pentose foi favorecido com o aumento da concentragédo celular (ensaios
6 e 14). E importante ainda ressaltar que o consumo incompleto de xilose
durante as fermentacdes conduzidas em pH 7,0 (ensaios 6 e 14) nao foi devido
a presenga de vanilina no meio, uma vez que resultados similares foram
obtidos em meios ausentes deste composto. Estes resultados sugerem que
nas condicdes experimentais estudadas, a vanilina ndo possui agdo inibitéria
sobre a bioconverséo de xilose em xilitol por C. guilliermondii.

Analisando as fermentacdes dos meios em que o sirigaldeido foi o Unico
composto téxico (ensaios 3, 7, 11 e 15), observa-se uma acentuada redugéo no
consumo de xilose e na producdo de xilitol em todas as condi¢coes
experimentais avaliadas (Fig. 5.2 A e B). Utilizando a menor concentragéo
celular (1,0 g/L), nota-se que em pH 7,0 a bioconversao foi totalmente inibida,
enquanto que em pH 5,5 o consumo de xilose e a producéo de xilitol foram de

36% e 13,4 g/L, respectivamente.
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Tabela 5.3. Matriz do planejamento 2* e resultados experimentais obtidos durante a bioconversdo de xilose em xilitol por C. guilliermondii FTI

20037 nas diferentes condigdes de concentracao de vanilina (V) e de siringaldeido (S), pH e concentragao inicial de células (Xo).

Ensaio Niveis reais PH final X final Cal Cxi Pxo Yyws Yess Qe
S pH Xo (g/L) (%) (%) (g/L) (9/9) (9/9) (9/L.h)

1 0,0 0,0 5,5 1,0 5,6 8,5 100 95 57,9 0,07 0,72 0,60
2 2,0 0,0 5,5 1,0 5,4 71 100 94 59,3 0,05 0,69 0,62
3 0,0 2,0 5,5 1,0 5,5 3,0 100 36 13,4 0,04 0,47 0,14
4 2,0 2,0 5,5 1,0 55 1,0 0 2 0,0 0,00 0,00 0,00
5 0,0 0,0 7,0 1,0 7,1 9,4 100 60 34,2 0,12 0,64 0,36
6 2,0 0,0 7,0 1,0 7,0 7,3 100 63 34,5 0,09 0,66 0,36
7 0,0 2,0 7,0 1,0 6,9 1,6 29 0,0 0,00 0,00 0,00
8 2,0 2,0 7,0 1,0 7,0 0,9 0 0,0 0,00 0,00 0,00
9 0,0 0,0 5,5 3,0 5,5 11,4 100 99 53,2 0,07 0,59 0,55
10 2,0 0,0 5,5 3,0 5,5 7,4 100 98 55,0 0,04 0,71 0,57
11 0,0 2,0 5,5 3,0 5,5 3,9 100 54 25,1 0,03 0,57 0,26
12 2,0 2,0 5,5 3,0 5,5 2,2 27 2 0,8 0,00 0,38 0,01
13 0,0 0,0 7,0 3,0 7,0 9,8 100 84 43,2 0,09 0,65 0,45
14 2,0 0,0 7,0 3,0 7,0 8,4 100 79 41,0 0,06 0,63 0,43
15 00 2,0 7,0 3,0 6,9 4,7 89 19 0,9 0,06 0,10 0,01
16 2,0 2,0 7,0 3,0 7,0 2,9 73 2 0,0 0,0 0,00 0,00
17 1,0 1,0 6,3 2,0 6,3 3,8 100 45 28,6 0,03 0,72 0,30
18 1,0 1,0 6,3 2,0 6,3 3,9 100 44 28,9 0,06 0,75 0,30
19 1,0 1,0 6,3 2,0 6,3 3,6 100 54 30,5 0,03 0,76 0,32

Concentragao inicial média de glicose: 15,0 £ 2,0 g/L; xilose: 90,0 £ 10,0 g/L; Cg.: consumo percentual de glicose; Cx;: consumo percentual de xilose;

Pxo: concentragao de xilitol e tempo de fermentagao: 96 h.

67



P s

Consumo de xilose (%)
(€]
2

107 ﬂ
0: A A SR S P YR i 1 A e R S 1
12345678 91011121314151617
Ensaios
B
601 L -
50 g
= 40 M
2 Emies
S 307 ——
= 20

—,

107 |—x—‘
O- A

Ensaios

12345678 91011121314151617

Figura 5.2. Consumo de xilose (A) e producao de xilitol (B) por C. guilliermondii sob as

diferentes condicbes de cultivo apresentadas

experimental 2* utilizado.

pelo planejamento

68



Ainda com relacdo ao meio adicionado com siringaldeido, quando se
utilizou a maior concentracao celular (3,0 g/L), o consumo de xilose decresceu
de 54% para 19% e a producdo de xilitol de 25,1 para 0,9 g/L quando o pH
aumentou de 5,5 para 7,0. Estes resultados demonstram que a inibicao
causada pelo siringaldeido foi parcialmente contornada pelo aumento da
concentracdo celular empregando o menor nivel de pH. Comportamento
semelhante foi encontrado por FELIPE et al. (1996) durante a investigacdo dos
efeitos da concentragéo inicial de células (1,0 e 3,0 g/L) durante a fermentacéo
de hidrolisado de eucalipto para a producdo de xilitol por C. guilliermondii.
Estes autores constataram que o aumento da concentracdo celular promoveu
uma melhora tanto na utilizacdo da xilose quanto na formacao de xilitol, o que
0s mesmos sugeriram ter sido gracas a destoxificacdo do meio de cultivo
através da assimilacao do acido acético pela levedura.

Com relacdo ao efeito do pH na bioconversdo de xilose em xilitol
empregando meios ausentes de inibidores (ensaios 1, 5, 9 e 13), observa-se
claramente que tanto o consumo de xilose quanto a producgéo de xilitol foram
desfavorecidos em valores de pH mais elevados (Fig. 5.2 A e B). Empregando
1,0 g/L de células, verifica-se que o aumento do pH de 5,5 (ensaio 1) para 7,0
(ensaio 5) resultou em uma redugdo no consumo de xilose de 95 para 60% e
na producédo de xilitol de 57,9 para 34,2 g/L. Nota-se ainda que este
decréscimo foi menos acentuado quando a concentracao celular foi de 3,0 g/L,
passando de 99 para 84% e de 53,2 para 43,2 g/L, respectivamente. Estes
resultados indicam que o pH 7,0 ndo é adequado para producao de xilitol por
C. guilliermondii FTI 20037 .

RODRIGUES et al. (2003) estudando o efeito do pH (3,5, 5,5 e 7,5) na
producdo de xilitol por C. guilliermondii FTlI 20037 em hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar, constataram que o pH de 5,5 foi
0 que proporcionou a melhor conversdao de xilose em xilitol. Segundo os
autores, em pH 7,5 o metabolismo de xilose foi direcionado para o crescimento
celular o que resultou em uma menor conversao em produto. No presente
trabalho, o aumento da conversdo de substrato em células (Yys) foi também
observado quando o pH do cultivo foi elevado de 5,5 para 7,0 em fermentacdes

ausentes de inibidores, conforme mostrado na Tabela 5.3.
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No presente trabalho foi ainda determinada a toxicidade da vanilina e do
siringaldeido sobre o crescimento e producao de xilitol por C. guilliermondii,
estando os resultados sumarizados na Tabela 5.4. O grau de inibigao, expresso
em porcentagem, foi calculado a partir dos valores obtidos em meios ausentes
de inibidores.

Através dos resultados apresentados pela Tabela 5.4, observa-se que o
grau de inibicdo da vanilina sobre o crescimento microbiano foi similar (cerca
de 20%) nos ensaios 2, 6 € 14 e um pouco mais pronunciado no ensaio 10 (em
torno de 40%). Porém, nota-se que em presenca deste composto, a maxima
inibicdo na producéo de xilitol foi de apenas 5%, 0 que corresponde ao ensaio
14, cujo meio de cultivo continha 2,0 g/L de vanilina, 3,0 g/L de células e
pH 7,0. Observa-se ainda que nos demais ensaios (2, 6 e 10) a formagao do
poliol apresentou um discreto excedente em relacdo aos ensaios nao
suplementados (1, 5 e 9), 0 que explica a porcentagem negativa de inibi¢ao.

Os resultados referentes ao efeito do siringaldeido sobre o crescimento
e producao de xilitol por C. guilliermondii apresentados na Tabela 5.4,
demonstram claramente a elevada toxicidade deste composto nas condi¢coes
avaliadas (ensaios 3, 7, 11 e 15). Observa-se que o grau de inibicdo do
siringaldeido sobre o crescimento foi superior a 70% e atingiu 96% quando os
ensaios foram conduzidos em pH 7,0 com 1,0 g/L de células. Para a producéo
de xilitol o grau de inibicao foi superior a 75%, com exceg¢ao do ensaio 11
(pH = 5,5 e concentracao celular = 3,0 g/L) o qual apresentou uma inibigdo de
53%.
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Tabela 5.4. Grau de inibigdo do crescimento celular (Glx) e da producéo de xilitol (Glp)
pela vanilina (V) e siringaldeido (S) em diferentes condigbes de pH e
concentracdo inicial de células (X,), propostas pelo planejamento
experimental.

Condicoes
Ensaios V (g/L) S (g/L) pH Xo(g/L)  Glx (%)  Glp (%)

1 0,0 0,0 5,5 1,0 0 0
2 2,0 0,0 55 1,0 23 -2
3 0,0 2,0 5,5 1,0 75 77
4 2,0 2,0 5,5 1,0 101 100
5 0,0 0,0 7,0 1,0 0 0
6 2,0 0,0 7,0 1,0 26 -1
7 0,0 2,0 7,0 1,0 96 100
8 2,0 2,0 7,0 1,0 103 100
9 0,0 0,0 5,5 3,0 0 0
10 2,0 0,0 55 3,0 43 -3
11 0,0 2,0 55 3,0 81 53
12 2,0 2,0 55 3,0 109 98
13 0,0 0,0 7,0 3,0 0

14 2,0 0,0 7,0 3,0 21

15 0,0 2,0 7,0 3,0 78 98
16 2,0 2,0 7,0 3,0 104 100

Nos ensaios suplementados com vanilina e siringaldeido (4, 8 12 e 16),
o crescimento celular foi completamente inibido e consequentemente o xilitol
ndo foi produzido. Nota-se nestes ensaios que durante as 96 h de cultivo a
levedura ndo foi capaz de se multiplicar no meio, além de ter sido constatado
até mesmo uma diminuicdo na concentracao celular, o que explica os valores
de inibicdo superiores a 100%. PALMQVIST et al. (1999) durante o estudo da
influéncia de compostos inibitérios sobre a bioconversao de glicose em etanol
por S. cerevisiae, observaram que quando combinados acido acético e furfural,
0os compostos interagiram negativamente causando decréscimo na taxa de
crescimento, rendimento em células e em etanol.

De acordo com PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL (2000 a,b), o

microrganismo quando inoculado, é exposto a uma solu¢gdo aquosa com uma
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atividade de agua relativamente baixa devido a propria composi¢cdo do meio de
cultivo (acucares, aminoacidos, ions, além do proprio produto de interesse).
Quando compostos inibitérios estdo presentes ou séo adicionados a este meio,
o decréscimo na atividade de agua torna-se ainda maior. Segundo estes
autores, o microrganismo pode suportar esta situacdo desfavoravel até um
certo limite, sendo que quando ultrapassado pode levar a morte celular.

DELGENES et al. (1996), avaliando diferentes tipos de inibidores na
bioconversao de xilose em etanol por C. shehatae e P. stipitis, constataram que
ambos, crescimento e producdo de etanol, foram quase totalmente inibidos
quando vanilina na concentragdo de 1,0 g/L ou siringaldeido na concentracédo
de 1,5 g/L foram adicionados ao meio de cultivo.

LEE et al. (1999) estudando o efeito inibitério destes compostos na
fermentagdo alcodlica por S. cerevisiae verificaram que concentragbes de
vanilina variando de 1,0 a 2,5 g/L influenciaram a fermentagdo apenas no
estagio inicial, porém apds um periodo de 12 h o processo foi recuperado e no
final do cultivo a concentracao de etanol e de biomassa foi similar a obtida na
fermentagdo controle. Foi verificado ainda que a levedura ndo foi capaz de
contornar a toxicidade causada pela vanilina em concentragdes acima de
3,0 g/L, enquanto que para o siringaldeido a inibicao total ocorreu em
concentrac¢des acima de 5,0 g/L.

