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RESUMO

Avaliaciao da producéo biotecnolégica de xilitol em reator de coluna de
bolhas utilizando hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-aciicar:
efeito da aeracdo e do fator de concentracdo do hidrolisado. Rodrigo Pitanga
Guedes. Dissertacao de mestrado. Programa de Pos-Graduacio em Biotecnologia
Industrial, Departamento de Biotecnologia, Faculdade de Engenharia Quimica de
Lorena. Orientador: Silvio Silvério da Silva (Departamento de Biotecnologia,
FAENQUIL, CP. 116, 12600-000, Lorena, SP, Brasil). Banca Examinadora: Dr.
Marco Anténio Moreira Furtado e Dr. Arnaldo Marcio Ramalho Prata. Fevereiro de
2005.

Recentes pesquisas demonstram a crescente aplicacio do xilitol em
diversas areas, principalmente nas industrias alimenticia e farmacéutica. O xilitol
€ produzido atualmente em escala industrial por reducio quimica da xilose
derivada de hidrolisado hemicelulésico sob altas pressées e temperaturas,
necessitando de etapas intensivas de purificacdo antes e durarite o processo de
catalise. Estas etapas, aliadas ao alto custo energético do processo motvam a
busca de vias alternativas de producdo. Uma destas é a via biotecnolagica, pois
algumas leveduras produzem xilitol sob condicées adequadas de fermentacao.
Entre outras vantagens do processo fermentativo, destaca-se a possibilidade do
uso direto do hidrolisado hemicelulésico e a utilizacédo de condicoes amenas de
temperatura e pressao.

O presente trabalho teve como objetivo determinar as condicées
operacionais de obtencéo de xilitol em reator de coluna de bolhas utilizando
células livres de Candida guilliermondii FTI 20037. As fermentacées foram
realizadas em bateladas simples de acordo com um planejamento fatorial 22,
sendo estudadas as variaveis: vazio de aeracao e o fator de concentracao do
hidrolisado. Como resultado dos experimentos, o maior valor de Yp/s (0,46g/g) e
concentracao de xilitol (23,57g/1) foi obtido na vazao de ar de 60ml/min e no
hidrolisado com fator de concentracéo de 5 vezes.

Pela analise estatistica, observou-se que o modelo linear com termo de
interacdo foi adequado para representar o efeito das varaveis estudadas na
producao de xilitol neste bioreator, com nivel de significancia de 90%. De acordo
com estes resultados, a producdo de xilitol utilizando o reator de coluna de
bolhas nas condic¢des propostas, apresenta-se como uma alternativa viavel.
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ABSTRACT

Evaluation of biotechnological production of xylitol in a bubble column
reactor using sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysates: effect of air
flow rate and hydrolysate concentration factor. Rodrigo Pitanga Guedes.
Dissertacdo de mestrado. Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia
Industrial, Departamento de Biotecnologia, Faculdade de Engenharia Quimica de
Lorena. Orientador: Silvio Silvério da Silva (Departamento de Biotecnologia,
FAENQUIL, CP. 116, 12600-000, Lorena, SP, Brasil). Banca Examinadora: Dr.
Marco Antonio Moreira Furtado e Dr. Arnaldo Marcio Ramalho Prata. Fevereiro de
2005.

Researchs have demonstrated the increasing application of xylitol in
several areas, mainly in the food and pharmaceutical industries. Xylitol is
nowadays produced by chemical reduction of xylose derived from hemicellulosic
hydrolysates at high pressure and temperature conditions, needing intensive
stages of purification before and during the catalysis. These stages associated to
the high energetic cost of the process, motivate the search for alternative ways for
xylitol production. The biotechnological rote is one way, because several yeasts
produce xylitol under adequate conditions of fermentation. The fermentation
process for xylitol production has as advantages the possibility of direct use of the
hemicellulosic hydrolysate and the utilization mild temperature and pressure
conditions without previous xylose purification.

The objective of this work was to determine the operational conditions for
xylitol obtainment in a bubble column reactor, using free cells of Candida
guilliermondii FT1 20037. The fermentations were performed in simple batches,
according to a 22 factorial experimental design. The values of air flow rate and
hydrolysate concentration factor were analyzed as result of the experiments, the
maximum values of Yp/s (0,46g/g) and xylitol concentration (23,57g/l) were
obtained at 60ml/min air flow rate and with a five-fold concentrated hydrolysate.

By the statistical analysis, it was observed that the linear model with
interaction term was adequate to represent the effect of the studied parameters
on the xylitol production in this bioreactor, at 90% significance level. According to
these results, the xylitol production using the bubble column reactor under the
predicted conditions, shows to be a viable alternative.
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1. INTRODUCAO

A crescente crise energética mundial tem motivado grupos de pesquisa
a buscar fontes alternativas de energia, principalmente para obtencao de
produtos de elevado valor agregado. Dentro deste contexto, os materiais
lignocelulésicos sao importantes por apresentar baixo custo e representarem
uma fonte renovavel de energia.

O xilitol € um poliol que vem se destacando nas areas alimenticia,
odontolégica, farmacéutica e médica, apresentando significativo potencial de
aplicacao em outros segmentos industriais. Dentre suas propriedades,
apresenta poder adocante semelhante & sacarose, acdo anticariogénica, €
indicado para o consumo por diabéticos, para pessoas obesas e para pacientes
portadores de deficiéncia de glicose 6-P-desidrogenase. Atualmente o xilitol é
produzido em escala industrial por via quimica a partir de xilose pura extraida
de hidrolisados hemicelulésicos, sob condicoes de elevada pressio e
temperatura. Esta reagdo exige a presenca do catalisador niquel, o que
dificulta as etapas posteriores a producio, para remocao de residuos deste
catalisador,

Recentes ‘pesquisas demonstram que a via biotecnoldgica é outra
possibilidade de obtencao de xilitol, e grandes esforcos estdo sendo
empreendidos para estabelecimento de uma tecnologia por via fermentativa
para obtencao deste produto.

Apesar da nao existéncia de estudos especificos sobre a viabilidade
economica do processo biotecnolégico, acredita-se que a via fermentativa
resultara em custos menores de produgdo quando comparada i via quimica
utilizada e consequentemente no aumento do uso do xilitol e de seus
beneficios 4 satide humana. Atualmente, a via biotecnolégica é muito
estudada devido a fatores como uso de temperaturas amenas e pressio
atmosférica, além da facilidade de algumas leveduras utilizarem a xilose
presente no hidrolisado hemicelulésico diretamente sem prévia purificacéo,
onde apenas um simples tratamento fisico-quimico do hidrolisado é
necessario. Outra vantagem significativa do processo biotecnolégico é a
geracdo de efluentes que sio facilmente trataveis, reduzindo a poluicio

ambiental.



Atualmente, os trabalhos de pesquisa do Grupo de Microbiologia
Aplicada e Bioprocessos (GMBio) do Departamento de Biotecnologia
(DEBIQ) — FAENQUIL - objetivando a producéao de xilitol tém sido direcionados
para o estabelecimento dos variaveis operacionais e das opgdes de processo
que maximizem a producdo de xilitol. Estdo em execucdo também
investigacoes sobre as etapas de tratamento do hidrolisado e desenvolvimento
de técnicas de separacio do produto do meio fermentado.

Na bioproducéo de xilitol os reatores do tipo tanque com agitacao sao os
mais comuns para uso com suspensoes de células livres. Estes reatores
promovem a agitacdo do meio mecanicamente, que pode gerar desvantagens
para o processo. Qutro reator utilizado € o de coluna de bolhas, que promove a
agitacio do meio pneumaticamente. Estes reatores sao importantes na
industria quimica e biotecnologica (MICHELE; HEMPEL, 2002), e, objetivando
a obtencao de melhores condicoes de transferéncia de massa, utilizou-se neste
trabalho este biorreator.

Entre os fatores fundamentais que interferem na produtividade de xilitol
em processos conduzidos em biorreator destacam-se:

a vazao de ar é um dos fatores operacionais de fundamental
importancia na formacdo de xilitol por leveduras. Esta variavel influencia na
quantidade de células presentes (crescimento celular) e na produtividade de
xilitol e

_ o fator de concentracio do hidrolisado é também uma variavel que
influencia na taxa de crescimento celulér e na produtividade de xilitol, uma
vez que o aumento da concentracao do hidrolisado proporciona o aumento na
concentracio inicial de xilose, favorecendo a producéao de xilitol.

Estas variaveis estdo interligadas e direcionadas a transferéncia de
oxigénio no reator. Desta forma é fundamental um estudo destas variaveis
individuais e a verificacdo do efeito da interacdo entre elas, visando obter
elevadas produtividades em xilitol, permitindo o desenvolvimento de uma
tecnologia alternativa que possa ter aplicacao industrial.

Com relacdo a vazao de ar, é importante observar que nenhum estudo
ainda foi realizado com relacdo a avaliacdo desta variavel para producao de
xilitol em reator de coluna de bolhas a partir de bagaco de cana-de-acucar,
utilizando células livres. Deve-se salientar também que dados da literatura

(PARAJO et al.,, 1998; WINKELHAUSEN; KUSMANQOVA, 1998) apontam a
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necessidade de que o estudo da influéncia da aeracdo na producao de xilitol
seja feito considerando-se também a concentracao inicial de substrato, uma
vez que os efeitos combinados destas duas variaveis exercem forte influéncia
sobre a producao de xilitol. Desta forma, é indicado que sejam avaliados
simultaneamente as variaveis: vazdo de ar e fator de concentracio do
hidrolisado, que esta diretamente interligado com a concentracdo inicial de
xilose.

Considerando estas variaveis operacionais fundamentais para o
estabelecimento de uma tecnologia eficiente de obtencao de xilitol, o presente
projeto teve como objetivo avaliar a influéncia destas variaveis no uso de
células livres de Candida guilliermondii FT1 20037, para a obtencéo de xilitol a
partir de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acticar em
bateladas simples utilizando um reator de coluna de bolhas.