A toxicidade da vanilina e do siringaldeido sobre o crescimento de E. coli
LY01 em meios contendo xilose como fonte de carbono foi também reportada
por ZALDIVAR et al. (1999). Segundo os autores a concentragdo de vanilina
necessaria para inibir o crescimento celular foi inferior a de siringaldeido
(1,5 g/L e 2,5 g/L, respectivamente), o que sugere que a vanilina é mais toxica
do que o siringaldeido.

No presente trabalho ficou demonstrado que o grau de inibicdo dos
aldeidos aromaticos é dependente das condicbes de cultivo, porém
diferentemente do comportamento observado para outros microrganismos, o
crescimento da levedura C. guilliermondii é inibido em maior grau pelo
siringaldeido do que pela vanilina.

O mecanismo de inibicdo dos compostos fendlicos sobre a atividade
microbiana nao esta totalmente esclarecido na literatura. De acordo com ANDO

et al. (1986) o grau de inibicdo destes compostos esta relacionado com o grupo
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funcional presente no anel de benzeno. Segundo os autores, os aldeidos
aromaticos sdo mais téxicos do que os acidos correspondentes e dentre os
aldeidos, a vanilina € mais inibitéria do que o siringaldeido, devido ao menor
grau de metoxilagdo (O-CHs) na molécula. Com base nos resultados da
fermentacdo de S. cerevisiae, os autores concluiram que a vanilina € mais
téxica do que o siringaldeido (1,0 g/L de vanilina causou um decréscimo de
30% no rendimento em etanol, enquanto que o siringaldeido na mesma
concentracao inibiu 18%).

Segundo SIKKEMA et al. (1995), a agéao inibitéria de compostos lipofilicos
(compostos fendlicos, por exemplo) € na maioria dos casos diretamente
relacionada ao comportamento de particdo destes compostos em n-
octanol/agua, o que se sugere que a membrana citoplasmatica é o principal
alvo da acao toxica.

ZALDIVAR et al. (1999) correlacionaram o grau de inibicao dos aldeidos
aromaticos com a hidrofobicidade relativa de cada composto, a qual foi medida
através do valor de LogPoctanoliagua- De acordo com os autores, foi encontrado
um valor de 1,21 para vanilina e de 0,99 para o siringaldeido. Entretanto,
nenhum destes compostos causou perda de magnésio intracelular, mesmo em
concentragdes maiores do que a minima critica para o crescimento, sugerindo
que o mecanismo de toxicidade destes compostos ndo esta diretamente ligado
a perda da integridade da membrana celular, conforme relatado por outros
autores (FITZGERALD et al., 2004).

Outro aspecto importante quanto a atividade antimicrobiana de
compostos fendlicos foi abordado por FITZGERALD et al., (2003). Estes autores
estudaram o efeito da vanilina sobre o crescimento de trés tipos de leveduras
associadas com a deterioracdo de alimentos (S. cerevisiae, Z. bailii e Z. rouxi).
Utilizando a levedura S. cerevisiae, os autores constataram que o alcool vanilil
é o principal produto formado durante a bioconversdo de vanilina e que este é
um processo constitutivo, provavelmente catalisado por uma desidrogenase
nao especifica. Estes autores ainda sugerem que o efeito antimicrobiano da
vanilina pode estar relacionado aos processos vitais da célula, seja pela
inibicdo direta das enzimas oxi-redutases ou indiretamente pela inibicdo das

vias que geram os co-fatores reduzidos necessarios para estas enzimas
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No presente trabalho, foi também verificado que a levedura C.
guilliermondii é capaz de converter os aldeidos aromaticos em seus respectivos
acidos ou alcoois, sendo o tipo e a quantidade formada dependente das
condi¢Oes experimentais (Figuras 5.3 € 5.4).

A Fig. 5.3 (A e B) mostra os resultados de conversdo de vanilina em
alcool vanilil durante o cultivo de C. guilliermondii em diferentes valores de pH
(5,5 ou 7,0) e concentragdo inicial de células (1,0 ou 3,0 g/L), conforme os
ensaios 2, 6, 10 e 14 do planejamento experimental apresentado na Tabela
5.3. Observa-se que para todas as condi¢des avaliadas, C. guilliermondii
produziu cerca de 2,2 g/L de alcool vanilil com 24 h de cultivo, coincidindo com
0 esgotamento de vanilina do meio, 0 que correspondeu a uma conversao de
100%. Nota-se ainda que a concentracdo do alcool se manteve inalterada a
partir das 24 h de cultivo, 0 que sugere que este composto ndo foi assimilado
pela levedura. Comportamento semelhante foi também observado por EDLIN et
al. (1995) que demonstraram uma elevada conversao de vanilina (> 80%) em
alcool vanilil pela levedura B. anomalus, sendo ainda constatado que apenas
uma pequena porcentagem de vanilina (4%) foi oxidada a acido vanilico.

Em fermentacbes de xilose por K. pneumoniae em meio suplementado
com vanilina, NISHIKAWA et al. (1988) verificaram que o alcool vanilil foi o
principal produto metabdlico formado durante a assimilagdo da vanilina. A
producdo de alcool vanilil foi maxima com 48 h de cultivo, sendo observada
uma producdo de 0,26 g/L a partir de 0,6 g/L de vanilina, o que correspondeu a
uma conversdo de 43%. FITZGERALD et al. (2003), durante o cultivo de S.
cerevisiae em meios contendo glicose como fonte de carbono suplementados
com diferentes concentragdes de vanilina também identificaram o alcool vanilil
como principal produto da bioconversdo de vanilina, sendo o &cido vanilico
detectado em baixos niveis. Por outro lado, elevado rendimento em acido
vanilico foi relatado por TANAKA e IROKANE (2000), durante o cultivo de B.
cepacia em meios contendo apenas vanilina como substrato, na concentracao
de 2,0 g/L. O rendimento molar foi de 94% apbés 32 h de reagdo. Neste
trabalho, os autores também constaram que o siringaldeido € oxidado em acido
siringico com elevado rendimento (72%), porém com taxas inferiores a da

vanilina, uma vez que a maxima producao ocorreu apos 70 h.
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No presente trabalho, a assimilacado de siringaldeido por C. guilliermondii
foi incompleta, para todas as condi¢des testadas, sendo ainda observada uma
baixa formagéo de acido siringico (Fig. 5.3 C e D). Nota-se que o aumento na
concentracdo inicial de células favoreceu o consumo do aldeido e que a
méaxima assimilacao (80%) foi verificada apds 96 h de cultivo nas condigdes:
pH = 7,0 e Xo = 3,0 g/L, o que corresponde ao ensaio 15. Nestas condi¢des a
concentracdo de acido siringico formada (0,5 g/L) foi ainda muito baixa.
Provavelmente, outros produtos metabdlicos como &lcool siringil, podem ter
sido produzidos a partir do siringaldeido, porém este composto ndo foi
analisado.

Na Fig. 5.4 A, B, C e D observa-se os perfis de assimilacdo do
siringaldeido e da vanilina, quando ambos os compostos estdo presentes no
meio de cultivo (ensaios 4, 8, 12 e 16). Nota-se que em pH 5,5, 0 aumento da
concentracao inicial de células de 1,0 para 3,0 g/L (Fig. 5.4 A e B) nédo
favoreceu a assimilacdo do siringaldeido, ao contrario do observado com a
vanilina, j& que o consumo desta foi de aproximadamente 74% com formacao
de cerca de 1,9 g/L de alcool vanilil. Observa-se ainda que em pH 7,0 na
presenca de 1,0 g/L de células (Fig. 5.4 C), ndo houve assimilagdo de ambos
os compostos fendlicos, porém, em meio com 3,0 g/L de células (Fig. 5.4 D),
tanto a vanilina quanto o siringaldeido foram assimilados, apresentando valores
de conversao de 42 e 24%, respectivamente, com formagao de 0,6 g/L alcool
vanilil e 0,02 g/L de &cido siringico.

Com relagdo aos parametros fermentativos obtidos nos ensaios do
planejamento fatorial 2* (Figura 5.5), observa-se que dentre os resultados ndo
nulos de bioconversdo, o menor fator de conversédo de xilose em xilitol
(Ypis=0,10 g/g) por C. guilliermondii foi obtido no ensaio 15, o qual foi
conduzido nos maiores niveis de pH e de concentracao inicial de células, em
meio contendo 2,0 g/L de siringaldeido. Nestas condigdes, a produtividade
volumétrica de xilitol também foi baixa (Qp = 0,01 g/L.h).

Verifica-se também que o maior valor de Ypis (0,74 g/g) foi obtido nos
ensaios do ponto central, nos quais o meio de cultivo foi suplementado com
niveis intermediarios de vanilina e siringaldeido (1,0 g/L), pH (6,3) e
concentracao celular inicial (2,0 g/L). Nota-se ainda, que nestas condi¢cdes o

valor obtido de Qp foi inferior aos demais (0,31 g/L.h) e a formacao de xilitol foi
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de aproximadamente 29,0 g/L. BARBOSA et al. (1988) durante o estudo dos
fatores que afetam a producdo de xilitol por C. guilliermondii, apés 80 h de
cultivo, obtiveram um de fator de converséo de xilose em xilitol semelhante ao
obtido no presente trabalho (0,74 g/g), porém, os autores constataram a
formacéao de 77,2 g/L de xilitol, e uma produtividade volumétrica de 0,96 g/L.h.
Comparando-se os resultados obtidos no presente trabalho com o citado da
literatura e considerando as diferencas tanto na composi¢cdo do meio quanto
nas condi¢cdes de fermentacdo, observa-se que quando ambos os compostos
fendlicos (vanilina e siringaldeido) estdo presentes no meio de cultivo a uma
concentracdo total de até 2,0 g/L, em condigbes proximas da neutralidade
(pH 6,3), o fator de conversdo ndo € afetado, porém, nota-se que a
produtividade volumétrica assim como a concentracdo de xilitol s&o
negativamente influenciados, uma vez que a velocidade de assimilacdo da
pentose € inferior a obtida no meio ndo suplementado. Tal comportamento
também foi constatado por VAN ZYL et al. (1988), durante o cultivo de P. stipitis
em hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar para a producao de etanol.

O maior valor de produtividade volumétrica (Qp ~ 0,61 g/L.h) foi
observado nos ensaios 1 e 2, os quais foram conduzidos nas condi¢coes de
menor pH e menor concentragao inicial de células, independente da vanilina.
Nestas condigdes foi obtido valor médio de conversdo de xilose em xilitol de
0,71 g/g, com formagdo de aproximadamente 58,0 g/L de «xilitol. Estes
resultados foram similares aos obtidos por SILVA et al. (1996), durante o estudo
para avaliagcdo do efeito da concentragcdo de xilose e da idade do inéculo, nas
atividades de XR e XD de C. guilliermondii FTI 20037, em meio semi-sintético.
Utilizando-se um in6culo de 40 h em meio contendo 90,0 g/L de xilose, estes
autores obtiveram ap6s 112 h de fermentacdo, uma concentracdo de
aproximadamente 63,0 g/L de xilitol, com um fator de conversédo de xilose em
xilitol de 0,70 g/g e produtividade volumétrica de 0,57 g/L.h. Quando
comparados tais resultados com os obtidos no presente trabalho, observa-se
que, na verdade, as condi¢Oes utilizadas no presente estudo se mostram mais
adequadas para a obtencao de xilitol, uma vez que foram necessarios somente
96 h para a total assimilagdo da xilose para a formagdo de uma concentracao

deste poliol similar a encontrada na literatura (~60,0 g/L).
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Além disto, observa-se que a vanilina em concentracbes de até 2,0 g/L,
realmente nao interfere no bioprocesso, uma vez que os resultados obtidos na
sua presencga foram similares aos obtidos na sua auséncia.

Através dos resultados obtidos nas diferentes condigdes propostas pelo
planejamento experimental, observa-se que nas condigbes estudadas, o
processo de bioconversdo de xilose em xilitol foi influenciado por todas as
variaveis avaliadas (concentracdo de vanilina e de siringaldeido, concentragao
inicial de células e pH), porém nao seria possivel uma andlise direta dos efeitos
destas varidveis, uma vez os resultados obtidos sugerem que diferentes
combinagdes entre as mesmas tenham interferido nos parametros analisados.
O proximo passo entao, foi empregar a andlise estatistica para que os efeitos
principais bem como suas possiveis interagdes, pudessem ser

convenientemente avaliados.