Deve-se salientar que este trabalho € uma proposta inovadora para a
obtencao de xilitol por via microbiana a partir de hidrolisados hemicelulésicos
de bagaco de cana-de-acucar, proporcionando uma melhor compreensao deste
bioprocesso, o que contribuira para estudos futuros visando a sua aplicacdo
em escala industrial, permitindo a maior utilizacdo de xilitol e de seus

inimeros beneficios a populacio brasileira.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. MATERIAS PRIMAS LIGNOCELULOSICAS

A atual crise petrolifera tem estimulado a utilizacdo de energias
alternativas, principalmente para reducao de custos dos processos industriais
e consequentemente do produto final. Dentre as fontes alternativas de energia,
destaca-se os materiais lignocelulosicos. Segundo a U. S. Departament of
Energy (2004), os materiais lignocelulésicos ndo tem sido aproveitados em
todo seu potencial devido ao desconhecimento ou a nao existéncia de
tecnologias disponiveis para serem prontamente aplicadas, ou tém sido
utilizadas de forma menos valorizada, como a queima direta em sistemas de
co-geracao de energia.

Estes materiais sao fontes abundantes de compostos organicos,
apresentando grande potencial de uso como matéria prima em processos
industriais para a producao de alimentos, combustiveis, insumos quimicos,
enzimas e bens de consumo diversos (MOO-YOUNG et al., 1986; TSAO, 1986;
BUCHERT et al,, 1989; LEE, 1997; LOWRIER, 1998; WINKELHAUSEN;
KUSMANOVA, 1998; KADAM et al., 2000; LATIF; RAJOCA, 2001).

Estes materiais sao os principais constituintes da biomassa vegetal,
como a de residuos agricolas e florestais (palha de arroz, eucalipto, bagaco de
cana-de-acucar e sabugo de milho), os quais sdo acumulados no ambiente,
ocasionando problemas de poluicdo devido ao risco de combustio espontanea,
como por exemplo do bagaco de cana armazenado (LAVARAK et al., 2000) e
representando a perda de valiosos recursos (KUHAD; SING, 1993). Assim, é
importante que se desenvolvam técnicas para o aproveitamento de residuos
lignocelulésicos na obtenciao de produtos 1uteis 4 humanidade e, com este
objetivo, o emprego de processos fermentativos tem sido bastante estudado.
Como exemplo, citam-se trabalhos de pesquisa sobre o uso dos carbohidratos
presentes na biomassa vegetal para a producdo de butanodiol (FRAZER;
McCASKEY, 1989), etanol (LEE, 1997; SUN; CHENG, 2002), proteina
microbiana (MEYER et al., 1992) e xilitol (FELIPE et al., 1993; FELIPE et al.,
1997a; MARTINEZ et al.,, 2002). Encontram-se publicacbes recentes que
descrevem bioprocessos que tém sido desenvolvidos utilizando matérias
primas para a producao de produtos de valor agregado como enzimas, acidos

organicos, aminoacidos e metabdlicos secundarios ativos biologicamente,
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dentre outros produtos (PANDEY et al., 2000b; PANDEY et al., 1988; PANDEY,
1992; PANDEY, 1994; VANDENBERGHE et al., 2000; PANDEY et al., 1999a;
PANDEY et al., 1999b; PANDEY et al., 1999c).

O potencial e as caracteristicas especificas das técnicas para o uso
destes materiais relacionam-se intimamente a sua constituicdo. Residuos
lignocelulosicos sao constituidos basicamente por trés componentes
macromoleculares: dois deles - celulose e hemicelulose - sdo formados por
polissacarideos e o outro por um material polifenodlico, a lignina, sendo que a
composicao e a propor¢cao entre estes constituintes variam de acordo com a
espécie vegetal da qual se originaram (KUHAD; SING, 1993; KLEMM et al.,
1998). ‘

A celulose, material organico mais abundante na natureza (PANDEY et
al., 2000a), € um polimero linear de alto massa molecular, insoluvel em agua,
constituido por unidades de celobiose ligadas entre si por ligacoes p-1,4
glicosidicas (KLEMM et al., 1998). O grau de polimerizacdo, medido pelo
numero de residuos de glicose, varia de 1000 a 50000, dependendo da origem
(TSAO, 1986; FENGEL; WENEGER, 1989). Este polimero natural é a
substancia base de muitos produtos, como papel, filmes, fibras e aditivos
(FENGEL; WENEGER, 1989). E amplamente utilizada na fabricacio de papel e
sua maior fonte € a madeira (ANFPC, 1995).

A hemicelulose, podendo representar até 40% do material da parede
celular dos vegetais (TOIVARI et al., 2001) e agindo como composto de reserva
e sustentacédo, € um heteropolimero formado por pentoses (xilose e arabinose)
e por hexoses (glicose, manose e galactose) e seus correspondentes acidos
urdnicos. Esta fracdo € geralmente acetilada e sua composicio varia
amplamente, dependendo da espécie considerada, do tipo de crescimento do
tecido € do método de extracéo. O grau de polimerizacdo deste heteropolimero
€ geralmente inferior a 200 unidades (FENGEL; WEGNER, 1989).

Outra fracdo dos materiais lignocelulésicos é a lignina, uma
macromolécula polifenélica amorfa composta principalmente por unidades de
fenilpropano, cuja estrutura provém da polimerizacao iniciada por enzimas,
dos seguintes precursores primarios: alcool trans-coniferilico, alcool trans-
sinapilico e alcool trans-para-cumarico. O mecanismo de biossintese da
lignina ocorre a partir da reacédo destes trés difrentes alcoois cinamilicos

precursores (FERRAZ, 2001). Na biomassa vegetal, esta associada a celulose e
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hemicelulose, o que impede a degradacao destes materiais, ou seja, a lignina
confere rigidez e baixa reatividade ao conjunto de fibras dos vegetais. Além
disso, tecidos lignificados resistem ao ataque de microorganismos, impedindo
a penetracao de enzimas destruidoras no tecido celular (D’ALMEIDA, 1988;
FENGEL; WENEGER, 1989).

Uma das himitacées para o aproveitamento integral de todas as fracoes
dos residuos lignocelulésicos € a prépria estrutura da biomassa. Geralmente, é
necessaria a ruptura do complexo lignina-celulose-hemicelulose ou a remocao
de cada fracado por técnicas de pré-tratamento e deslignificacdo. Sem este
tratamento preliminar € dificil a biomassa ser aproveitada em processos
industriais, pois a associacdo de suas fracdes constituintes lhe confere grande
resisténcia ao ataque de agentes quimicos, enzimaticos ou microbianos (PURI;
PEARCE, 1986; FENGEL; WENEGER, 1989). Segundo PARAJO et al. (1998b),
a separacao simultanea dos trés principais grupos de polimeros da biomassa
em sua forma polimérica nédo é possivel com o uso dos procedimentos
convencionais de separacao (como cristalizacio, precipitacio ou extracao).
Pelo menos um dos polimeros é degradado por tratamentos baseados nas
diferencas em suas propriedades quimicas. Celulose e hemicelulose, por
exemplo, sdo menos susceptiveis a oxidaciao que a lignina mas, em contraste,
ambas podem ser hidrolisadas por acidos, ao contrario do polimero fenélico,
que permanece como um residuo sélido no meio acido.

Diversos métodos tém sido empregados para hidrélise dos componentes
dos materiais lignocelulosicos (SUN; CHENG, 2002), tornando-os tuteis para
uso em bioprocessos. Como exemplo destes métodos, pode-se citar hidrélise
alcalina (FENGEL; WENEGER, 1989); explosio a vapor (SILVA, 1989),
hidrolise enzimatica (TSAO, 1986) e hidrélise acida (PESSOA Jr., 1991). A
fracdo hemicelulésica, por apresentar uma estrutura aberta, tem a difusdo do
catalisador facilitada dentro da cadeia polimérica, o que aumenta o
rendimento das reacoes de hidrélise. Este fato, associado a sua estrutura
heterogénea e baixo grau de polimerizacdo, faz com que este constituinte da
biomassa seja bastante atrativo para uso em processos fermentativos
(JEFFRIES, 1983; MAGGE; KOSARIC, 1985). A hidrélise da hemicelulose
usando solucoes de acido diluido tem sido estudada por diferentes
pesquisadores (NGYUEN et al., 1999; KIM et al., 2000b; NEUREITER et al.,

2002). Os resultados obtidos dependem claramente do.tipo de matéria prima e
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condicoes operacionais utilizadas. A hidrélise da fracao hemicelulésica resulta
a solubilizacao e a destruicao parcial dos acucares produzidos. Como
consequeéncia, a quantidade de agucar recuperado da matéria prima depende
do tempo de reacao, temperatura e concentracido do acido {(PESSOA et al.,
1996). De acordo com NEUREITER et al. (2002), a concentracao do acido é o
parametro mais importante que afeta o rendimento da hidrélise, enquanto
para a formacao de subprodutos da degradacédo de acuicares (inibidores do
metabolismo microbiano), a temperatura tem maior impacto. A hidrélise acida
tem sido a mais eficiente na obtencdo de aclcares, a pértir da fracao
hemicelulésica, para uso como fonte de carbono em fermentacées, sendo o
acido sulfarico (NGYUEN et al., 2000; NGUYEN et al., 1999) e cloridrico os
mais comumente empregados para este fim (FENGEL; WENEGER, 1989;
PESSOA Jr., 1991; PARAJO et al., 1998b).

Especificamente, quando a presenca de xilose no hidrolisado é
desejada, a matéria prima deve ser submetida a uma hidrélise acida branda e
seletiva (pré-hidrolise) para a obtencao de uma solucao rica neste acicar e um
residuo solido de celulose e lignina. O hidrolisado rico em xilose obtido pode
ser usado como meio fermentativo para producao de xilitol (ROBERTO et al.,
1999; SILVA et al., 2001a; SILVA et al., 2001b). Esta pré-hidrélise é vantajosa
quando usada para este fim, prevenindo a formacdo de produtos de
degradacdo e aumentando a susceptibilidade da celulose (macromolécula nao
solivel no hidrolisado) a hidrélise subseqiiente. Além disso, reduz o
requerimento do uso de equipamentos protegidos contra corrosdo, o que torna

o processo mais barato (MAGEE; KOSARIC, 1985; PARAJO et al., 1998b).

2.1.1. Bagaco de cana de aciicar

No Brasil, o mais abundante residuo lignocelulésico é o bagaco de cana-
de-acucar, material fibroso obtido apés a moagem da cana e extracéo do caldo.
Enquanto a producéo mundial de bagaco de cana-de-acucar é de cerca de 234
milhoes de toneladas de por ano (ORLANDO et al., 2002), no Brasil, de acordo
com o Ministério da Agricultura (2004}, a producdo de cana de acluicar em
2003 foi estimada em 386 milhoes de toneladas, o que corresponde a uma
producdo de bagaco de cerca de 103 milhdes de toneladas, segundo a

proporcao indicada por PROCKNOR (2000). Além da industria acucareira



(producao de acucar de 7,2 milhoes de toneladas por ano), em funcao do
projeto PROALCOOL (Programa Brasileiro do Alcool), a produciao de alcool no
Brasil € grande (cerca de 12,3 milhées de metros cibicos por ano) (RIPOLI et
al., 2000). Assim, a geracao de residuos de cana-de-actucar sera ainda mais
intensificada (BELIK; SILVA, 1999). Em termos energéticos as induastrias de
acucar e alcool sao sustentaveis, onde cerca de 90% do bagaco (poder
calorifico de 18,322 KJ.Kg!) € utilizado; no entanto, o consumo pode ser
reduzido para cerca de 70%, se o sistema de geracao de vapor for otimizado.
De acordo com FAIRBANKS (1999), apesar de grande parte deste residuo ser
utilizada pela propria industria como fonte de energia, o excedente tende a
aumentar em um futuro préximo devido a oferta do gas natural boliviano,
disponibilizado ao mercado brasileiro através do gasoduto Bolivia-Brasil.
Ainda de acordo com este autor, a chegada do gas natural pode colocar em
risco a queima do bagaco de cana-de-acticar e incentivar a valorizacio deste
produto, uma vez que o gas € um combustivel eficiente, nao deixa residuos e
reduz a poluicdo ambiental. O bagaco pode também ser utilizado como
suplemento em racédo animal, mas ainda assim ha um grande excedente deste
material. Outras alternativas potenciais de utilizacdo do bagaco como matéria
prima sao a producéo de xilitol, etanol, hidroxi-metil-furfural, papel e celulose,
revestimentos acusticos, madeira prensada, forragem para agricultura, alcool,
alcaléides e enzimas (LACORTE et al.,, 1986; DOMINGUEZ et al., 1996;
PANDEY et al., 2000a).

O bagaco de cana-de-aclcar e outros residuos agro-industriais como
palha de arroz, eucalipto e sabugo de milho, fazem parte da biomassa vegetal,
e sdo acumulados no ambiente, ocasionando problemas de poluicdo e
representando a perda de valiosos recursos (KUHAD; SING, 1993; PANDEY et
al., 2000a). Assim, é importante que se desenvolvam técnicas para o
aproveitamento destes residuos que apresentam uma fonte de compostos de
carbono abundante e barata na obtencdo de produtos tteis & humanidade
(LEATHERS, 2003; LATIF, 2001) e, com este objetivo, o emprego de processos
fermentativos tem sido bastante estudados (FRAZER; McCASKEY, 1989;
MEYER et al., 1992; FELIPE et al.,, 1993; WINKELHAUSEN; KUSMANOVA,
1998; SOCCOL et al., 2003}.

Entre as alternativas que tém sido pesquisadas, uma que tem se

mostrado bastante promissora é o uso de hidrolisados hemicelulésicos de
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bagaco de cana-de-a¢ucar para a producéao de xilitol, adocante alternativo com
importantes aplicacoes industriais (MOLWITZ et al., 1996; PANDEY et al.,
2000a).

2.1.2. Utilizacao do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana como
fonte de carbono e energia para producéo de xilitol

Hidrolisados hemicelulésicos obtidos de residuos tém  sido
freqientemente utilizados em estudos para desenvolvimento de bioprocessos
tecnicamente e economicamente viaveis para obtencdo de xilitol (McMILLAN,
1994). O baixo custo do hidrolisado hemicelulésico utilizado como substrato
para a fermentacao (KIM, 1999; WHISTLETT, 1993; KIM, 2000a) é uma das
principais vantagens para utiliza-lo como meio fermentativo. ‘

O maior problema associado com a utilizacao de hidrolisados
lignocelulésicos como meio de cultura € sua pobre fermentabilidade,
principalmente quando ele contém alta concentracido de xilose. Durante a
hidrélise acida de materiais lignoceluldsicos, além da mistura de acuicares
(hexoses e pentoses) diluidos, diferentes compostos téxicos sao formados, tais
como: furfural e hidroxi-metil-furfural (produtos de degradacdo de acucar),
compostos aromaticos e poliaromaticos (produtos de degradacéo de lignina) e
acido acético (substancia liberada da estrutura da hemicelulose), dentre
outros. Estas substancias sédo inibidoras do metabolismo microbiano (LEE;
McCASKEY, 1983; JEFFRIES, 1985; PALMQVIST, 2000).

Hidrolisados hemicelulésicos tem uma mistura complexa de acucares
que incluem xilose, arabinose, glicose, galactose e manose (PEREGO et al.,
1990; ROBERTO et al., 1995; HESPELL et al., 1997). Estes aclcares podem
influenciar o rendimento e a produtividade de xilitol durante a fermentacéo da
xilose (WALTHER et al., 2001). Na TABELA 1, encontra-se a composicdo de
hidrolisados hemicelulosicos provenientes de diversas matérias primas.

Para a producao de xilitol usando hidrolisados hemicelulésicos, o
processo € afetado pela concentracéo de acicares no meio fermentativo, pela
proporcao entre estes acgucares e pelos compostos toxicos liberados durante o
processo de hidrélise. Por exemplo, altas concentracées de monoses podem
causar “estresse” osmoético, inibir a inducao de enzimas redutoras de xilose ou
levar a uma producéo de etanol que excede o nivel de tolerancia da levedura.

Adicionalmente, a proporcao ente as monoses pode influenciar no transporte
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ou cinética enzimatica, nos casos onde ambos aclcares competem pelo
mesmo sistema de transporte ou sao simultaneamente metabolizados

(WALTHER et al., 2001).

2.2. XILITOL
2.2.1. Propriedades e emprego

O xilitol é um poliol encontrado nos organismos de mamiferos, sendo
produzido em pequena quantidade como produto intermediario do
metabolismo de carbohidratos (PEPPER; OLINGER, 1988). Apresenta
caracteristicas fisico-quimicas que o tormam um produto de grande
aplicabilidade em varios segmentos industriais (TABELA 2). Dentre estas
caracteristicas destacam-se a sua alta solubilidade em &agua e sua boa
estabilidade fisica e biolégica, o que o torna uma substancia adequada para
diversas aplicacoes alimenticias e farmacéuticas (MANS et al., 1973; EMODI,
1978; BAR, 1991; PARAJO, 1998; AGUIAR, 1999). Seu calor de dissolucéao
(34,8 cal/g - endotérmico) promove um prazeroso efeito refrescante, o que o
torna adequado para uso em balas e gomas de mascar (PARAJO et al., 1996;
KIM et al., 1999). O poder de edulcoracéo do xilitol € muito semelhante ao da
sacarose, ou seja, a mesma quantidade deste ou daquele tem igual efeito nos
alimentos (MAKINEN, 2000a). Existem varias caracteristicas que fazem do
xilitol uma substancia atrativa para uso em diferentes produtos comerciais.
Seu uso € indicado para pessoas diabéticas, uma vez que seu metabolismo é
independente de insulina (YLIKAHRI, 1979; PEPPER; OLINGER, 1988;
HEIKILLA et al., 1991; MAKINEN, 2000b; RANGASWAMI; AGBLEVOR, 2002).
E ainda indicado para pacientes portadores de deficiéncia da enzima glicose 6-
fosfato desidrogenase (BAR, 1991) e como adocante dietético (MAKINEN, 1976;
EMODI, 1978). Entre as principais propriedades deste composto, entretanto,
destaque deve ser dado a seu poder anti € ndo cariogénico (SCHINIM et al.,
1975; AGUIRRE-ZERO et al., 1993; ALANEN et al., 2000; RANGASWAMI;
AGBLEVOR, 2002). E ndo cariogénico, uma vez que os microrganismos
normalmente encontrados na cavidade oral ndo sao capazes de metaboliza-lo,
0 que impede que os mesmos produzam acidos que ataquem o esmalte dos

dentes provocando as lesdes que produzem carie. Além disso, estudos tém
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demonstrado que o xilitol auxilia na remineralizacdo de lesodes iniciais,
fenémeno ainda nao completamente explicado, que interfere no fluxo, na
composicao da saliva e no equilibrio entre desmineralizacio e remineralizacao
do esmalte (SCHINIM et al., 1975; AGUIRRE-ZERO et al., 1993). MAKINEN;
ISOKANGAS (1988) relatam diversos estudos realizados em diferentes paises
que comprovaram a eficacia do uso de xilitol na prevencdo de caries em
criangas. Por isto € usado em produtos de higiene oral para reducio de caries
em criancas (MAKINEN, 2000a; MAKINEN, 2000b).

IWATA et al. (2003) comprovaram a eficacia de pastas de dentes
contendo xilitol e flior na efetividade da reducao da retencédo de glicose
quando comparados com pastas de dentes somente com flior ou com aqueles
que nao possuem flaor e xilitol (FIGURA 2).

Atualmente ¢é utilizado pela sua capacidade de prevenir otite
(RANGASWAMI e AGBLEVOR, 2002), e de ser usado como um adocante
(FIGURA 3) ou excipiente em xaropes, ténicos e formulacdes vitaminicas
(BAKR, 1997). Devido a suas propriedades farmacéuticas unicas, a demanda
mundial esta aumentando (EMODI, 1978; MAKINEN, 2000b).

Outras aplicagoes deste polialcool tém sido estudadas, como € o caso do
uso do mesmo como agente de prevencio de infecgoes em criancas (UHARI et
al., 2000) e novas aplicacdes na area médica encontram-se em estudo. Além
disto, é considerado um aditivo GRAS (Generally Recognised as Safe) pela FDA
(Food and Drug Administrations - USA), o que permite o seu uso em produtos
sem riscos a saude humana. Comercialmente ja sdo encontrados varios
produtos que contém xilitol em sua formulacido. No Brasil, observa-se um
crescente interesse no uso de xilitol em diversos produtos. Na area de
dentifricios podem ser destacados os cremes dentais Fluotrat e Sorriso (Acdo
total), entre outros. Existem também guloseimas formuladas a base de xilitol

como, por exemplo, o chiclete Trident e a bala Smints (FIGURA 1).
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TABELA 2: Propriedades fisico-quimicas do xilitol (HYVONEN et al., 1982;

BAR, 1986).