5.4. Analise Estatistica dos Efeitos da Concentracao de Inibidores,
Concentracao Inicial de Células e pH sobre a Bioconversao de Xilose

em Xilitol

Os efeitos individuais e de interacdo dos fatores (concentragédo de
vanilina e de siringaldeido, pH e concentracdo celular inicial), sobre os
parametros da bioconversdo de xilose em xilitol foram analisados
estatisticamente. Os resultados referentes ao consumo percentual de xilose
(Cxi), concentragao de xilitol (Pxo), produtividade volumétrica (Qp) e fator de
conversdo de xilose em xilitol (Ypss), mostrados na matriz do planejamento 2*
(Tabela 5.3), foram utilizados como respostas.

Os valores dos efeitos, para as quatro respostas em estudos, estao
mostrados no gréafico de Pareto (Figura 5.6 A, B, C e D). O grafico de Pareto
apresenta as estimativas dos valores padronizados dos efeitos sobre as
respostas estudadas em ordem decrescente de magnitude. Estes valores sao
comparados ao valor do teste t de Student tabelado para o niumero de graus de
liberdade do experimento e o nivel de confianca desejado. Valores de efeito

maiores que o f tabelado (linha vertical) sdo considerados significativos. Para
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todas as variaveis respostas analisadas, o valor de t tabelado foi 2,37,
determinado com base nos 5% de significancia e 7 graus de liberdade.

Os resultados da analise estatistica confirmaram os efeitos sugeridos
pela analise direta dos dados, ou seja, os fatores siringaldeido e pH exercem
um efeito negativo sobre os pardmetros da bioconversao de xilose em xilitol.

Para as respostas concentracdo e produtividade volumétrica de xilitol
(Fig. 5.6 A e B), nota-se que apenas os efeitos individuais do pH e
concentracao siringaldeido foram significativos ao nivel de confianga de 95%.
Verifica-se ainda que estas varidveis apresentaram efeitos negativos sobre as
respostas, sugerindo que ambos os parametros sao favorecidas no menor nivel
de pH (5,5) e na auséncia de siringaldeido. Estes resultados confirmam o
elevado grau de toxicidade do siringaldeido e mostram que a vanilina (até
2,0 g/L) nao exerce influéncia sobre estes dois parametros, mesmo em pH
acido.

As estimativas dos efeitos para o consumo percentual de xilose estao
apresentadas na Fig. 5.6 C. Semelhante ao observado para Qp € Pxo, 0s
efeitos individuais do siringaldeido (-15,84) e do pH (-4,82), sdao também
negativos e significativos. No entanto, para esta resposta nota-se um efeito
positivo da concentragdo inicial de células (+2,41) e um efeito negativo da
vanilina (-2,93) e de interacdo entre a vanilina e o siringaldeido (-2,70). O sinal
negativo da vanilina sugere que o composto interfere negativamente no
consumo da pentose e o de interacdo sugere um efeito antag6nico entre os
fatores, ou seja, na presenca de ambos compostos, 0 decréscimo no consumo
de xilose foi maior do que a soma dos decréscimos causados pelos compostos
individuais.

Quanto a resposta Ypss (Fig. 5.6 D), verifica-se que o maior efeito
observado foi o da variavel siringaldeido (-9.63), seguido pelo efeito da
curvatura (+5,03) e do pH (-2,55). Também foi estimado, no mesmo nivel de
confianca (95%), o efeito de interagdo significativa entre a vanilina e o
siringaldeido (-2,74), similar ao observado para o consumo de xilose. O efeito
de curvatura verificado para Ypis revela a existéncia de efeitos quadraticos,

bem como de um ponto de maxima converséo dentro da regido estudada.
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A significancia estatistica dos efeitos principais e de interacdo dos
fatores sobre os parametros da bioconversao de xilose em xilitol foi confirmada
através da analise de variancia (Tabela 5.5 A e B). Verifica-se que o coeficiente
de determinacéo (R?) foi superior a 0,90 para todas as respostas estudadas,o
que demonstra a relevancia estatistica dos fatores experimentais sobre as
respostas avaliadas. Para as respostas Qp, Pxo € Cxi um ajuste linear poderia
descrever a influéncia dos fatores selecionados, porém para a resposta Yp/s 0
modelo linear n&o foi adequado para descrever os dados experimentais devido
ao efeito significativo da curvatura (p = 0,0015).

Um modelo quadratico consiste na determinagdo de um maior numero
de parametros, o que requer um maior numero de niveis para as variaveis.
Dados para a analise de um modelo quadratico podem ser obtidos através da
ampliagdo de um planejamento fatorial. A ampliagdo pode ser feita de diversas
maneiras, dentre as quais encontram-se o planejamento com face centrada e o
planejamento estrela.

Ao contrario de um planejamento estrela, que amplia a regido estudada,
o planejamento com face centrada restringe a regido avaliada aos niveis
iniciais. Entretanto, este planejamento é adequado no caso de haver limitagdes
fisicas para a ampliacdo dos niveis, bem como no caso de haver alta
probabilidade da regidao 6tima encontrar-se dentro da faixa inicial. No presente
trabalho, além da impossibilidade de ampliagdo dos niveis inferiores dos
fatores siringaldeido e vanilina, a probabilidade da existéncia de uma regido
6tima na faixa experimental estudada € muito grande devido ao efeito
significativo da curvatura para a resposta Yps. Desta forma, a influéncia da
vanilina e do siringaldeido sobre a produgéo de xilitol por C. guilliermondii foi
investigada através de um planejamento fatorial 2° composto com face
centrada. A matriz do planejamento e os resultados obtidos estdo apresentados
na Tabela 5.6. Estes ensaios foram conduzidos com a variavel concentracao
celular inicial no nivel superior (+1 = 3,0 g/L) e o pH no nivel inferior (-1 = 5,5),

conforme efeitos sugeridos no planejamento fatorial inicial.
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Tabela 5.5.A. Anadlise de variancia dos efeitos principais de interagcao dos fatores sobre
a produtividade volumétrica em xilitol (Qp) e concentragao de xilitol (Pxo),
obtidos durante a realizagdo dos ensaios do planejamento experimental.

Variavel resposta Fatores SQ GL MQ F p

Qe (g/L.h) Curvatura 0,0031 1 0,0031 0,90 0,3745
Vanilina (X4) 0,005 1 10,0095 2,80 0,1384
Siringaldeido (X) 078 1 0,78 229,08 0,0000'
pH (Xs) 0,080 1 0,080 23,47 0,0019
Concentracao celular (X4) 0,0023 1 0,0023 0,66 0,4421
XiXz 0,012 1 0,012 3,40 0,1078
X1Xs3 0,0068 1 0,0068 2,00 0,2000
XiXq 0,0014 1 0,0014 0,41 0,5406
XoX3 0,0077 1 0,0077 225 0,1771
XoX4 0,00031 1 0,00031 0,090 0,7728
XaX4 0,0014 1 0,0014 0,41 0,5406
Erro 0,024 7 0,0034

R®=0,97 Total 0,92851 18

Pyo (g/L) Curvatura 2550 1 2550 0,84 0,3901
Vanilina (X4) 86,96 1 86,96 2,86 0,1345
Siringaldeido (X») 714448 1 714448 23513 0,0000
pH (Xa) 768,68 1 768,68 2530 0,0015
Concentracao celular (X4) 24,75 1 24,75 0,81 0,3968
X1 Xz 9950 1 99550 3,27 10,1133
XiX3 62,81 1 62,81 2,07 0,1937
XiX4 12,08 1 12,08 0,40 0,5484
XoX3 72,68 1 72,68 2,39 0,1659
XoX4 2,98 1 2,98 0,098 0,7634
X3X4 10,40 1 10,40 0,34 10,5769
Erro 212,69 7 30,38

R*=097 Total 8523,51 18

SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica
*Fabelado (5510,8) = 3,35
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Tabela 5.5.B. Analise de variancia dos efeitos principais de interagcao dos fatores sobre
0 consumo percentual de xilose (Cx) e fator de conversao de xilose em
xilitol (Yess), obtidos durante a realizacdo dos ensaios do planejamento

experimental.

?g;‘;?; Fator sa GL MQ F  p

Cxi (%) Curvatura 8,49 1 8,49 0,11 0,7479
Vanilina (Xy) 650,25 1 650,25 8,56 0,0221
Siringaldeido (X>) 19044,00 1 19011,00 250,74 0,0000°
pH (X) 176400 1 1764,00 23,22 0,0019°
Concentragao celular (X4) 441,00 1 441,00 581 0,0468
XiXz 552,25 1 55225 7,27 0,0308
XiX3 34225 1 342,25 451 0,0714
XiX4 132,25 1 132,25 1,74 0,2285
XoXs 64,00 1 64,00 0,84 0,3892
XoX4 9,00 1 9,00 0,12 0,7408
X3X4 64,00 1 6400 0,84 0,3892
Erro 531,67 7 75,95

R®=097  Total 23603,16 18

Yess (9/9) Curvatura 030 1 030 2528 0,0015
Vanilina (Xy) 0,06 1 0,06 5,39 0,0532
Siringaldeido (X») 1,70 1 1,10 92,82 0,0000
pH (Xa) 008 1 0,08 651 0,0380
Concentracao celular (X4) 0,00 1 0,00 0,00 0,9469
XiXzo 0,88 1 0,88 7,49 10,0291
XiXs 0,49 1 0,49 4,19 0,0799
Xi1Xq 0,00 1 0,00 0,01 09117
XoXs 0,04 1 0,04 3,82 0,0916
XoX4 0,00 1 0,00 0,44 0,5262
XaXq 0,00 1 0,00 0,01 09117
Erro 0,08 7 0,01

R*=095  Total 181 18

SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica
*Fabelado (5,10,8) = 3,35
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Tabela 5.6. Matriz do planejamento experimental completo 2° com face centrada e 3
repeticbes no ponto central, utilizada para a avaliagdo da influéncia da
vanilina (V; Xy) e do siringaldeido (S; X2) no consumo percentual de xilose
(Cxy), na concentracao de xilitol (Pxo), no fator de conversao de xilose em
xilitol (Ygss) € na produtividade volumétrica em xilitol (Qp).

Ensaio Niveis codificados Niveis reais (g/L) Cx Pxo VYes Qe
X4 Xo Vv S % (9L) (9/9) (g/L.h)
1 -1 -1 0 0 99 532 0,59 0,55
2 1 -1 2,0 0 94 642 080 0,67
3 -1 1 0 2,0 58 328 0,63 0,34
4 1 1 2,0 2,0 2 078 0,39 0,01
5 -1 0 0 1,0 64 533 0,78 0,55
6 1 0 2,0 1,0 51 43,0 0,79 0,45
7 0 -1 1,0 0 89 75,0 0,77 0,78
8 0 1 1,0 2,0 34 236 0,63 0,25
9 0 0 1,0 1,0 52 453 0,81 047
10 0 0 1,0 1,0 60 40,1 0,77 042
11 0 0 1,0 1,0 59 43,7 0,83 0,46

Concentracao média de glicose = 15,0 g/L; xilose = 95,0 g/L

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5.6, pode-se observar
que, de uma maneira geral, os melhores resultados do fator de conversao de
xilose em xilitol (Yps = 0,80 g/g) foram obtidos nos ensaios do ponto central,
isto é, com as variaveis siringaldeido e vanilina nos seus niveis intermediarios
(0 = 1,0 g/L). Tanto o aumento conjunto das duas variaveis (ensaio 4) quanto
sua reducgao para o nivel -1 (ensaio 1) resultaram um decréscimo no valor de
Yrss. Entretanto, este decréscimo foi bem mais acentuado quando os valores
das variaveis foram aumentados (Yps = 0,39 g/g) do que quando foram
reduzidos (Yes = 0,58 g/g). Estes resultados confirmam a existéncia de um
ponto de maxima conversédo dentro da regido estudada. Nota-se ainda que a
conversdo foi favorecida quando concentra¢des intermedidrias dos dois
compostos estdo presentes no meio.

Ao contrario do comportamento observado para o fator de conversao, os
resultados de produtividade volumétrica foram maiores nos ensaios 2 e 7
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(Qp ~0,70 g/L.h), os quais foram conduzidos na auséncia de siringaldeido e
adicionados de vanilina nas concentragbes de 2,0 e 1,0 g/L, respectivamente.
Estes resultados confirmam o acentuado efeito inibitério do siringaldeido sobre
a produtividade volumétrica do xilitol. Além disto, pode-se concluir que a
vanilina, em concentragées até 2,0 g/L, nao interfere na produtividade em xilitol.

Foi elaborada entdo, uma andlise de variancia de regressado para os
modelos representativos de todas as variaveis respostas avaliadas (Cx, Pxo,
Yris € Qp), sendo os resultados apresentados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7. Analise de varidncia de regressao para os modelos representativos do
consumo percentual de xilose (Cxj), concentracdo de xilitol (Pxo), fator de
conversdo (Yps) e produtividade volumétrica em xilitol (Qp), obtidos
durante a realizagdo dos ensaios do planejamento experimental.

Variavel resposta Fonte SQ GL MQ F p
Cxi (%)’ Modelo 745358 3 248453 64,40 < 0,0001
Residuo 270,05 7 38,58
Falta de ajuste 232,05 5 46,41 2,44 0,3155
Erro puro 38,00 2 19,00
R® = 0,96 Total 7723,64 10
Pxo (g/L)" Modelo 3673,58 3 122453 29,89 0,0002
Residuo 286,75 7 40,96
Falta de ajuste 272,57 5 54,51 7,69 0,1191
Erro puro 14,19 2 7,09
R? = 0,93 Total 3960,33 10
Yess (9/g)" Modelo 0,17 5 0,035 2592 0,0014
Residuo 0,0067 5 0,0013
Falta de ajuste  0,0048 3 0,0016 1,73  0,3868
Erro puro 0,0019 2  0,00093
R® = 0,96 Total 0,18 10
Qe (g/L.h)Y Modelo 0,39 3 0,13 29,47 0,0002
Residuo 0,031 70,0045
Falta de ajuste 0,030 5 0,0060 853 0,1082
Erro puro 0,0014 2 0,00070
R® = 0,93 Total 0,43 10

SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica
I! IIJ IV Ftabelado (53337) = 45355 I” Ftabelado (51515) = 5105

87



Através da andlise de variancia de regressdao do modelo (Tabela 5.7),
nota-se que as variaveis respostas apresentam valores de coeficiente de
determinacdo (R®) superiores a 0,93. Além disto, comparando-se os valores de
F determinados com os valores de F tabelados, observa-se que os modelos
matematicos séo significativos (p < 0,001) e ndo apresentam falta de ajuste, ao
nivel de 95% de confianga, o que significa que a diferenca entre os valores
obtidos experimentalmente e os valores previstos pela equagdo do modelo
pode ser explicada pelo erro experimental.

Com base nos dados obtidos da analise de variancia, os modelos
matematicos para descrever o consumo percentual de xilose (Y1), a
concentracao de xilitol (Y2), o fator de conversdo (Ys) e a produtividade
volumétrica em xilitol (Y4), na regido em estudo, sdo apresentados nas
Equagbes 5.2, 5.3, 5.4 e 5.5, respectivamente.

Y, = 60,2 - 123X, — 31,3Xo — 12,7X; Xz (Equagio 5.2)
Y, = 43,2 - 52X, — 22,5X, — 10,7X: Xz (Equagio 5.3)
Y; = 0,82 — 0,0033X; — 0,085X, — 0,060X,° — 0,14X* — 0,11X: X (Equacéo 5.4)
Y, =0,45—-0,052X; — 0,23X> — 0,11X:X> (Equacéo 5.5)
Em que:

Y1 = consumo de xilose (%);

Y2 = concentragao de xilitol (g/L);

Y3 = fator de converséo de xilose em xilitol (9/g);

Y4 = produtividade volumétrica em xilitol (g/L.h);

Xy = variavel codificada que representa a concentracao de vanilina e

Xz = variavel codificada que representa a concentracao de siringaldeido.
As equacdes 5.2 a 5.5 possibilitam a obtencdo de superficies de

resposta, representativas de cada variavel resposta, na regido estudada
(Figura 5.7 A, B, C e D).
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Figura 5.7. Superficies de resposta descritas pelos modelos que representam o

consumo percentual de xilose (A) e a concentracao de xilitol (B), obtidos
pelo cultivo de C. guilliermondii em funcao das concentracbes de vanilina
e siringaldeido, empregando-se 3,0 g/L de células e pH 5,5.
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Figura 5.7. Superficies de resposta descritas pelos modelos que representam o fator
de conversao de xilose em xilitol (C) e produtividade volumétrica em xilitol
(D), obtidos pelo cultivo de C. guilliermondii em fung@o das concentragdes
de vanilina e siringaldeido, empregando-se 3,0 g/L de células e pH 5,5.
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Na Fig. 5.7 A esta representada a superficie de resposta do consumo
percentual de xilose. Observa-se que um valor maximo na variavel resposta
(Yy= 92 £ 15%) é obtido tanto na auséncia de ambos compostos fendlicos,
quanto na presenca de vanilina e auséncia de siringaldeido.

Quando observada a formagao de xilitol (Fig. 5.7 B), nota-se que o valor
maximo de 71,2 + 20,0 g/L é obtido na presenca de vanilina em seu maior nivel
(+1 =2,0 g/L) e de siringaldeido em seu menor nivel (-1 = 0 g/L).

De acordo com a superficie de resposta que representa o fator de
conversao de xilose em xilitol (Fig. 5.7 C), a regiao em estudo possui um ponto
de maximo (0,84 £ 0,10 g/g) situado nos niveis codificados: + 0,40 de vanilina
(representando 1,4 g/L do compostos) e -0,39 de siringaldeido (0,6 g/L de
siringaldeido).

A produtividade volumétrica de xilitol (Fig. 5.7 D) é representada por uma
superficie de resposta, cujo valor maximo 0,74 + 0,20 g/L.h se encontra no
menor nivel de siringaldeido (-1 = 0 g/L) e no maior nivel de vanilina
(+1=2,0g/L).

5.5. Otimizacao e Confirmacao dos Modelos Obtidos

A otimizagao do processo de biocoversao da xilose em xilitol em meios
contendo compostos aromaticos (vanilina e siringaldeido) foi efetuada com o
auxilio do programa estatistico “Design-Expert”, por meio da sobreposicdo das
curvas de nivel dos modelos, de forma a se obter resposta a critérios impostos.
Dentre os modelos que representam os parametros avaliados (consumo
percentual de xilose, concentracdo de xilitol, fator de conversédo de xilose em
xilitol e produtividade volumétrica de xilitol), foram priorizados os dois ultimos
(Yris € Qp), por se apresentarem como parametros importantes na analise de
custo de processos de bioconversdo, ou seja, a busca de uma conversao
completa do substrato em um menor periodo de tempo. A maximizacdo dos
demais parametros foi baseada nos resultados obtidos pelos dois modelos
anteriormente mencionados.

Nas condicdes em estudo, ao se buscar a otimizacdo do processo

comegando, por exemplo, na regido onde se encontra um valor maximo de
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conversao de xilose em xilitol (~0,84 g¢/g), nota-se que neste ponto
(aproximadamente 1,3 g/L de vanilina e 0,63 g/L de siringaldeido) se obtém
uma produtividade volumétrica cerca de 28% menor do que o valor maximo
previsto, de aproximadamente 0,74 g/L.h, o que sugere que a presenca dos
compostos fendlicos na faixa de concentragdo avaliada pode favorecer a
conversdo, porém prejudica a produtividade, uma vez que a assimilacdo da
pentose se torna mais lenta. Segundo PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL (2000 a),
os compostos inibitérios limitam a utilizagao eficiente dos substratos presentes
no meio de cultivo para a formacdo do produto de interesse via processo
fermentativo.

Deste modo, as respostas foram maximizadas em conjunto e os critérios
foram convenientemente selecionados de forma a manter as variaveis
independentes na faixa em estudo e os valores estimados para as variaveis
respostas avaliadas dentro de uma faixa que permitiu a sobreposicdo dos
modelos. Nestas condi¢des, buscou-se um valor de fator de conversdo de
xilose em xilitol levando-se em conta a produtividade volumétrica, sendo
portanto os critérios selecionados 0,71 g/g e 0,64 g/L.h, respectivamente. Com
base neste critério, também foram selecionados: consumo de xilose de 82%
com produgao de 61,3 g/L de xilitol. O grafico de sobreposicao resultante pode
ser visualizado na Figura 5.8. Este gréfico fornece uma area (em cinza) na qual
sdo satisfeitas as condigbes impostas. O ponto para a maximizagdo dos
parametros foi assinalado no grafico, e correspondeu a 1,6 g/L de vanilina
(nivel codificado +0,6) e auséncia de siringaldeido (nivel codificado -1,0).
Nestas condicbes sdo previstos (ao nivel de 95% de confianga): fator de
conversdo de 0,80 + 0,07 g/g e produtividade volumétrica em xilitol de
0,72+ 0,10 g/L.h, com um consumo de xilose de 92 + 10% e formacao de
69,0 + 9,7 g/L de xilitol. Este ponto foi entdo designado como o ponto de 6timo,
e dois ensaios de confirmacao do modelo obtido foram realizados tendo em
vista as condicdes por ele definidas, ou seja, meio semi-sintético suplementado
com 1,6 g/L de vanilina, com 3,0 g/L de células e pH 5,5.
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Figura 5.8. Grafico de sobreposicao utilizado para a otimizagdo das variaveis
respostas avaliadas, na regidao em estudo.

Deste modo, o comportamento cinético obtido durante a bioconversao
de xilose em «xilitol por C. guilliermondii nas condigbes otimizadas esta
apresentado na Figura 5.9 A e B e os resultados do processo fermentativo,
obtidos com 96 h de cultivo, s&o visualizados na Tabela 5.8. Tais resultados

foram determinados a partir da média dos resultados obtidos nos dois ensaios
de confirmacao.
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Figura 5.9. Ensaio fermentativo para produgédo de xilitol por C.
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Tabela 5.8. Parametros fermentativos obtidos durante os ensaios
para a confirmagdo do modelo otimizado para a
bioconversao de xilose em xilitol por C. guilliermondii,
em meio semi-sintético suplementado com 1,6 g/L de

vanilina.
Parametros Resultados
Tempo de fermentacao (h) 96

Consumo percentual de xilose 94 + 0,08 (92 £ 10)

Consumo percentual de glicose 100£0
Conversao percentual de vanilina 100£0
Concentracao celular (g/L) 8,2+ 0,07

Concentracao de xilitol (g/L) 66,3+ 4 (69,0 +9,7)

Concentracao de etanol (g/L) 1,4+0,3
Concentragao de alcool vanilil (g/L) 1,8+0,09
Concentragao de acido vanilico (g/L) 0,025 + 0,001

Yess (9/9) 0,77 £0,01 (0,80 = 0,07)
Qp (g/L.h) 0,69 £ 0,04 (0,72 £ 0,1)
Rendimento em xilitol (% do tedrico) 84

( ) = valores previstos pelo modelo otimizado
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Observando-se os valores do consumo percentual de xilose
(94 £ 0,08%), da concentracao de xilitol (66,3 = 4 g/L), de Ypss (0,77 £ 0,01 g/Q)
e de Qp (0,69 £ 0,04 g/L.h) apresentados na Tabela 5.8, nota-se que o modelo
descreve bem a regidao em estudo, uma vez que tais resultados estdo dentro da
faixa de variagao prevista por este mesmo modelo (92 + 10%, 69,0 + 9,7 g/L,
0,80 + 0,07 g/g e 0,72 + 0,1 g/L.h, respectivamente). Estes resultados foram
superiores aos encontrados por SILVA et al. (1996), durante o processo de
bioconversao de 90,0 g/L de xilose em xilitol por C. guilliermondii FT1 20037,
cultivada em meio semi-sintético, para a avaliagdo do efeito da concentracédo
de xilose e idade do indéculo sobre o bioprocesso. Como reportado
anteriormente, estes autores obtiveram uma concentracao de xilitol de 63,4 g/L,
com Ypss igual a 0,70 g/g e Qp de 0,57 g/L.h, apds 112 h de cultivo.

Através dos resultados obtidos nos ensaios de confirmacdo do modelo
otimizado, observa-se que em presenca de vanilina (em concentragdes de até
2,0 g/L) e quando empregados pH 6timo para a produgao de xilitol (5,5) e uma
concentracao celular inicial relativamente alta (3,0 g/L), o processo de
bioconversdo de xilose em xilitol pode ser favorecido, obtendo-se resultados
satisfatérios de converséo de xilose no poliol (84% do valor teérico). Quanto a
produtividade volumétrica em xilitol, estratégias devem ser tomadas com o
intuito de se aumentar o valor deste parametro fermentativo.