Formula Molecular

CsHi20s

Massa Molecular

152,15 g/mol

Aparéncia Po cristalino de cor branca
Odor Nao apresenta

Sabor Doce

Ponto de fusao 92-96 °C

Ponto de ebulicao 216 °C

Solubilidade a 20 °C

169g/100gH-20, parcialmente soluvel
em etanol e metanol

pH da solucao 5% (p/v)

5-7

Densidade da solucao

10%, 1,03g/ml; 60%, 1,23 g/ml

Viscosidade da solucao a 20 °C

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

Calor de dissolucao

~34,8 cal/g

Poder adocante Semelhante ao da sacarose, maior
que os do sorbitol e manitol

Valor calérico 4 Kcal/g

Estabilidade Estavel a 120°C, nao sofre

caramelizacio; estavel também sob
condi¢cées usuais em processamento
de alimentos; caramelizacdo ocorre se
aquecido por alguns minutos em
temperatura proxima a do ponto de
ebulicao
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2.2.2. Produtos com xilitol em diferentes paises

FIGURA 1: Balas e chicletes com xilitol.

14



FIGURA 2: Produtos odontolégicos e farmacéuticos com xilitol.

FIGURA 3: Adocantes com xilitol.
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2.2.3. Processos de producédo de xilitol

O xilitol ocorre naturalmente em pequenas quantidades em certos
frutos e vegetais, entretanto, a extracao é partir dessas fontes €
economicamente inviavel devido as baixas concentragbes encontradas
(MEYRIAL et al., 1991). O xilitol pode ser obitdo por extra¢ao solido-liquido
(PARAJO et al., 1998a), por sintese quimica (MELAJAR; HAMALAINEN, 1997
apud SILVA et al., 1994; MIKKOLA et al., 2000} ou por sintese microbiologica
utilizando microorganismos como catalisadores (HEIKKILA, 1992; FELIPE et
al., 1997a; CARVALHO et al., 2003). A Figura 4 apresenta um esquema das

tecnologias possiveis de obtencao de xilitol.

i Fruias & Vegetais } Lipnocetuldsicos
sontende Xilana
Agenti e )
otragio
e *r Catalisador
acidc) “.
Extragie (eido) ™y
Silisn-liquido ¥

‘ Hidifsise ;

Ha [Saiuc;&o Caontendo Xilose H Purificagdo i

A , |
Hrgge;?:gﬁc Dethticaq&u l Kilogse Cornercial |
: £reimas efou
Produtos te Reagcao DAICTOrganisrs
4 ;
I Separacio/Purificagdio l { Canversio Biotecnoldgica l
: .'”‘, ,."""

il B

FIGURA 4: Tecnologias disponiveis para produgédo de xilitol (adaptado de
PARAJO et al., 1998).

2.2.4. Extracao sélido-liquido

O xilitol é encontrado naturalmente em frutas e vegetais, bem como em
leveduras, liquens, algas e fungos e pode ser recuperado a partir destas fontes
por extracdo soélido-liquido, mas devido as baixas concentragdes (menos que

900 mg/100g) encontradas nestas fontes &€ economicamente inviavel tal
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extracdo (HYVONEN et al., 1982, apud PARAJO et al.,, 1998a; PEPPER;
OLINGER, 1988, apud PARAJO et al., 1998a).

2.2.5. Converséo da xilose por via quimica

Em larga escala, este polialcool é produzido por reducdao quimica de
xilose derivada principalmente de hidrolisados de madeira, processo que
apresenta inumeras desvantagens, as quais encarecem o produto final,
destacando-se o uso de altas pressdes e temperaturas, e a necessidade de
etapas de purificacao tanto no “upstream” quanto no “downstream” (SILVA et
al., 1994; WINKELHAUSEN; KUSMANOVA, 1998). A solucdo produzida por
este processo requer, portanto, etapas de separacao e purificacao de alto custo
economico para finalmente obter xilitol puro (FAVERI et al., 2002).

Para a producao por via quimica (FIGURA 5), sdo necessarias extensivas
operacoes de troca i6nica e fracionamento cromatografico para a obtencéo da
xilose de elevada pureza. A etapa de hidrogenacdo ocorre em reatores
descontinuos a pressoes elevadas (50 atm) e temperatura na faixa de
80-140 °C, na presenca de catalisador niquel de Raney. Apds a remocao do
catalisador por filtracao e troca ib6nica, a solucdo hidrogenada contendo o
xilitol € concentrada, sofre fracionamento cromatografico utilizando resinas
cationicas € € cristalizada para a obtencdo do xilitol puro (MELAJA;
HAMALAINEM, 1977, apud SILVA et al., 1994; MIKKOLA et al., 2000).

A etapa critica desta rota de producao € a purificacao da xilose a partir
do hidrolisado hemicelulésico. Apesar da utilizacao de técnicas de troca iénica
e fracionamento cromatografico, os diversos agucares presentes no hidrolisado
nao sio totalmente separados ou removidos, e apreciaveis quantidades de
galactose, manose e arabinose presentes podem dificultar a etapa de
cristalizacéo e purificacdo da xilose (WINKELHAUSEN; KUSMANOVA, 1998). A
etapa de hidrogenacao ¢é dificultada pela geracdo de pequenas quantidades de
subprodutos, como a formacdo de xilulose por isomerizacéo, a qual pode ser
hidrogenada a arabitol (MIKKOLA et al., 2000).

A via quimica é utilizada para producdo comercial de xilitol pela
Finnsugar Ltd., empresa finlandesa cujo controle acionario passou a ser,
desde 1999, do grupo dinamarqués Danisco A/S (DANISCO SUGAR, 2002).
Nesta empresa, a matéria prima utilizada é a xilose pura obtida de xilana
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proveniente da hidrélise da fracdo hemicelulésica de bétulas (AGUIAR et al.,

1999},

Hicrolise de matérias
primasricas em pentoses

[Solugdo rica em ||

agucares

h 4
Troca ifnica
e descoloraciio

i Purificagio
final

: Sdugdo de pentose purificada
e »| Hidrogenagio
, b ; S clugdo de ||
Fracionam ento : poliol
e cristalizagdo ! ¥
i Fracionamento
i e cristalizagio
Melago de i
pentose i
i Melago de
i poliol
%
A 4 : r
Xilose {——-r-—! Kilitol

FIGURA S5: Producéo de xilitol por via quimica (HYVONEM et al., 1982, apud

SILVA et al., 1994).
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2.2.6. Conversao microbioldgica da xilose

A existéncia de desvantagens no processo convencional de producio de
xilitol tem motivado os pesquisadores a buscarem vias alternativas. Outra
motivacéao certamente € o alto nivel de poluicao e a necessidade de tratamento
dos residuos inerentes a rota quimica (WINKELHAUSEN; KUSMANOVA, 1998).
Um dos processos mais atrativos, atualmente, € a via biotecnologica
(WINKELHAUSEN; KUSMANOVA, 1998), a qual apresenta vantagens como o
uso de condi¢cdes mais brandas de pressao e temperatura (SILVA et al., 1997),
o baixo custo do hidrolisado hemicelulésico utilizado como substrato para a
fermentacao (KIM, 1999; WHISTLETT, 1993; KIM, 2000a) e a nao necessidade
de utilizacdo de xilose pura, uma vez que os microrganismos sio capazes de
converter xilose em xilitol diretamente a partir do hidrolisado (ROSEIRO. et al.,
1991; MUSSATO et al., 2004), além do fato da via biologica ndo levar a
formacédo de residuos téxicos que precisariam ser removidos nas etapas de
purificacao (OJAMO, 1988).

A producao microbiolégica de xilitol ocorre durante o metabolismo de
xilose por algumas espécies de leveduras. Dentre os microorganismos capazes
de produzir xilitol utilizando xilose, aé leveduras estdo se mostrando as
melhores produtoras (CONVERTI et al., 2002). Nos trabalhos desenvolvidos
pelo GMBio/DEBIQ ¢ utilizada a levedura Candida guilliermondii FTI 20037,
linhagem selecionada por BARBOSA et al. (1988), seja para uso em meios
sintéticos ou hidrolisados hemicelulésicos contendo xilose (SILVA et al., 1996;
FELIPE et al., 1996a; ROBERTO et al., 1996; SILVA et al., 1997; CONVERTI et
al., 1999;.

O metabolismo de xilose inicia-se, segundo KILIAN; van UDEN (1988),
com o transporte pela membrana celular por diferentes mecanismos. Apés a
xilose entrar na célula, a bioconversao de xilose em xilitol envolve a atividade
das enzimas xilose redutase (aldose redutase EC 1.1.1.21) e xilitol
desidrogenase (EC 1.1.1.9) (SENE et al., 2000). Em Candida guilliermondii FTI
20037 foi observado que esta enzima catalisa a reducio da xilose em xilitol na
presenca do cofator NADPH (SILVA et al., 1996). Posteriormente, o xilitol é
excretado para fora da célula ou oxidado em xilulose pela enzima xilitol
desidrogenase, que utiliza NAD* ou NAD(P) * como cofator (SLININGER et al.,

1987). A xilulose € entéo fosforilada a xilulose-5-fosfato, que pode, na via das
19



fosfopentoses, ser utilizada para formacdo de biomassa, ou pode ser
convertida em piruvato através do complexo transcetolase-transaldolase, que
faz a conexao entre via das fosfopentoses e via Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) (KIM et al., 1999). Na FIGURA 6 apresentam-se 0s passos iniciais do

metabolismo da xilose.

(Cadeia Respiratoria)
Hy( 02 %

3,

' PR S 1 ‘
NADPI?@ADP NAD

XILOSE X! XILITOL ThXILUL

S iRedutase

S

XILOSE "I

o]
FIGURA 6: Esquema simplificado do metabolismo de xilose em levedura
(adaptado de SIRISANSANEEYAKUL et al., 1995).