Uma vez determinada a condicdo otimizada para a bioconversédo de
xilose em xilitol em meio contendo vanilina como composto representativo de
produtos de degradacao de lignina, foram realizados ensaios fermentativos em
hidrolisado de palha de arroz, visando comparar o grau de toxicidade do
hidrolisado frente aos comportamentos observados no meio semi-sintético.
Para tal proposito, foram utilizados a concentracao inicial de células e o pH
inicial empregados nos ensaios de otimizagdo, ou seja, 3,0 g/L de 5,5,

respectivamente.
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5.6 Caracterizacao do Hidrolisado Hemiceluldsico de Palha de Arroz

Para o estudo da toxicidade do hidrolisado no cultivo de C. guilliermondii
para a obtencado de xilitol, foram realizados ensaios em hidrolisado seis vezes
concentrado (concentracdo de xilose de ~90,0 g/L), ndo tratado (HC) e
destoxificado com carvao ativado (HDC).

Numa etapa preliminar, foi feita uma caracterizagdo de ambos os
hidrolisados, sendo os resultados apresentados na Tabela 5.9. Os niveis de
compostos téxicos em ambos os hidrolisados, em geral, encontram-se abaixo
do limite reportado como inibitério, portanto, pode-se concluir que hidrolisado
hemicelulésico de palha de arroz € um meio apropriado para 0 processo de
bioconversao de xilose em xilitol, em especial quando é destoxificado para a
reducao das concentracdes dos compostos inibitérios. Nao se descarta ainda,
a hipotese de haver inibicdo, causada pelo efeito sinergistico dos compostos
(mesmo quando encontrados em baixos niveis).

A partir dos resultados obtidos na caracterizagdo dos hidrolisados, foi
determinada a eficiéncia do tratamento com carvédo ativado na destoxificacdo
do meio, baseando-se na composi¢do do hidrolisado no tratado. Deste modo,
0s resultados foram expressos como remogado percentual dos compostos
inibitérios da bioconversdo de xilose em «xilitol por C. guilliermondii, sendo
determinados para todos os métodos de andlise empregados (cromatografia e
espectrofotometria) e apresentados na Tabela 5.10.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5.10, nota-se que
o tratamento com carvao ativado é eficiente na destoxificacdo do hidrolisado
hemicelulésico de palha de arroz, uma vez que foram obtidos valores de
remogao superiores a 89%. Além disto, observa-se que a metodologia de
unidades arbitrarias de absorbancia pode ser utilizada para determinacédo do
grau de remogéao de compostos inibitérios (furanos e compostos fendlicos), pois
além de constituir um método de facil aplicacéo, fornece valores similares aos
obtidos no método cromatografico. Através do tratamento, os compostos
inibitorios foram parcialmente removidos do hidrolisado, tornando-o um meio de

cultivo mais favoravel para o desenvolvimento do microrganismo.
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Tabela 5.9. Caracterizagdo do hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz
concentrado 6 vezes, utilizado no cultivo de C. guilliermondii FTI 20037
para obtencao de xilitol.

Hidrolisado

HC HDC
pH 0,46 0,65
Acucares (g/L)
Glicose 7,3 10,5
Xilose 85,3 86,4
Arabinose 13,6 13,5
Acidos carboxilicos (g/L)
Acido acético 2,4 1,9
Furanos (g/L)
Furfural 0,080 0,039
5-Hidroximetilfurfural nd nd
Compostos fendlicos HPLC (g/L)
Acido vanilico 0,0019 nd
Acido siringico 0,036 nd
Vanilina 0,031 nd
Siringaldeido 0,76 nd
Acido ferdlico 0,66 nd
Total de compostos fendlicos (HPLC) (g/L) 1,49 nd
Compostos fendlicos totais pelo método de
Folin (g/L) (Espectrofotometria UV-visivel) 6,6 0,70
(9/L)
Total de compostos inibitérios (furanos + 1,57 0,039

compostos fendlicos) (HPLC) (g/L)

Unidades arbitrarias de absorbancia (280 nm) 303,6 23,6
(Espectrofotometria UV-visivel) (ua)

HC = hidrolisado nao tratado; HDC = hidrolisado destoxificado com carvao ativado;
nd = ndo detectado

Tabela 5.10. Resultados de remocgao percentual dos compostos inibitérios (furanos e
compostos fenodlicos) da bioconversdo de xilose em xilitol, apds
tratamento do hidrolisado hemiceluldsico de palha de arroz (concentrado
6 vezes) com carvao ativado.

Método de analise Remocgao dos compostos inibitérios (%)
Cromatografia (HPLC)
-Detector UV a 276 nm 98
Espectrofotometria (UV-visivel)
-Folin-Ciocalteau (padrao vanilina) 89
-Unidades arbitrarias de absorbancia (280nm) 92
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5.7. Ensaios Fermentativos de Bioconversao de Xilose em Xilitol por
Candida guilliermondii Cultivada em Hidrolisado de Palha de Arroz

Nesta etapa, o estudo da bioconversédo de xilose em xilitol foi realizado
primeiramente em hidrolisado néo tratado e concentrado seis vezes (HC), com
o intuito de se verificar o comportamento cinético da levedura em presencga de
compostos que podem interferir na sua atividade metabdlica, prejudicando
assim a formagao do produto de interesse. Em seguida, C. guilliermondii foi
cultivada no hidrolisado de palha de arroz destoxificado com carvao ativado e
concentrado 6 vezes (HDC), visando comparar os resultados de bioconversao
entre os dois tipos de hidrolisados utilizados.

Como verificado anteriormente, a vanilina numa concentragdo de até
2,0 g/L, tem efeito positivo sobre o processo de bioconversdao de xilose em
xilitol por C. guiliermondii, quando utilizado meio semi-sintético como meio de
cultivo. Numa etapa posterior, foi entdo verificada a influéncia deste composto
na formagao do poliol, quando em meio constituido por hidrolisado, seguindo
as condigbes determinadas na etapa de otimiza¢cdo do bioprocesso. Para tal
proposito, vanilina (1,6 g/L) foi adicionada ao hidrolisado hemicelulésico
destoxificado com carvao ativado e concentrado, no qual a concentragdo de
compostos potencialmente téxicos foi nula, HDV. Os resultados obtidos, foram
entdo comparados aos resultados obtidos no ensaio de confirmagédo do modelo
otimizado.

Devido ao favorecimento na bioconversao de xilose em xilitol quando
adicionados sais de fosfato na concentracdo de 0,6 M, ou seja, 68,9 g/L de
KH2PO4 e 22,1 g/L de KoHPO4, aos meios de cultivo constituidos por meio
semi-sintético, optou-se por seguir a mesma metodologia no hidrolisado
hemicelulésico de palha de arroz. Os resultados obtidos ndo foram
satisfatérios, uma vez que apds a adicdo dos sais houve precipitacdo de
compostos (n&o identificados), o0 que acarretou baixos resultados de
bioconversao (dados nao apresentados). Desta forma, nesta etapa do trabalho
os sais de fosfato de potassio ndo foram adicionados ao hidrolisado de palha
de arroz.

Os comportamentos cinéticos obtidos durante o cultivo em hidrolisado

nao tratado e concentrado 6 vezes (HC), destoxificado com carvao ativado e
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concentrado 6 vezes (HDC) e destoxificado (concentrado 6 vezes) e
suplementado com vanilina (HDV), sdo visualizados na Figura 5.10 A, B e C.

Na Figura 5.10 A est4d apresentado o crescimento celular de C.
guilliermondii frente aos diferentes hidrolisados avaliados (HC, HDC e HDV).
Observando-se o comportamento cinético entre HC e HDV, nota-se que apesar
do hidrolisado nao tratado (HC) ter se iniciado com uma concentragdo celular
inferior (2,2 g/L), ambos o0s ensaios apresentaram uma variacdao de
crescimento semelhante (1,9 vezes), obtendo-se ao final um valor de 4,1 e
4,9 g/L de células, respectivamente. Quando o hidrolisado foi destoxificado com
carvao ativado (HDC), nota-se um aumento na formagdo de biomassa,
atingindo um valor de 7,3 g/L, ao final de 96 h de cultivo.

Com relacdo a assimilagédo dos agucares, foi observado que arabinose
presente no hidrolisado hemicelulésico ndo foi consumida em nenhum dos
ensaios realizados, mantendo-se numa concentracdo média de 14,0 g/L.
Quanto a glicose (Figura 5.10 B), nota-se que exceto para o meio constituido
por hidrolisado destoxificado e suplementado com vanilina (onde se observou
um residual de 5%), nos demais ensaios este agucar foi totalmente consumido
apos 48 h de cultivo. Em relacdo ao consumo de xilose (Figura 5.10 B),
observa-se que o menor valor de assimilagdo da pentose foi obtido no ensaio
constituido por hidrolisado n&o tratado (43%). No hidrolisado destoxificado
suplementado com vanilina (HDV) foi consumido cerca de 52% do agulcar e
dentre os trés tipos de meios avaliados, o destoxificado ndo suplementado
(HDC) com o composto fendlico apresentou o melhor resultado de consumo de
xilose (87%).

Quanto a formagdo de «xilitol e etanol (Figura 5.10 C) nota-se
primeiramente que para todos os hidrolisados hemicelulésicos estudados, a
formacao de etanol foi inferior a 5,0 g/L. Ao se verificar a formacao de xilitol,
observa-se que dentre os hidrolisados avaliados, o constituido por hidrolisado
destoxificado foi o que apresentou melhor resultado de formagé&o do poliol
(aproximadamente 53,0 g/L). Quando adicionada vanilina ao hidrolisado
destoxificado, a formacéao de xilitol foi 75% superior em relagdo ao hidrolisado

néao tratado.
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Figura 5.10. Crescimento celular de C. guilliermondii (A), consumo de agucares (B) e
formagao de xilitol e etanol (C), obtidos durante o cultivo em hidrolisado
de palha de arroz concentrado 6 vezes (HC: nao tratado; HDC: tratado e
HDV: tratado e suplementado com vanilina).
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De acordo com a literatura, a toxicidade dos hidrolisados pode variar
com as condicdes de fermentacao, tipo de microrganismo e também pela sua
composicdo quimica, tendo em vista os diferentes compostos tais como
furfural, 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) e compostos fendlicos. PREZIOSI-
BELLOY et al. (1997), verificaram que ndo houve crescimento celular de C.
parapsilosis quando cultivada em meio semi-sintético suplementado com
vanilina (0,1 g/L), siringaldeido (0,3 g/L), &cido acético (3,0 g/L), furfural
(0,7¢g/L) e 5-HMF (1,5 g/L), levando os autores a suporem que estes
compostos agem cumulativamente para inibir a atividade fermentativa,
interferindo no consumo de agucares ou de outros elementos essenciais. O
efeito sinergistico de inibicdo também foi reportado por TRAN e CHAMBERS
(1985).

Deste modo, com o intuito de se buscar as possiveis causas da
toxicidade dos meios de cultivo constituidos por hidrolisado hemicelulésico de
palha de arroz concentrado, em especial o nao tratado, foi feito um
acompanhamento durante todo o tempo de fermentacdo da variagcdo dos
compostos fenolicos, furfural, acido acético e pH, sendo os resultados
apresentados na Tabela 5.11.

De acordo com a Tabela 5.11, observa-se que ndo houve assimilagéo do
acido acético durante as 96 h de cultivo em hidrolisado ndo tratado e
concentrado (HC), além disto, este acido pode ter interagido com outros
compostos presentes, potencializando assim a toxicidade do meio. Deste
modo, observando-se a Tabela 5.11, sugere-se que entre os compostos
identificados, provavelmente siringaldeido (~0,70 ¢g/L) e acido ferulico
(~0,60 g/L) foram os que interagiram com o &cido acético, contribuindo para o
baixo desempenho do processo de bioconversao, isto porque tais compostos,
além de terem sido encontrados em maior propor¢do, nao foram assimilados
durante todo o tempo de cultivo, o que significa que podem ter interferido no

bioprocesso. Nota-se nestas condigdes, um decréscimo no pH de 5,7 para 4,9.

101



Tabela 5.11. Resultados da variacdo do pH, do acido acético e dos compostos fendlicos, obtidos durante a realizagdo dos ensaios em
hidrolisado de palha de arroz concentrado 6 vezes: ndo tratado (HC), destoxificado com carvao ativado (HDC), destoxificado e
suplementado com vanilina (HDV) e meio semi-sintético suplementado com vanilina (MSV), para a obtengao de xilitol por C.

guilliermondii.
Compostos fendlicos (g/L)
Meio de Tempo Acido acetico Furfural " Alcool Acido . . Acido Acido
cultivo (h)  pH (g/L) L Vanilina vanilico ~ Siingaldeido  ;inoicg ferdlico
0 5,7 2,4 nd 0,035 0,051 0,0036 0,73 0,054 0,62
HG 48 5,1 2,1 nd 0,0079 0,075 0,020 0,77 0,020 0,60
72 4.9 2,3 nd 0,0058 0,077 0,021 0,77 0,020 0,51
96 4.9 2,6 nd 0,0029 0,11 0,011 0,73 0,026 0,61
0 5,4 1,8 nd nd nd nd nd nd nd
48 5,8 1,2 nd nd nd nd nd nd nd
HDC
72 5,6 0,6 nd nd nd nd nd nd nd
96 59 0 nd nd nd nd nd nd nd
0 5,3 1,8 nd 1,6 nd nd nd nd nd
48 51 2,3 nd nd 1,6 nd nd nd nd
HDV
72 4,6 2,7 nd nd 1,6 nd nd nd nd
96 4,6 3,1 nd nd 1,5 nd nd nd nd
0 5,7 - - 1,6 nd nd -
48 5,8 - - nd 1,8 0,019 -
MSV
72 5,8 - - nd 1,8 0,022 -
96 5,5 - - nd 1,8 0,025 -

nd = ndo detectado; ( - ) = ausente
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Quanto ao hidrolisado destoxificado com o carvao ativado (HDC), nota-
se que o acido acético foi totalmente assimilado pela levedura, o que levou a
um discreto aumento no pH do meio de 5,4 para o 5,9. Observa-se que o
bioprocesso no hidrolisado hemicelulésico destoxificado foi o que apresentou
melhor desempenho, uma vez que a assimilagdo do &cido por C. guilliermondii
indica que nas condigbes empregadas (3,0 g/L de células e pH 5,5) a levedura
foi capaz de destoxificar por completo o meio de cultivo, que teoricamente
apresentava somente acido acético como composto com potencial inibitério.
Tal comportamento também foi observado por FELIPE et al. (1997 a).

Quando o hidrolisado destoxificado foi suplementado com vanilina
(HDV), nota-se um aumento na concentragdo do acido acético de 1,8 para
3,1 g/L, com concomitante diminuicdo do pH de 5,3 para 4,6. Além disto,
observa-se que para as mesmas condi¢cées de cultivo utilizadas para o meio
semi-sintético na qual vanilina foi convertida em seu alcool e acido
correspondentes, o comportamento da conversdo de tal composto se
diferenciou no cultivo em meio constituido por hidrolisado hemicelulésico, uma
vez que neste caso a vanilina foi totalmente convertida em seu 4&lcool
correspondente. KLINKE et al. (2003), durante o estudo do efeito de inibidores
sobre a bioconversédo de glicose em etanol por S. cerevisiae, também
observaram que os aldeidos fendlicos (10 mM) testados em hidrolisado de
palha de trigo, foram reduzidos em seus respectivos alcoois (vanilil, siringil, 4-
hidroxibenzilalcool) apods 6 h de cultivo.

Os parametros fermentativos obtidos durante o cultivo da
C. guilliermondii em diferentes hidrolisados concentrados: 1) hidrolisado n&o
tratado (HC), 2) hidrolisado destoxificado com carvao ativado (HDC) e
3) hidrolisado destoxificado com carvao e suplementado com vanilina (HDV),
estdo sumarizados na Tabela 5.12. Para efeito comparativo, foram adicionados
a tabela os valores dos parametros fermentativos obtidos no meio semi-
sintético controle (MS) e suplementado com vanilina (MSV). Observa-se que 0s
menores valores de formacao de biomassa 4,1 e 4,9 g/L, foram obtidos no HC
e no HDV, respectivamente. Nota-se ainda que para ambos os hidrolisados a
assimilacao de xilose pela levedura foi incompleta, atingindo valores similares,
de aproximadamente 50%, com 96 h de fermentacdo. Por outro lado, a

producéo de xilitol diferiu grandemente nestes meios, sendo constatado um
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Tabela 5.12. Parametros fermentativos obtidos na realizagdo dos ensaios para obtencao de xilitol a partir de hidrolisado de palha de arroz nao
tratado (HC), hidrolisado tratado com carvao ativado (HDC), hidrolisado tratado e suplementado com vanilina (HDV) e meio semi-

sintético (MS) e meio semi-sintético suplementado com vanilina (MSV).

Meio de cultivo

Parametros HC HDC HDV MS MSV**
Tempo de fermentagao (h) 96 96 96 96 96
Consumo percentual de xilose 43 87 52 99 94
Consumo percentual de glicose 100 100 95 100 100
Consumo percentual de acido acético 0 100 0* - -
Concentracao celular (g/L) 4.1 7,3 4.9 11,4 8,2

Concentracao de xilitol (g/L) 17,3 52,7 30,2 53,2 66,3
Concentracao de etanol (g/L) 4,7 3,7 3,6 10,4 1,4

Yess (9/9) 0,47 0,71 0,71 0,59 0,77
Yxs (9/9) 0,045 0,052 0,035 0,068 0,048
Yex (9/9) 17,2 18,1 26,9 8,4 19,8
Qx (g/L.h) 0,020 0,044 0,019 0,088 0,054
Qs (g/L.h) 0,39 0,77 0,44 0,95 0,92
Qr (g/L.h) 0,18 0,55 0,31 0,55 0,69
Rendimento em xilitol (% do tedrico) 51 77 77 64 84

* = formacgao de 3,1 g/L de acido acético

** = resultados obtidos a partir da média de dois ensaios experimentais
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aumento de 80% na concentragéo deste poliol quando a vanilina (1,6 g/L) foi
adicionada ao hidrolisado destoxificado. Tal comportamento revela que o grau
de toxicidade do hidrolisado é dependente do tipo e da concentragdo de cada
inibidor, e principalmente dos efeitos de interagéo entre eles, uma vez que o
HC continha uma concentragdo de fendlicos totais (1,49 g/L - Tabela 5.9)
similar a concentragcédo de vanilina adicionada ao hidrolisado (1,6 g/L). De fato,
a presenga de vanilina no meio sintético (MSV), isento de qualquer tipo de
inibidor, inclusive o acido acético, favoreceu a bioconverséo de xilose em xilitol
por C. guilliermondii, quando comparado ao controle (MS). Os valores de Ypis e
Qp foram aumentados de 0,71 para 0,77 g/g e de 0,55 para 0,69 g/L.h,
respectivamente, quando o meio sintético foi suplementado com 1,6 g/L de
vanilina .

Quanto ao hidrolisado destoxificado (HDC), nota-se que a produtividade
volumétrica de xilitol foi similar ao do meio semi-sintético (Qp = 0,55 g/L.h),
porém o fator de conversao de xilose em xilitol foi superior no meio hidrolisado
(Ypis = 0,71 g/g) quando comparado ao meio semi-sintético (Yps = 0,59 g/g). O
menor fator de conversao de xilose em xilitol observado para o MS pode ser
atribuido ao desvio do metabolismo para o crescimento celular, conforme
evidenciado pelo aumento de biomassa e do fator de conversédo de substrato
em células (Tabela 5.12). Ainda com relagdo ao hidrolisado destoxificado
(HDC), verifica-se que a adi¢ao de vanilina neste hidrolisado (HDV), ndo afetou
conversdao de xilose em xilitol pela levedura (Yps = 0,71 g/g) porém a
produtividade volumétrica em xilitol decresceu acentuadamente (de 0,55 g/L.h
para 0,31 g/L.h) devido a baixa eficiéncia de assimilacdo de xilose, o que se
sugere que os compostos inibitérios afetam o transporte de nutrientes pela
célula.
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6. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel concluir
que:

o A adigdo de sais de fosfato de potassio ao meio semi-sintético de
fermentacdo favorece a produgéo de xilitol por C. guilliermondii FTI 20037.
Dentre as concentracbes avaliadas, 0,6 M (68,9 g/L de KH.PO4 € 22,1 g/L de
K:HPO4) foi a que proporcionou os maiores valores de fator de rendimento
(Ypis = 0,72 g/g) e produtividade volumeétrica em xilitol (Qp = 0,65 g/L.h) além de
manter o pH constante durante o bioprocesso;

o A metodologia estatistica empregada foi uma ferramenta valiosa na
avaliagdo dos efeitos principais e de interagdo entre as variaveis (vanilina,
siringaldeido, pH e concentracdo celular inicial) sobre os resultados da
bioconversao de xilose em xilitol pela levedura C. guilliermondii;

o O crescimento e a produgao de xilitol por C. guilliermondii séo inibidos
em maior grau pelo siringaldeido do que pela vanilina. Além disto, a toxicidade
do siringaldeido é potencializada em pH 7,0;

o A levedura C. guilliermondii é capaz de converter os compostos
fendlicos estudados em seus respectivos alcoois ou acidos, sendo o tipo e a
quantidade formada dependente das condicbes experimentais;

o Os resultados da analise estatistica confirmaram o efeito negativo do
siringaldeido e do pH sobre os parametros fermentativos avaliados e ainda
revelaram o efeito de interacdo entre sirigaldeido e vanilina;

o A andlise de superficie de resposta permitiu a otimizacdo dos
parametros da fermentacao de C. guilliermondii em meio semi-sintético (pH 5,5
e Xo = 3,0 g/L) e a determinacao dos niveis de siringaldeido e de vanilina que
tornam maximos os valores de fator de rendimento e produtividade volumétrica
do xilitol;

o Através de estudos em hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz
ficou evidenciado que os compostos fendlicos afetam negativamente a
bioconversao de xilose em xilitol e que a agao inibitéria esta relacionada a uma

limitagcdo no transporte de nutrientes pela célula.
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7. RECOMENDACOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho e dando
contunuidade ao estudo do efeito dos produtos de degradagédo de lignina
(vanilina e siringaldeido) sobre a bioconversao de xilose em xilitol por Candida
guilliermondii FTI 20037, sugere-se:

e Um estudo do comportamento cinético das enzimas envolvidas na
bioconversao de xilose em xilitol em presenca dos inibidores (compostos

fendlicos);

e Um estudo do efeito do &cido acético, juntamente com o siringaldeido e
acido ferulico, sobre a bioconversdo de xilose em xilitol, uma vez que
estes foram os compostos encontrados em maior proporgdo no

hidrolisado hemiceluldsico de palha de arroz;
e A determinacao do grau de inibicdo causado pelos compostos inibitérios

presentes no hidrolisado de palha de arroz, através da simulacdo do

hidrolisado com os compostos modelos.
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APENDICES

APENDICE 1. CURVAS DE CALIBRAGCAO DA CONCENTRAGAO CELULAR, DE
A(;UQARES, ACIDO ACETICO, GLICEROL, ETANOL, FURANOS, COMPOSTOS
FENOLICOS E DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (METODO DE FOLIN
MODIFICADO - PADRAO VANILINA)

Encontram-se a seguir, as curvas de calibracdo da concentracao celular e das
concentragdes dos agUcares, acido acético, etanol, glicerol, furanos e compostos
fendlicos
e Concentracao celular:

DOs00 nm) = -0,0054 + 1,7431.Células (g/L) (R®=0,9973)

e Aclcares:

Glicose: Area = 3,03X10* + 1,88X10° Glicose (g/L) (R? = 0,999340)

Xilose: Area = 4,11X10* + 1,83X10° Xilose (g/L) (R?=0,999325)

Arabinose: Area = 2,28X10* + 1,82X10° Arabinose (g/L) (R? = 0,999415)

Xilitol: Area = 3,10X10* + 1,85X10° Xilitol (g/L) (R? = 0,999326)

e Glicerol:

Area = 3,29X10° + 1,51X10° Glicerol (g/L) (R?=0,999982)

e Acido acético:

Area = -1,86X10* + 8,45X10° Acido acético (g/L) (R?= 0,999966)

e FEtanol:

Area = -3,14X10* + 7,62X10° Etanol (g/L) (R?=0,999938)

e Furanos:

Furfural: Area = 5,44X10% + 2,14X108 Furfural (g/L) (R?= 0,999996)

e Compostos fendlicos:

Vanilina: Area = 3,25X10* + 8,24X10” Vanilina (g/L) (R® = 0,999913)

Acido vanilico: Area = 3,14X10° + 3,87X10” Acido vanilico (g/L) (R? = 0,999531)
Alcool vanilil: Area =1,22X10* + 1,77X10” Alcool vanilil] (g/L) (R? = 0,999509)
Siringaldeido: Area = -2,08X10° + 3,21X10’ Siringaldeido (g/L) (R® = 0,99993)
Acido siringico: Area = 1,78X10° + 6,90X10” Acido siringico (g/L) (R?=0,999887)
Acido ferulico: Area = -1,83X10* + 5,12X10” Acido fertlico (g/L) (R? = 0,999937)
e Compostos fendlicos totais (Método de Folin modificado — padrao vanilina):
Abs760 nm) = 0,0453 + 0,04505.Vanilina (mg/L) (R? = 0,99769)



APENDICE 2: TABELAS DOS RESULTADOS DE FERMENTAGCAO, OBTIDOS NOS
ENSAIOS EM HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE PALHA DE ARROZ

Nesta se¢do, encontram-se representados por tabelas, os valores de variagdo

do pH, crescimento celular, consumo de acucares e formacao de xilitol, acido acético e

etanol, obtidos no cultivo de C. guilliermondii FT1 20037 em hidrolisado hemicelulésico

de palha de arroz concentrado 6 vezes.