A capacidade de indugao do microorganismo, na presenca de xilose, das
enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase, para a obtencao de xilitol a
partir da conversao biotecnologica da xilose ¢ dependente da disponibilidade
dos cofatores NADH, e NAD* nas suas formas fosfatadas ou nio. Dependendo
da vazido de ar e do coeficiente de transferéncia de oxigénio, o NADH,
(fosfatado ou néo) pode ser utilizado na cadeia respiratéria para a fosforilagao
oxidativa (desvio para biomassa) ou pode ser utilizado como cofator pela
enzima XR (para a formacéo de xilitol). A FIGURA 7 apresenta um esquema do
metabolismo citado. Além do microorganismo, diversos sdo os fatores que
influenciam no processo fermentativo de obtencdo de xilitol, entre os quais
podem ser citados a presenca de inibidores, a temperatura, a concentracio
inicial de células, a concentracéo inicial de xilose, a agitacéo, o pH, a aeracio,
o fator de concentracdo do hidrolisado e o modo de conducédo do processo
(RAO et al., 2004).
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FIGURA 7: Via Metabolica utilizada na fermentacéo de D-xilose por leveduras.

+A xilose foi o agicar que proporcionou a melhor atividade das enzimas
XR e XDH de C. guilliermondii, sendo de 92% e 94%, respectivamente. Ao
avaliarem a influéncia da presenca de outros aglicares em mistura com a
xilose na inducido dessas enzimas, foi constatado que a manose, glicose e
frutose atuam como interferentes na inducao enzimatica (LEE et al., 1996).

A presenca de determinados compostos em  hidrolisados
hemicelulésicos pode inibir o crescimento do microorganismo, diminuindo
também sua capacidade de aproveitamento da fonte de carbono para a

producdo de xilitol. Entre esses, encontram-se o furfural, o hidroxi-metil-
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furfural e o acido acético, produzidos durante a decomposicao da fracao
hemicelulosica (LEE; McCASKEY, 1983; JEFFRIES, 1985; PALMQVIST, 2000;
PARAJO et al., 1998b; PARAJO et al., 1998c; CONVERTI et al., 2000b), além
de compostos fendlicos originados da lignina e ions metalicos oriundos da
corrosdo de equipamentos (CHUNG; LEE, 1985; PARAJO et al., 1998b;
PARAJO et al, 1998c; CONVERTI et al.,, 2000b). O limite maximo da
concentracao de cada inibidor no hidrolisado varia de acordo com diferentes
fatores, tais como: a espécie do microorganismo, o grau de adaptacéao do
microorganismo ao meio, o tipo de processo fermentativo e a possibilidade do
efeito sinergistico de todos os inibidores presentes no meio (PARAJO, 1998D).
Estratégias para reducao dos efeitos negativos dos inibidores em processos
fermentativos incluem tratamento do hidrolisado por métodos fisicos,
quimicos e biologicos (PALMQVIST, 2000}, evaporacido de compostos volateis
(CONVERTI et al., 2000a; RODRIGUES et al:, 2001}, adsorcao em resinas de
troca ibnica (van ZYL et al., 1991; LEE et al.,, 1999) ou em carvao ativado
(SILVA et al., 1998; MUSSATO et al., 2001} e adaptacao do microrganismo ao
hidrolisado (FELIPE et al., 1996b; SILVA et al., 2001a; SENE et al., 2001). A
combinacao destes tratamentos também é relatada na literatura (ALVES et al.,
1998; CONVERTI et al., 1999; RODRIGUES et al., 2001).

+O pH inicial de fermentacao € uma variavel bastante importante no
processo de bioconversao de xilose em xilitol e, quando se utilizam
hidrolisados hemicelulédsicos, esta intimamente ligado a presenca de acido
acético. O pH otimo para a fermentacao varia de acordo com o meio utilizado e
o microorganismo empregado (FERRARI et al., 1992; SILVA, 1994; NOLLEAU
et al.,, 1995). Para o caso da producao de xilitol pela levedura Candida
guilliermondii cultivada em hidrolisado de bagaco de cana-de-actucar, por
exemplo, FELIPE et al. (1997b) observaram que a formacéo de xilitol foi
fortemente inibida em pH inicial inferior a 4,5, sendo que o processo foi
favorecido em pH préximo a 6,5. Resultados semelhantes foram encontrados
por SENE et al. (2000).

0 suprimento de oxigénio € um outro fator que exerce grande influéncia
na producao de xilitol por fermentacido, afetando a producao de ATP e a
regeneracao de coenzimas (BRUINENBERG et al., 1984; ROSEIRO et al., 1991;
NOLLEAU et al., 1993; NOLLEAU et al., 1995; MOLWITZ et al., 1996; KIM et
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al., 1997). “A bioconversao xilose-xilitol € regulada principalmente pela
quantidade de oxigénio dissolvido disponivel no meio de fermentacao. Quando
condicoes anaerdbias sao utilizadas no processo, ocorre um desequilibrio no
potencial redox da célula, devido a elevacao na concentracdo de NADH, o que
forca a paralisacdo do metabolismo celular. Por outro lado, condi¢bes de
elevada aeracdo, desviam o metabolismo microbiano para a producao de
células, diminuindo a producao de xilitol (FARIA et al., 2002). Desta forma,
deve-se trabalhar sob condicées de limitacdo de oxigénio, nas quais observa-se
acumulo de xilitol, gracas a limitacdo da quantidade de cofator oxidado
necessario a atividade da xilitol desidrogenase (ROSEIRO et al., 1991;
NOLLEAU et al. 1995). A velocidade de transferéncia de oxigénio adequada é
essencial para obter alta eficiéncia no processo fermentativo (MUSSATO et al.,
2004). No caso de Candida guilliermondii, baixa disponibilidade de oxigénio
favorece o acumulo de xilitol, devido a supressao da via das fosfopentoses
(BARBOSA et al., 1988; GRANSTROM et al., 2001). MOLWITZ et al. (1996),
trabalhando com Candida guilliermondii em hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana de agucar, observaram que a maior concentracao de biomassa
(24,4 g/l apos 65h de fermentacao) foi obtida quando foram utilizados altos
valores de vazao de ar (1,0 vvm), entretanto, nessas condi¢cdes nao foi
detectada a formacao de xilitol. Nesse trabalho, o mais alto fator de conversao
em xilitol (0,46 g xilitol/g xilose) foi obtido quando a aeragéao foi modificada,
ap6s 14h, de 0,5 para 0,05 vvm. Considerando que a producéao de xilitol por
leveduras € muito sensivel a concentracdo de substrato, € recomendado que
ambas as variaveis (vazao de ar e fator de concentracéao do hidrolisado) sejam
estudadas simultaneamente para a otimizacdo da producio de xilitol (PARAJO
et al., 1998a; WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998).

2.3. BIORREATORES

Encontram-se indicadas na literatura varias formas possiveis de
classificar os biorreatores, como por exemplo:

- quanto ao tipo de biocatalisador (células ou enzimas);

- quanto a configuracido do biocatalisador (células/enzimas livres ou
imobilizadas) e

- quanto a forma de se agitar o liquido no reator.



Dentre as varias classificacoes encontradas nos livros textos que
abordam o tema biorreatores, uma das mais abrangentes € a de
KLEINSTREUER (1987), que apresenta uma classificacdo mista, com base no
tipo de biocatalisador empregado (enzima, microorganismo aerobio ou
anaerbobio) e na configuracdo deste (livre, imobilizado ou confinado entre
membranasj).

Considerando-se, pois, as varias propostas usualmente encontradas,
propoe-se a classificacao mista, a qual pretende ser mais abrangente, como
vemos a seguir:

(I) Reatores em fase aquosa (fermentacido submersa)

(I.1) Células ou enzimas livres

- reatores agitados mecanicamente (STR: “stirred tank reactor”)

- reatores agitados pneumaticamente

o reatores “air lift”

o coluna de bolhas (“bublie column”)

(L.2) Células ou enzimas imobilizadas em suportes
- reatores com leito fixo
- reatores com leito fluidizado

- outras concepgoes

(I.3) Células ou enzimas confinadas entre membranas
- reatores com membranas planas

- reatores de fibra oca (“hollow-fiber”)

(II) Reatores em fase nao-aquosa (fermentacao semi-soélida)
- reatores estaticos (reatores com bandejas)

- reatores com agitacao (tambor rotativo)

- reatores com leito fixo

- reatores com leito fluidizado gas-sélido

A partir da classificacao proposta (SHMIDELL; FACCIOTTI, 2001) ha

uma grande variedade de configuracoes possiveis para os biorreatores mas, no
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entanto, pode-se afirmar que os mais amplamente empregados sdo os reatores
agitados mecanicamente (STR), conhecidos também como reatores de mistura.

Segundo DORAN (1991), os reatores agitados pneumaticamente se
caracterizam basicamente pela auséncia do agitador mecanico, sendo a
agitacdo do liquido efetuada apenas pelo borbulhamento de um gas
(normalmente ar) no reator. Como conseqiiéncia da auséncia do agitador
mecanico, resultam, nesse tipo de reator, menores tensoes de cisalhamento, o
que os torna atraente para o cultivo de microorganismos ou células sensiveis.

Ha na literatura uma consideravel diversidade de nomenclaturas para
designar os reatores agitados pneumaticamente, nao havendo uma clara
diferenciacao entre eles. Segundo MERCHUK et al. (1988), a diferenciacao
basica entre os reatores de coluna de bolhas (“bubble column”) e os reatores
“air lift”, é que nestes Ultimos tem-se uma movimentacéao ciclica do fluido, bem
definida, através de dispositivos e arranjos internos construidos especialmente
para este propdésito, enquanto que na coluna de bolhas tem-se um movimento
aleatorio do liquido no interior do reator.

O uso de biorreatores de coluna de bolhas € uma opcado que permite
obter melhores velocidades de transferéncia de massa quando comparado a
outros sistemas, além de nao apresentar os inconvenientes de elevadas
tensoes de cisalhamento impostas ao meio em reatores de tanque agitado.
Estes reatores podem ser operados em sistemas bifasicos (sélido/liquido} ou
trifasicos (s6lido/gas/liquido), sendo que, neste ultimo caso, o contato gas-
liquido e a remocdo de gases sio mais eficientes quando comparados a

reatores de leito fixo (NIGAM et al., apud CHUN-CHONG, 2003).

2.3.1. Biorreatores com células livres

Embora para cada sistema com células livres uma variedade de tipos de
reatores possa ser selecionada, o processo s6 sera otimizado caso seja feita
uma cuidadosa escolha do biorreator para o sistema em uso. Esta escolha
depende de fatores como facilidade de operacao, caracteristicas de mistura e
homogeneizacio, transferéncia de oxigénio, distribuicido de células viaveis,
facilidade de “scale-up”, cinética de reagdo, necessidade de controle do

processo e custo do biorreator (KARKARE, 1991).



A maioria destes biorreatores contém trés fases: sélida (biomassa),
liquida (solugdo de nutrientes e produtos) e gasosa (ar ou gas, produtos
gasosos — CO2, N2, CH4). O projeto e a operacao de sistemas com duas fases
‘(sélido/ liquido ou até mesmo gas/solido) € consideravelmente mais facil que
para sistemas trifasicos. Muitas operagdes aproximam-se do comportamento
de um sistema bifasico, como as que sio efetuadas com aeracio externa,
processos anaerébios ou quando os gases formados podem ser eficientemente
removidos. Caso seja necessaria alimentacao do reator com nutrientes gasosos
(como o oxigénio), ou ainda quando produtos gasosos sdo formados em grande
quantidade, sistemas sélido/gas/liquido sdo inevitaveis (KAREL et al., 1985;
BARON et al., 1996).

Biorreatores do tipo tanque com agitacdo (FIGURA 8) sio os mais
comuns para uso com suspensoes de células livres. Permitem facil controle de
temperatura e pH, uma vez que misturas bastante homogéneas podem ser
facilmente obtidas (FUKUDA, 1995).

Como estes reatores sdo os mais amplamente utilizados, é interessante
avaliar outros reatores, tais como o reator de coluna de bolhas, para a
bioconversao de xilose em xilitol, com o objetivo de melhorar os resultados da

fermentacao.
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FIGURA 8: Biorreatores do tipo tanque com agitacio: reator convencional
(BRAUER, 1985; BARON et al., 1996).
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2.3.2. Biorreatores de coluna de bolhas

Biorreatores do tipo coluna de bolhas (FIGURA 9 a, b, ¢, e d) sao
reatores nos quais a agitacao do meio reacional € totalmente realizada por um
gas sob pressao que € forcado a borbulhar através do liquido. Podem ser
utilizados em processos continuos ou descontinuos com fluxos de gas e
liquido concorrentes ou contracorrentes. Em alguns projetos mais recentes, os
quais sao chamados “air lift” ou “pressure cycle reactors”, um “loop” € usado
para a circulacao do fluido, permitindo alta eficiéncia na transferéncia de calor
e melhorando as propriedades de fluxo e mistura no interior do reator — Figura
9 b (DECKWER, 1985; BAILEY; OLLIS, 1986).

Dentre os reatores normalmente utilizados em aplicacdes industriais,
estdo o reator de coluna de bolhas convencional e o de coluna de bolhas
modificado {por exemplo, “air lift”). Para comparar e avaliar cada tipo de
biorreator, devem ser considerados critérios basicos tais como: transferéncia
de massa gas-liquido, mistura do liquido no interior do reator, dinamica do
fluido e tensao de cisalhamento. Por exemplo, uma fermentacido aerébica
apresenta freqientemente altas velocidades de consumo de oxigénio, sendo a
transferéncia de massa importante neste caso. Para fermentacées em larga
escala, a mistura ineficiente no reator podera provocar uma variacao local de
substratos ou de produtos residuais que podem ser nocivos ao
microorganismo. Alguns microorganismos sio sensiveis a tensao de
cisalhamento, sendo adequada a utilizacdo do biorreator coluna de bolhas por
apresentar baixas tensoes de cisalhamento (CHUN-CHONG et al., 2003).

A principal caracteristica do reator de coluna de bolhas é o suprimento
de gas na parte inferior do reator. O fluxo de gas proporciona um modelo
particular de mistura do liquido. Como resultado, este movimento auxilia na
mistura do meio reacional e na transferéncia de massa. Entretanto, em
comparacao a agitaciao mecanica, os reatores de coluna de bolhas usualmente
apresentam menores capacidades de mistura e de transferéncia de massa
(NIGAM et al., apud CHUN-CHONG, 2003).

Diversas configuracoes tém sido propostas para evitar problemas como
separacao de particulas na saida do reator - FIGURA 9 c e d (BARON et al.,
1996).
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FIGURA 9: Reator de coluna de bolhas: a) convencional, b) contendo “loop”

externo para recirculacdo de fluxo (“air lift”), ¢) “air lift” com

separador de particulas e d) “air lift com leito empacotado”
(BARON et al., 1996).
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2.4. MODO DE CONDUCAO DO PROCESSO

Outro fator importante a ser considerado € o modo de conducao do
processo. Segundo WINKELHAUSEN; KUSMANOVA (1998), a maioria dos
artigos publicados sobre producao de xilitol por leveduras referem-se a
meétodos de cultivo em batelada. Ainda de acordo com estes autores, culturas
em batelada sao caracterizadas por altas concentracoes iniciais de substrato e
altas concentracoes de produto ao final do processo fermentativo, além de
produtividades relativamente baixas. Com relacdo a processos continuos,
estes autores afirmam serem os mesmos bastante adequados para a obtencao
de dados sobre fisiologia de leveduras, pois informacées bastante acuradas
podem ser obtidas. Outro modo de conducao, o sistema de batelada
alimentada, tem sido sugerido por alguns pesquisadores para aumentar o
fator de conversao de xilose em Xilitol através da alimentaciao com glicose
(YAHASHI et al., 1996).

SENE et al. (1998), trabalhando com a levedura Candida guilliermondii
FTI 20037 em hidrolisado de bagago de cana-de-acgucar, utilizaram reciclo de
celulas em bateladas repetidas e observaram pouca variacdo com relacio ao
fator de conversiao de xilose em xilitol e produtividade, o que representaria
uma vantagem importante para a utilizacdo deste processo em escala

industrial, com substanciais reducoes no tempo global de operacio.
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3.0. OBJETIVOS
3.1. GERAL

v" Contribuir para o desenvolvimento de uma tecnologia economicamente
viavel para a obtencao de xilitol por via fermentativa a partir de

hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acucar.

- 3.2. ESPECIFICOS

> Avaliar o biorreator de coluna de bolhas para a producio de xilitol pela
via biotecnologica a partir de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de

cana-de-acucar.

» Determinar por planejamento fatorial, a influéncia das variaveis, vazao
de ar e fator de concentracao do hidrolisado na producédo de xilitol em
bateladas simples num reator de coluna de bolhas, usando células

livres de Candida guilliermondii FT1 20037.

» Elaborar modelo estatistico que expresse a produtividade empirica de
xilitol, a eficiéncia de conversao de xilose em xilitol, o fator de converséao
de xilose em xilitol, o fator de conversdo de xilose em células e a
concentracéo de xilitol em funcéo das variaveis estudados na execucéo

do planejamento estatistico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. OBTENCAO E PREPARO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE
BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

4.1.1. Matéria prima

Neste trabalho foi utilizado bagaco de cana-de-agticar proveniente da
Usina de agticar e alcool Costa Pinto, do Grupo Cosan, localizada na cidade de
Piracicaba-SP. O bagaco foi exposto ao sol por 1 dia para secagem e apods esta

etapa calculou-se o teor de umidade do mesmo como descrito no item 4.6.1.

4.1.2. Hidrélise acida do bagaco de cana de agiicar

A hidrélise acida foi realizada na planta piloto do Departamento de
Engenharia Quimica (DEQUI} da FAENQUIL em reator ago inox AISI 316 com
capacidade total de 250 litros, equipado com camisa de 6leo térmico para
aquecimento indireto por resisténcia elétrica (FIGURA 10). A hidrdlise foi
realizada conforme metodologia estabelecida por PESSOA Jr. et al. (1997},
porém utilizando reator de maior escala (250 litros) de acordo com as
seguintes condigbes: temperatura de 121 °C, por 10 minutos, empregando
100 mgH,S0./g de matéria seca € uma relacdo final de 1/10 entre matéria
seca de bagaco e volume da solucgéo de HySO..

Apés resfriado, o hidrolisado foi centrifugado e estocado em camara
fria a 4 °C.

FIGURA 10: Reator de hidrélise do bagago de cana (250 litros) utilizado no
presente trabalho.
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4.2. CONCENTRA?AO E TRATAMENTO DO HIDROLISADO
HEMICELULOSICO

O hidrolisado foi concentrado sob pressio reduzida em um
concentrador com capacidade volumétrica de 32 litros a 70 °C (FIGURA 11),
a fim de se obter concentracdo de xilose adequada. Apdés a etapa de
concentracdo o hidrolisado foi caracterizado quimicamente através da
determinacdo de seus acticares componentes, e tratado conforme metodologia
estabelecida por ALVES et al. (1998). Este tratamento consistiu nas seguintes
etapas: 1. adicdo de 6xido de calcio até pH 7,0; 2. adicdo de H3PO4 até pH 5,5;
3. adicao de carvao ativo 2,5% massa de carviao/volume de hidrolisado, e
manutencao sob agitacdo em incubadora de movimento rotatério por uma
hora sob 200 rpm e 30 °C. Entre as etapas o hidrolisado foi filtrado sob vacuo,

sendo ao final do tratamento autoclavado sob 111 °C durante 15 min.

FIGURA 11: Concentrador & vacuo utilizado no presente trabalho.

4.3. MICROORGANISMO E PREPARO DO INOCULO

Os experimentos foram conduzidos com a levedura Candida
guilliermondii FTI 20037, proveniente da colecdo de culturas do DEBIQ e
mantida em meio agar extrato de malte a 4 °C.