Tabela A.2.1. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em hidrolisado hemicelulésico de palha de
arroz nao tratado e concentrado 6 vezes (HC).

Tempo X Glicose Xilose Arabinose Xilitol aAcZitcijgo Etanol
(h) (v (@b  (9L) (9/L) (g/L) (/L) (9/L)
0 5,7 2,2 7,7 86,0 14,9 nd 2,4 nd
48 5,1 3,8 nd 64,8 15,5 10,9 2,1 4,3
72 4,9 4,1 nd 56,1 15,7 14,8 2,3 4,5
96 4,9 4.1 nd 48,8 15,5 17,3 2,6 4,7

nd = ndo detectado

Tabela A.2.2. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em hidrolisado hemicelulésico de palha de
arroz destoxificado com carvao ativado e concentrado 6 vezes (HDC).

Acido

Tempo X Glicose Xilose Arabinose Xilitol acético Etanol
(h) (L) (@b  (9/b) (/L) (/L) (/L) (/L)
0 54 3,1 10,4 84,7 13,4 nd 1,8 nd
48 5,8 6,0 nd 46,2 13,5 27,3 1,2 3,2
72 5,6 7,0 nd 25,7 13,1 411 0,63 2,9
96 5,9 7,3 nd 10,9 13,0 52,7 nd 3,7

nd = ndo detectado



Tabela A.2.3. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em hidrolisado hemicelulésico de palha de
arroz destoxificado com carvao ativado (concentrado 6 vezes) e
suplementado com 1,6 g/L de vanilina (HDV).

Acido

Tempo X Glicose Xilose Arabinose Xilitol - Etanol
pH acético
(h) (L) (@b (L) (g/L) L) g @Y
0 5,3 3,1 10,3 82,1 14,0 nd 1,8 nd
48 5,1 4,3 0,66 65,9 13,7 12,5 2,3 2,8
72 4,6 4,8 0,55 50,8 13,7 23,3 2,7 3,1
96 4,6 4,9 0,53 39,6 13,9 30,2 3,1 3,6

nd = ndo detectado

Tabela A.2.4. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em hidrolisado hemicelulésico de palha de
arroz nao tratado (concentrado 6 vezes) e suplementado com 0,6 M de

sais de fosfato de potassio pH 5,5.

Tempo X Glicose Xilose Arabinose Xilitol Acik.jo Etanol
m ey ey e ey @y o e
0 5,8 2,1 5,7 79,8 13,1 nd 2,0 nd
48 5,7 3,5 nd 68,8 15,0 5,4 2,0 3,5
72 5,6 3,9 nd 61,3 14,5 9,2 2,2 2,7
96 5,6 3,8 nd 58,6 15,2 11,6 2,0 2,5

nd = ndo detectado



APENDICE 3. RESULTADOS DE FERMENTACAO, OBTIDOS NOS ENSAIOS DO
PLANEJAMENTO FATORIAL 2*

Nesta se¢do, encontram-se representados por tabelas, os valores de variacao
do pH, crescimento celular, consumo de aglcares, formacao de xilitol, glicerol e etanol,
assim como os valores de variagdo dos compostos fenolicos (vanilina e siringaldeido)
e de seus alcoois ou acidos correspondentes, obtidos no cultivo de C. guilliermondii

FTI 20037 em meio semi-sintético (ensaios do planejamento fatorial 2*).

Tabela A.3.1. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 1,0 g/L inicial de
células e pH 5,5 (Ensaio 1).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol
(h) PH (9/L) (9/L) (9/L) (g/L) (g/L) (9/L)
0 57 1,0 13,0 85,5 nd nd nd
24 5,7 5,6 nd 73,8 7,3 1,7 4.3
48 5,6 7,3 nd 49,0 26,0 1,8 4,2
72 5,6 7,7 nd 24,5 43,4 2,1 3,3
96 5,6 8,5 nd 4,3 57,9 2,3 6,7

nd = ndo detectado

Tabela A.3.2. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 1,0 g/L inicial de
células e pH 5,5, suplementado com 2,0 g/L de vanilina (Ensaio 2).

Tempo X Glicose Xilose  Xilitol Glicerol Etanol Vanilina AICO.C.JI
M P e @@L @ @Y L (@Y V(ZT)"
0 57 12 16,0 96,4 nd nd nd 2,0 nd
24 56 35 nd 77,6 0,83 1,5 5,2 nd 2,4
48 55 5,0 nd 56,0 20,8 1,6 6,5 nd 2,3
72 55 53 nd 26,3 42,7 2,0 6,4 nd 2,3
9% 54 7,1 nd 5,4 59,3 2,5 6,4 nd 2,5

nd = ndo detectado



Tabela A.3.3. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 1,0 g/L inicial de
células e pH 5,5, suplementado com 2,0 g/L de siringaldeido

(Ensaio 3).

Tempo X  Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Siringaldeido siél'%igicc);o
(h) (L (@b (b (@b (@@L  (@L) (9L (/L)
0 57 11 14,8 87,4 nd nd nd 1,9 nd
24 56 19 7,8 84,0 nd 0,80 7,0 2,0 0,014
48 56 2,3 nd 78,0 1,8 1,2 7,2 1,7 0,020
72 56 26 nd 705 7,9 1,1 7,8 1,5 0,026
9% 55 3,0 nd 56,3 134 1,3 9,1 1,3 0,034

nd = ndo detectado

Tabela A.3.4. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 1,0 g/L inicial de
células e pH 5,5, suplementado com 2,0 g/L de vanilina e 2,0 g/L de
siringaldeido (Ensaio 4).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. Afr‘]’”‘i’l' Siringal. Si’;‘;igizo
(h) (L) (g/L) (g/L) (g/b) (9/L) (g/L) (g/L) (/L) (g/L) (/L)
0 5510 130 842 nd nd nd 20 nd 21 nd
24 56 11 128 8,5 nd nd nd 17 062 22 nd
48 56 11 114 80,6 nd nd nd 14 077 20 0013
72 56 11 135 89 nd nd nd 13 073 1,9 0017
9% 55 10 135 85 nd nd nd 15 08 22 0017

nd = ndo detectado

Tabela A.3.5. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 1,0 g/L inicial de
células e pH 7,0 (Ensaio 5).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol
(h) PH (9/L) (9/L) (9/L) (/L) (g/L) (9/L)
0 7,3 1,2 14,0 90,4 nd nd nd
24 7,2 5,2 nd 78,1 4,0 1,9 4,1
48 7,2 7,7 nd 60,4 12,7 1,9 3,8
72 71 7,8 nd 50,2 22,9 2,2 3,0
96 7,1 9,4 nd 36,5 34,2 2,5 6,7

nd = ndo detectado



Tabela A.3.6. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.

guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 1,0 g/L inicial de
células e pH 7,0, suplementado com 2,0 g/L de vanilina (Ensaio 6).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanilina Alcqql
m ey @ ey Gu @) L @)
0 70 1.3 14,6 86,4 nd nd nd 2,0 nd
24 70 28 4.5 82,6 nd 1,1 3,1 nd 2,4
48 7,0 53 nd 66,4 9,9 1,6 3,8 nd 2,2
72 70 6,1 nd 49,9 23,4 1,7 3,4 nd 2,2
96 70 73 nd 31,8 34,5 0,94 4.6 nd 2,5

nd = ndo detectado

Tabela A.3.7. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.

guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 1,0 g/L inicial de
células e pH 7,0, suplementado com 2,0 g/L de siringaldeido
(Ensaio 7).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Siringaldeido Sif\if]iggo
(h) (L) (9/L) (9L) (gL) (9/L)  (g/L) (g/L) (/L)
o 70 13 141 81 nd nd  nd 13 nd

24 70 11 136 833 nd 081  nd 13 0,10

48 70 11 123 766 nd 045 13 1.2 0,085
72 70 11 131 839 nd 020 14 1,1 0,12
9% 69 16 100 843 nd 030 16 1,1 0,23

nd = ndo detectado

Tabela A.3.8. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.

guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 1,0 g/L inicial de
células e pH 7,0, suplementado com 2,0 g/L de vanilina e 2,0 g/L de
siringaldeido (Ensaio 8).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. efr‘]’ll‘l’l' Siringal. Si’;‘;igizo
(h) (L) (g/L) (g/L) (g/b) (9/L) (g/L) (g/L) (/L) (g/L) (/L)
0 70 11 149 87,2 nd nd nd 18 nd 18 nd

24 70 11 184 82 nd nd nd 20 0030 19 0079
48 70 10 125 792 nd nd nd 18 0040 18 0,056
72 70 11 142 80 nd nd nd 1,9 0040 18 0,067
9% 7,0 09 144 84 nd nd nd 22 0040 20 0,071

nd = ndo detectado



Tabela A.3.9. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5 (Ensaio 9).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol
(h) PH (9/L) (9/L) (9/L) (g/L) (g/L) (9/L)
0 5,6 2,9 14,5 92,2 nd nd nd
24 5,5 6,8 nd 65,2 12,4 1,9 7,1
48 5,5 8,2 nd 36,0 33,7 2,1 8,1
72 5,5 8,4 nd 9,9 53,2 2,4 8,9
96 5,5 11,4 nd 0,50 53,2 1,5 10,4

nd = ndo detectado

Tabela A.3.10. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 2,0 g/L de vanilina (Ensaio 10).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanilina AICO.(?I
m ey @ ey @U@ Gh @) g
0 57 25 13,7 82,1 nd nd nd 1,9 nd
24 56 43 nd 69,7 8,7 2,0 7,9 nd 2,3
48 55 48 nd 42,0 30,2 2,0 8,7 nd 2,2
72 55 5,1 nd 15,8 50,5 2,2 8,0 nd 2,3
96 55 7.4 nd 1,7 55,0 2,2 5,3 nd 2,5

nd = ndo detectado

Tabela A.3.11. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 2,0 g/L de siringaldeido

(Ensaio 11).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Siringaldeido .A,Cid.o
o Ten @y eh @ @y G @Y g
0 56 2,3 14,5 88,2 nd nd nd 1,9 nd
24 56 3,2 1,2 73,6 0,90 1,3 6,9 1,6 0,024
48 56 3,5 nd 62,9 7,3 1,4 8,9 1,4 0,032
72 56 3,8 nd 56,3 16,3 1,9 9,4 1,5 0,042
96 55 3,9 nd 40,8 25,1 1,7 9,7 1,0 0,058

nd = ndo detectado



Tabela A.3.12. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 2,0 g/L de vanilina 2,0 g/L de
siringaldeido (Ensaio 12).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. élacr?il?ll Siringal. siéizigi(()‘,o
(h) (OL) @b @b @b WL b L gy @O g
0 56 30 136 842 nd nd nd 1,9 nd 2,0 nd
24 56 2,7 109 824 nd nd nd 086 14 2,1 0,019
48 56 29 109 81,9 023 0,15 45 049 1,6 1,9 0,017
72 56 25 109 816 0,71 0,18 34 047 17 1,8 0,022
9% 55 22 10,0 822 0,78 0,25 24 053 1,8 2,1 0,024

nd = ndo detectado

Tabela A.3.13. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 7,0 (Ensaio 13).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol
(h) i (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
0 7,1 3,1 13,5 81,4 nd nd nd
24 7,1 6,1 nd 65,8 9,4 2,4 6.4
48 7,1 8,6 nd 45,9 22,5 2,9 7,7
72 7,0 9,4 nd 30,0 35,0 3,4 7,3
96 7,0 9,8 nd 13,3 43,2 3,8 6,8

nd = ndo detectado

Tabela A.3.14. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 7,0, suplementado com 2,0 g/L de vanilina (Ensaio 14).