O inéculo foi preparado por cultivo da levedura em frascos Erlenmeyer
de 125 ml contendo SO ml de meio sintético composto de 30 g/l de xilose,
3 g/1 de sulfato de aménio, 0,1 g/1 de cloreto de calcio e 10% (v/v) de extrato

"de farelo de arroz. As células cultivadas em incubadora com movimento
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rotatério com agitacdo de 200 rpm, a temperatura de 30 °C por 24 horas,
foram recuperadas por centrifugacao a 2000 X g por 20 min, lavadas e
ressuspensas em agua destilada esterilizada. Volumes adequados desta
solucao foram utilizados como inoculo de forma a se obter uma concentracao
celular inicial de aproximadamente 1 g/l no reator. As solugdes estoque de
xilose, sulfato de aménio, cloreto de calcio di-hidratado foram preparadas
separadamente nas concentracdes de 500, 250 e 50 g/L respectivamente. A
solucao de xilose foi a autoclavada por 15 min a 110 °C, e as demais foram
esterilizadas a 121 oC por 20 minutos.

O preparo do farelo de arroz citado no paragrafo anterior ocorreu
conforme explicado a seguir: foi preparada uma suspenséao de farelo de arroz
na proporcao de 200 g de farelo para cada litro de agua, suspenséao esta que
foi autoclavada por 15 min a 110 °C. Apés o resfriamento, o sobrenadante foi
separado por centrifugacao a 2000 X g por 30min e utilizado no cultivo da

levedura em frascos Erlenmeyer e nos ensaios fermentativos.

4.4. PREPARO DO MEIO DE FERMENTACAO

Os meios foram formulados a partir dos hidrolisados concentrados e
tratados conforme metodologia estabelecida por ALVES et al. (1998) e foram
esterilizados e suplementados com 3g/1 de sulfato de aménio, 10% (v/v) farelo

de arroz e 0,1 g/1 de cloreto de calcio, conforme descrito no item 4.3.

4.5. BIORREATOR DE COLUNA DE BOLHAS E CONDICOES DE
FERMENTACAO

O processo de bioconversao foi conduzido em um reator tipo coluna de
bolhas adquirido da Bioengineering (Wald, Suica), marca PID Fermenter AWS,
com capacidade nominal de 1,7 litros. Na FIGURA 12 e 13 é apresentado o
reator de coluna de bolhas.

Utilizou-se 1,68 litros de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-
de-acucar 3,50, 4,25 ou 5,00 vezes concentrado, tratado, autoclavado e
suplementado da mesma forma que no preparo do inéculo, exceto em relacdo
a xilose, e nas mesmas concentracdes citadas no item 4.3. As fermentacoes
foram realizadas em sistema descontinuo, a 30 °C, vazido de ar de 20,0, 40,0

ou 60,0 ml/min e sem controle de pH. A fermentacéo foi controlada utilizando
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sensores apropriados no recipiente principal do reator para monitorar as
variaveis: temperatura, pH, vazio de recirculagéo do meio no reator e vazio de
ar.

O processo foi iniciado com o enchimento do reator com o meio de
fermentacdo adicionando-se ao mesmo, volume adequado da suspensido de
células livres ativas da levedura, 1,5 ml de anti-espumante e 2,0 ml de
penicilina (2.106 u). Em seguida, as variaveis operacionais foram ajustadas
para uma temperatura de 30 °C, vazao de ar de 20,0, 40,0 ou 60,0 ml/min.
Durante o processo em batelada foram retiradas amostras a cada 24 h para

quantificacdo das variaveis do processo.

FIGURA 12: Biorreator de coluna de bolhas utilizado no presente trabalho.
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FIGURA 13: Representacao esquematica do biorreator de coluna de bolhas

utilizado no presente trabalho.

4.6. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

As variaveis selecionadas foram: vazao de ar e fator de concentracao do
hidrolisado. Na TABELA 3 estao apresentados os niveis escolhidos para cada
variavel. O sinal (+) representa o nivel maximo; o sinal (-} o nivel minimo e o
sinal (0) o ponto central. Utilizou-se um planejamento fatorial completo 22,

conforme mostrado na TABELA 4.

TABELA 3. Codificaciao dos niveis para as variaveis avaliadas.

Variaveis Niveis
' Inferior Meédio Superior
{-) (0) {+)
X1 (vazao de ar, ml/min) 20,0 40,0 60,0
X2 (Fator de concentracao do 3,50 vezes 4,25 vezes 5,00 vezes

hidrolisado)
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TABELA 4. Matriz do planejamento fatorial 22 para o estudo da influéncia das
variaveis: vazao de ar e fator de concentracao de hidrolisado.

Expernimentos X1 X2 Xy X2
(ml/min)
1 - - 20,0 3,50
2 - + 20,0 5,00
3 + - 60,0 3,50
4 + + 60,0 5,00
5 0 0 40,0 4,25
6 0 0 40,0 4,25
7 0 0 40,0 4,25

Os resultados obtidos foram analisados por testes estatisticos
utilizando-se o programa STATISTICA verséao 5.0.

4.7. METODOS ANALITICOS

A caracterizacao dos hidrolisados, apdés o procedimento de hidrélise,
concentracao e tratamento, foi realizada por analises de pH, graus Brix,
concentracéo de xilose, glicose, arabinose, xilitol, etanol € compostos toxicos
como acido acético, furfural e hidroxi-metil-furfural.

O acompanhamento das fermentacoes foi realizado por observacées da
viabilidade e pureza da cultura, do consumo dos aglcares glicose, xilose e

arabinose e da producao de xilitol.

4.7.1. Determinaciao do teor de umidade do bagaco de cana de aciicar

A determinacdo do teor de umidade do bagago foi realizada pela
secagem de amostras em balanca Mettler, com infravermelho, a 100 °C até
massa constante. Calculou-se a massa de matéria seca em 20 Kg de bagaco,

por ser esta a quantidade utilizada para a hidrélise no reator de 250 litros.

4.7.2. Viabilidade e pureza da cultura

A viabilidade da cultura foi verificada por visualizacbes microscépicas
de laminas preparadas a fresco onde as células foram coradas pela adicio de
igual volume de uma solucgao 0,01% (p/v) de azul de metileno dissolvido em
citrato de sodio 2% (p/v), enquanto a pureza foi verificada pela coloracio de

Gram de acordo com PELKZAR et al. (1996). As observacoes de viabilidade e
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pureza foram realizadas ao inicio e término das fermentacoes, em microscopio

optico Leitz.
4.7.3 Determinacédo da concentracao celular

A concentragao de células no meio de fermentacéo foi determinada pela
leitura da densidade optica (DO) a 600 nm em espectrofotometro BECKMAN
DU 640B e correlacionada com a massa seca de células (g/1) por meio de uma
curva de calibracao previamente construida. A pesagem foi feita apos secagem

em estufa a 100 °C até massa constante.

4.7.4. Determinacido do pH, teor de aciicares, xilitol, dcido acético

O pH foi medido no préprio fermentador e anotado a cada 24 horas. As
concentracoes de glicose, xilose, arabinose, xilitol, acido acético e etanol
foram determinadas por HPLC em cromatografo WATERS 410. Para a analise
do teor de acucares, xilitol, acido acético e etanol, as amostras foram
previamente diluidas e filtradas em filtro Sep Pak C18 e injetadas no
cromatégfafo, utilizando-se as seguintes condigdes: coluna BIO-RAD AMINEX
HPX-87H (300 X 7,8 mm) mantida a temperatura de 45 °C; volume de injecao
de 20 pl; detector de indice de refracao RID 6A; fase moével H.SO4 0,01 N e
fluxo de 0,6 ml/min.

4.7.5. Determinacido da concentracao de furfural e hidroxi-metil-furfural

As concentracoes de furfural e hidroxi-metil-furfural foram
determinadas por HPLC em cromatégrafo WATERS 410. Para a analise do teor
de furfural e hidroxi-metil-furfural, as amostras foram previamente diluidas e
filtradas em membrana Minisart e injetadas no cromatéografo, utilizando-se as
seguintes condicdes: coluna RP 18 (200 X 4,6mm) mantida a temperatura de
25°C; volume de injecao de 20 pl; detector de ultravioleta SPD-10 UV-VIS (276
nm); fase moével acetonitrila/agua 1:8 com 1% de acido acético e fluxo de 0,8

ml/min.
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4.7.6. Determinacdo das variaveis de fermentacao

a) Fator de conversao de xilose em xilitol (Yp/s, g xilitol/g xilose)

Yp/s = AP/AS = (Pf-Pi)/(Si-Sf)
onde:
Pf = concentracao final de xilitol,
Pi = concentracao inicial de xilitol,
Sf = concentracao final de xilose e

Si = concentracao inicial de xilose.

b) Eficiéncia de conversao de xilose em xilitol (E)
E (%) = (Yp/s obtido / Yp/s tedrico) x 100%

onde:

Yp/s teorico = 0,917 g xilitol/g xilose (BARBOSA et al., 1988).

c) Produtividade volumétrica em xilitol (Qp, g xilitol/1 h)
Qp = (PE-Pi)/ t
onde:

t= tempo de fermentacao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAC
5.1. CARACTERIZACAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO DE
BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR
O bagaco de cana-de-aclcar utilizado como matéria prima na obtencéo
do hidrolisado hemiceluldsico, apresentou um teor médio de 14,40% de
umidade, sendo submetido posteriormente a hidroélise acida e concentrado em

rotavapor.

5.1.1. Caracterizacido parcial do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de
cana de aciicar antes e apés a etapa de concentracio

Os hidrolisados, nao concentrado (original) e concentrados com o fator
de concentracao (FC) de 3,50 (FC3,50), 4,25 (FC4,25) e 5,00 (FC5,00), foram

caracterizados fisico-quimicamente (TABELA 5).

TABELA 5: Caracterizacao fisico-quimica dos hidrolisados hemicelulésicos de
bagaco de cana-de-aclicar nao tratados.

Variaveis ORIGINAL FC 3,50 FC 4,25 FC 5,00
pH 1,05 0,70 0,60 0,45
oBrix 3,60 12,0 14,7 16,8

Glicose* 0,520 2,60 2,91 4,28
Xilose* 17,0 58,4 65,5 85,8
Arabinose* 0,74 2,12 3,25 4,66
Acido 0,87 1,96 2,66 2,80
acético*
Furfural* 0,93.10} 0,32.10™ 0,18.10™ 0,17.10™
Hidroxi- 0,06 0,14. 10 0,22.10" 0,26.107
metilfurfural*
*g/L

Os hidrolisados hemicelulésicos tem uma mistura complexa de
acucares que inclue xilose, arabinose, glicose, galactose e manose (PEREGO
et al., 1990; ROBERTO et al., 1995; HESPELL et al., 1997). Estes acucares
podem influenciar o rendimento e a produtividade de xilitol durante a
fermentacéao da xilose (WALTHER et al., 2001).