Tempo X  Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanilina ég’:”‘i’l'
(h) (/L)  (g/L) (/L) (o)  (g/b) (/L)  (g/L) (/L)
o 70 31 138 861 nd nd nd 24  nd
24 70 53 nd 756 54 16 39 nd 24
48 70 66 nd 501 208 21 34 nd 2.1
72 70 70 nd 353 334 19 43 nd 22
9% 70 84 nd 183 410 21 42 nd 2.1

nd = ndo detectado



Tabela A.3.15. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 7,0, suplementado com 2,0 g/L de siringaldeido

(Ensaio 15).

Tempo X  Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Siringaldeido siél'%igi(c);o
(h) (L) (@b (@b (@b (@b (L) (9L (/L)
0 7,0 3,2 9,7 81,2 nd nd nd 2,1 nd
24 70 37 6,3 699 nd 0,21 2,9 0,92 0,10
48 7,0 4.1 4.5 754 0,14 0,56 2,6 1,1 0,19
72 69 43 2,4 69,8 045 0,68 5,4 0,87 0,28
9% 6,9 47 1,1 65,7 093 0,90 5,5 0,41 0,51

nd = ndo detectado

Tabela A.3.16. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em «xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 7,0, suplementadp com 2,0 g/L de vanilina e 2,0 g/L de
siringaldeido (Ensaio 16).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. Afr‘]’”‘i’l' Siringal. Si’;‘;igizo
(h) (L) (g/L) (g/L) (g/b) (9/L) (g/L) (g/L) (/L) (g/L) (/L)
o 7132 135 83 nd nd nd 24 nd 24  nd
24 71 30 11,0 844 nd 063 18 14 069 19 0033
48 74 30 79 846 nd 035 11 13 065 1,8 0014
72 714 29 43 844 nd 021 24 13 068 1,9 0016
9% 70 29 36 839 nd 0077 13 14 063 18 0017

nd = ndo detectado

Tabela A.3.17. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 2,0 g/L iniciais de
células e pH 6,3, suplementado com 1,0 g/L de vanilina e 1,0 g/L de
siringaldeido (Ensaio 17).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. f/\fm' Sifingal. sir"\i‘r’]igi‘éo
(h) (L) (g/L) (g/b) (g/b) (9/L) (g/L) (g/L) (/L) (g/L) (/L)
O 6423 136 83 nd nd nd 1,2 nd 1,2 nd

24 64 26 43 85 010 095 55 nd 11 089  nd

48 64 32 nd 61,7 70 11 39 nd 11 076 0,024
72 64 34 nd 594 175 16 73 nd 11 056 0,029
9% 63 38 nd 458 286 22 64 nd 1,2 042 0,035

nd = ndo detectado



Tabela A.3.18. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.

guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 2,0 g/L iniciais de
células e pH 6,3, suplementado com 1,0 g/L de vanilina e 1,0 g/L de
siringaldeido (Ensaio 18).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. C'a":”?l' Sifingal. Sif\iﬂgigo
(h) (L) (g/L) (g/L) (g/b) (9/b) (g/L) (g/L) (/L) (9/L) (/L)
O 64 18 145 87 nd nd nd 12 nd 13 nd

24 63 26 48 8,41 nd 067 42 nd 12 10 nd

48 63 32 nd 733 79 13 65 nd 12 08 0,022
72 63 37 nd 574 171 16 63 nd 12 067 0,029
9% 63 39 nd 466 289 18 69 nd 13 052 0,035

nd = ndo detectado

Tabela A.3.19. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.

guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 2,0 g/L iniciais de
células e pH 6,3, suplementado com 1,0 g/L de vanilina e 1,0 g/L de
siringaldeido (Ensaio 19).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. Cg’r?ll‘l’l' Sifingal. Sir”*i‘r’]igigo
(h) (/L) (gL) (g/L) (g/b) (g/b) (g/L) (g/L) (/L) (g/L) (/L)
0O 6420 135 841 nd ond nd 10 nd 1,0 nd
24 64 27 10 784 066 018 62 nd 12 1,0 nd
48 64 31 nd 675 95 14 86 nd 12 085 0,022
72 64 35 nd 503 209 1,6 75 nd 12 066 0,027
9% 63 36 nd 388 305 087 50 nd 14 054 0,036

nd = ndo detectado



APENDICE 4. RESULTADOS DE FERMENTACAO, OBTIDOS NOS ENSAIOS DO
PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2° COM FACE CENTRADA

Nesta se¢do, encontram-se representados por tabelas, os valores de variagdo
do pH, crescimento celular, consumo de aglcares, formacao de xilitol, glicerol e etanol,
assim como os valores de variagdo dos compostos fenodlicos (vanilina e siringaldeido)
e de seus alcoois ou acidos correspondentes, obtidos no cultivo de C. guilliermondii
FTI 20037 em meio semi-sintético (ensaios do planejamento fatorial completo 2% com
face centrada).

Tabela A.4.1. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5 (Ensaio 1).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol
(h) PH (9/L) (9/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
0 5,6 2,9 14,5 92,2 nd nd nd
24 55 6,8 nd 65,2 12,4 1,9 7.1
48 55 8,2 nd 36,0 33,7 2,1 8,1
72 55 8,4 nd 9,9 53,2 2,4 8,9
96 55 11,4 nd 0,50 53,2 1,5 10,4

nd = ndo detectado

Tabela A.4.2. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 2,0 g/L de vanilina (Ensaio 2).

Tempo X  Glicose Xilose Xiitol Glicerol Etanol Vanilina 600!
m ey @ ey @U@y Gh G g
0 57 3,1 17,8 89,4 nd ND nd ND ND
24 57 48 nd 70,4 9,2 ND 3,1 ND ND
48 57 5,0 nd 42,6 29,7 ND 3,0 ND ND
72 57 59 nd 22,3 545 ND 2,9 ND ND
96 56 7.3 nd 5,1 64,2 ND 2,7 ND ND

nd = ndo detectado; ND = ndo determinado



Tabela A.4.3. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 2,0 g/L de siringaldeido

(Ensaio 3).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Siringaldeido .A,Cid.o
m Pen eu ey EY @y Y @Y gl
0 5,7 3,4 18,5 92,3 nd ND nd ND ND
24 57 4.1 nd 78,2 1,6 ND 2,8 ND ND
48 57 4,8 nd 66,7 10,1 ND 3,6 ND ND
72 5,7 4,8 nd 51,7 20,1 ND 3,6 ND ND
96 57 50 nd 38,7 32,8 ND 3,7 ND ND

nd = ndo detectado; ND = ndo determinado

Tabela A.4.4. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 2,0 g/L de vanilina 2,0 g/L de
siringaldeido (Ensaio 4).

Tempo . X Giicose Xilose Xiltol Giicerol Etanol Vanil f}fm‘ Siringal. Sif\l,f]‘gigo
ey @b @y @y @ @Y @Y gy @D g
0O 56 30 136 84,2 nd nd nd 19 nd 20 nd
24 56 27 109 84 nd nd nd 08 14 21 0,019
48 56 29 109 81,9 023 015 45 049 16 19 0017
72 56 25 109 8,6 071 018 34 047 17 18 0,022
9% 55 22 100 822 078 025 24 05 18 21 0,024

nd = ndo detectado

Tabela A.4.5. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 1,0 g/L de siringaldeido

(Ensaio 5).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Siringaldeido .A,Cid.o
m e eu ey ey @Y Y @Y gl
0 5,7 3,2 18,7 109,9 nd ND ND 1,0 nd
24 56 4,6 nd 94,8 6,8 ND ND 0,80 0,020
48 57 5,0 nd 75,7 22,7 ND ND 0,59 0,030
72 56 5,4 nd 57,3 38,6 ND ND 0,40 0,040
96 5,6 6,0 nd 39,6 53,3 ND ND 0,25 0,050

nd = ndo detectado; ND =nao determinado



Tabela A.4.6. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 2,0 g/L de vanilina e 1,0 g/L de

siringaldeido (Ensaio 6).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. élafri)il(ijll Siringal. sir'é‘i(r:]igi?:o
(h) @L @b @@L @Y @Y @ @Y gy @ g
0 57 33 193 1120 nd ND ND 23 nd 1,2 nd
24 56 34 nd 101,3 1,2 ND ND nd 2,2 0,87 0,020
48 5,7 41 nd 88,8 15,0 ND ND nd 2,4 0,64 0,020
72 56 49 nd 69,8 30,6 ND ND nd 23 0,36 0,030
9% 5,6 49 nd 54,4 43,0 ND ND nd 2,7 0,21 0,040

nd = ndo detectado; ND = ndo determinado

Tabela A.4.7. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 1,0 g/L de vanilina (Ensaio 7).

Tempo X  Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanilina é;cr?“‘i’l'
(h) (/L)  (9/b) (L) (g/L)  (9/L) (L)  (g/b) (/L)
0 57 33 190 1109 nd ND  ND 1.1 nd
24 55 57 nd 82 131 ND ND  nd 1,1
48 56 62 nd 598 367 ND ND nd 11
72 55 81 nd 332 58 ND ND nd 1,1
% 54 74 nd 121 750 ND ND nd 1,0

nd = ndo detectado; ND = ndo determinado

Tabela A.4.8. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.
guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 1,0 g/L de vanilina e 2,0 g/L de

siringaldeido (Ensaio 8).

Tempo X  Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. élafr?il(i)ll Siringal. sir'é‘iﬁigi?:o
M T En @ @ @Y @ Y@L gy @ g
0 57 32 192 1123 nd ND ND 0,92 nd 1,9 nd
24 56 33 Nd 106,1 0,48 ND ND nd 1,1 1,7 0,020
48 57 4,0 Nd 96,8 44 ND ND nd 1,3 1,6 0,030
72 56 44 Nd 858 13,4 ND ND nd 1,2 1,2 0,030
9% 5,6 4,3 Nd 73,7 23,6 ND ND nd 1,0 0,93 0,040

nd = ndo detectado; ND = ndo determinado



Tabela A.4.9. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.

guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 1,0 g/L de vanilina e 1,0 g/L de
siringaldeido (Ensaio 9).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. élafri)il(ijll Siringal. sir'é‘i(r:]igi?:o
(h) @L @Y @Y @ @ @Y L g, @D g,
0 57 2,7 189 110,7 nd ND ND 1,0 nd 1,0 nd
24 57 3,7 nd 103,5 3,1 ND ND nd 1,1 0,90 0,010
48 5,7 4.2 nd 85,9 16,7 ND ND nd 1,2 0,68 0,020
72 57 45 nd 69,3 31,5 ND ND nd 1,2 0,49 0,030
96 5,7 45 nd 53,5 453 ND ND nd 1,3 0,32 0,040

nd = ndo detectado; ND = ndo determinado

Tabela A.4.10. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.

guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 1,0 g/L de vanilina e 1,0 g/L de
siringaldeido (Ensaio 10).

Tempo X Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. C\g’rﬁl‘l’l‘ Sifingal. Sir”*i‘r’]igigo
® Py @y e U @D @D O gy @D g
0 57 2,3 11,0 92,4 nd nd nd 0,87 nd 0,90 nd
24 56 35 nd 80 33 13 61 nd 11 081 0,030
48 56 38 nd 696 164 11 26 nd 1,1 067 0,020
72 56 40 nd 536 301 08 53 nd 1,1 046 0,030
9% 56 44 nd 373 406 nd nd nd 1,1 028 0,030

nd = ndo detectado

Tabela A.4.11. Ensaio fermentativo de bioconversdo de xilose em xilitol por C.

guilliermondii cultivada em meio semi-sintético com 3,0 g/L iniciais de
células e pH 5,5, suplementado com 1,0 g/L de vanilina e 1,0 g/L de
siringaldeido (Ensaio 11).

Tempo X  Glicose Xilose Xilitol Glicerol Etanol Vanil. élafr?il(i)ll Siringal. sir'é‘iﬁigi?:o
(h) @b @b (@b @b @b @b WL gy @O G
0 57 22 10,7 912 nd nd nd 087 nd 0,90 nd
24 56 36 nd 839 30 054 5,1 nd 1,1 0,84 0,010
48 56 3,9 nd 69,7 16,5 0,83 4,6 nd 1,1 0,62 0,020
72 56 42 nd 52,5 30,3 0,87 4,7 nd 1,0 0,47 0,030
9% 56 45 nd 37,7 43,7 1,2 4,5 nd 1,2 0,30 0,040

nd = ndo detectado