40



Observa-se na TABELA 5, que o aclucar predominante no hidrolisado € a
xilose, independente do fator de concentracdo do hidrolisado, seguido de
arabinose e glicose que estdo em menor quantidade, conforme ja constatado
(FELIPE et al., 1993; ALVES et al., 1997). Isto ocorre devido as condicoes de
hidrolise empregadas, que permitem o fracionamento seletivo dos aclcares
presentes na fracao hemicelulosica do bagaco de cana-de-acuicar, uma vez que
a concentracao de xilose foi significativamente superior a concentraciao de
glicose. De acordo com PARAJO et al. (1998b) a hidrélise acida branda (pré-
hidroélise) possibilita o fracionamento seletivo dos agtcares presentes na fraciao
hemicelulésica de materiais lignocelulésicos, permitindo a obtencdo de um
hidrolisado rico em xilose e de um residuo sélido contendo celulose e lignina.
A formacao de xilitol a partir do cultivo da levedura no hidrolisado é favorecida
pela presenca de elevadas concentracdes de xilose em relacdo a glicose, uma
vez que enzimas envolvidas nesta bioconversdo sao induzidas em presenca de
xilose ou arabinose e podem ser reprimidas em presenca de glicose (KERN et
al., 1997; SILVA et al., 2004).

Encontram-se no hidrolisado arabinose e Acido acético, compostos
naturalmente presentes, na fracao hemicelulésica dos materiais
lignocelulésicos, além de compostos derivados da degradacdo parcial de
agucares, como furfural e hidroximetilfurfural (RODRIGUES et al., 1998).

O maior problema em relacio a hidrélise de materiais lignocelulésicos é
a formacao de subprodutos que inibem a fermentacio do hidrolisado, afetando
a bioconversao de acucares em produtos de interesse (PALMKVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000). Os compostos toxicos nos hidrolisados hemicelulésicos
identificados foram acido acético, furfural e hidroximetilfurfural. Dentre estes
compostos, o acido acético apresentou maior concentracio, apesar de nio ter
sua concentracdo aumentada proporcionalmente em relacdo ao fator de
concentracao do hidrolisado. Segundo SILVA et al. (1998) a concentracao dos
compostos t6xicos nos hidrolisados hemicelulésicos varia em funcéo do tipo de
material lignocelulésico e das condigoes hidroliticas empregadas para a
obtencdo do mesmo. Observa-se que o hidroximetilfurfural teve sua
concentracao aumentada, de acordo com o fator de concentracio do
hidrolisado, enquanto o mesmo néo ocorreu com o furfural. A caracteristica

volatil deste composto, os quais tem suas concentracdes reduzidas durante o
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processo de concentracao a 70 °C, foi também uma caracteristica observada e
relatada por SILVA et al. (2000) e RODRIGUES et al. (2001). O baixo pH
(pH~1) pode contribuir para a volatilizacdo parcial do acido acético durante o
processo de concentracdo a vacuo, ja que nestas condicoes este esta na forma
nao dissociada (RODRIGUES et al., 2001). No caso especifico do furfural,
possivelmente a remocao parcial deste composto também ocorreu durante a
etapa de concentracdo, uma vez que suas caracteristicas fisico-quimicas
permitem que este seja parcialmente removido quando submetido a condicao
de pressao reduzida e temperatura acima de 55 °C, pois o seu ponto de

ebulicao € de 54-55 °C (PERRY, 1997).

5.1.2. Caracterizacdo parcial do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de
cana de aciicar apds a etapa de tratamento

Os hidrolisados concentrados com o fator de concentraciao (FC) de 3,50
(FC3,50), 4,25 (FC4,25) e 5,00 (FC5,00) vezes, foram tratados e caracterizados
fisico-quimicamente (TABELA 6).

TABELA 6: Caracterizacao fisico-quimica dos hidrolisados hemicelulésicos de
bagaco de cana-de-acucar tratados.

Variaveis FC 3,50 FC 4,25 FC 5,00
pH 4,52 4,88 4,95
°Brix 8,0 8,8 : 10,2
Glicose* 2,393 2,56 4,084
Xilose* 53,40 58,86 76,11
Arabinose* 1,763 ' 2,628 4,481
Acido acético* 1,743 2,159 ' 2,300
Furfural* nd 0,00564 0,00222
Hidroxi- nd nd nd
metilfurfural*

*g/L; nd — nao detectavel

Diferentes estratégias tem sido desenvolvidas para reduzir a
concentracao de compostos inibitérios no hidrolisado, incluindo alteracio de
pH e adicdo de carvao ativo (ALVES et al., 1998), os quais foram utilizados
neste trabalho. Na TABELA 6 estdo apresentados os resultados da
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caracterizacao dos hidrolisados, apés o tratamento com 6xido de calcio, ajuste
de pH com acido fosforico € adsorcao em carvao ativo. Observa-se que ocorreu
reducao na concentracdo de acucares apds o tratamento dos hidrolisados
(TABELA 6), sendo esta reducao mais acentuada no hidrolisado com maior
fator de concentracao (FC 5,00). Neste caso, observa-se uma variacio do valor
inicial de xilose de 85,88 para 76,11 g/L, ou seja, perda de aproximadamente
11% no teor desta pentose, semelhante ao observado por MARTON et al.
(2003). Segundo ROSA et al. (1998) a concentracao de xilose é um dos
principais fatores que influenciam na produtividade volumétrica em xilitol,
sendo assim, as possiveis perdas desta pentose com a concentracio do
hidrolisado em niveis superiores ao fator de cinco vezes podera comprometer a
eficiéncia do processo.

Conforme os resultados obtidos foi possivel verificar que o tratamento
foi capaz de promover uma reducéo da concentracio de compostos inibitérios,
tais como acido acético, furfural e hidroximetilfurfural. Nao foi detectada a
presenca de hidroximetilfurfural ap6és o tratamento dos hidrolisados,
semelhante ao observado por RODRIGUES et al. (2001), que observou também

que a concentracéo de furfural diminuiu apés o tratamento ja mencionado.

S.2. AVALIA?AO DOS RESULTADOS DAS FERMENTACOES EM RELACAO
AS VARIAVEIS DO PLANEJAMENTO FATORIAL

Com o objetivo de verificar a influéncia da vazao de ar e do fator de
concentracdo do hidrolisado na produgao de xilitol pela levedura Candida
guilliermondii em reator de coluna de bolhas, o tempo final de fermentacéo foi
determinado quando foram obtidos os valores maximos de concentracdo final
de xilitol sem que houvesse consumo do mesmo. Quando o xilitol foi
consumido como fonte de carbono e energia, ocorreu a diminuicéo dos valores
de produtividade volumétrica e do fator de conversio de xilose em xilitol, o que

nao € interessante para 0 processo.
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FIGURA 14: Variacao das concentracoes de xilose e xilitol no experimento 4
(vazao de ar de 60,0 ml/min e fator de concentracdao de
hidrolisado de 5,00 vezes).

O experimento 4 (FIGURA 14) apresentou os melhores resultados e o
tempo final de fermentacdo ocorreu em 96 horas, uma vez que na analise
realizada apos este intervalo de tempo constatou-se que ocorreu consumo do
xilitol presente no meio fermentativo .

Na TABELA 7 estao relatados os resultados obtidos em todos os
experimentos realizados.

O processo fermentativo no qual ocorre a l:;ioconverséo de xilose em
xilitol é realizado em condicoes de limitacdo de oxigénio. Sob estas condigées,
observa-se acumulo de xilitol, gracas a limitacdo da quantidade de cofatores
oxidados (NAD* ou NAD(P)*) necessarios a atividade da enzima xilitol
desidrogenase (XD) e a elevacdo da concentracao de cofator reduzido (NADPH>)
(ROSEIRO et al.,, 1991; NOLLEAU et al. 1995). A velocidade de transferéncia
de oxigénio adequada € essencial para obter alta eficiéncia no processo
fermentativo (MUSSATO et al., 2004). No caso de Candida guilliermondii, baixa
disponibilidade de oxigénio favorece o acumulo de xilitol, devido a supressao
da via das fosfopentoses (BARBOSA et al., 1988; GRANSTROM et al., 2001).
Quando condicdoes anaerdobias sao utilizadas no processo, ocorre um
desequilibrio no potencial redox da célula, devido a elevacao na concentracao
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de NADPH;, o que leva a diminuicdo da formacao de biomassa. Desta forma a
célula utiliza o NADPH>, que é toxico em altas concentracoes, como cofator da
enzima XR aumentando a producio e a produtividade de xilitol e recuperando
o cofator oxidado. Por outro lado, condicoes de elevada aeracao, desviam o
metabolismo microbiano para a producio de células, diminuindo a producéo
de xilitol (FARIA et al., 2002).

Como este é um trabalho inicial, na tentativa de encontrar uma faixa de
valores que conduzisse a condi¢bes de limitacio de oxigénio no biorreator
utilizado, e objetivando aumentar a producdo e a produtividade de xilitol,
optou-se pela selecao das vazoes de ar baseando-se nos valores utilizados pelo
Grupo de Microbiologia Aplicada e Bioprocessos da FAENQUIL. Um dos
trabalhos deste grupo realizado em condigdes experimentais semelhantes,
entretanto utilizando o sistema de células imobilizadas ao invés de células
livres, utilizou as vazées de ar: 20,0, 40,0 e 60,0 ml/min (SANTOS, 2005). A
diferenca entre células livres e o sistema com células imobilizadas é que o
suporte utilizado para imobilizacdo celular (zeélita, d = 1,91g/ml) no trabalho
citado, promoveu uma quebra efetiva das bolhas de ar, ocorrendo um
aumento da area interfacial de contato entre as bolhas e o meio fermentativo,
diminuindo portanto o tamanho das bolhas e melhorando assim a
transferéncia de oxigénio do ar para o meio. As propriedades das particulas
com ce€lulas imobilizadas utilizadas em Dbiorreatores influenciam a
transferéncia de oxigénio e também a transferéncia de substratos dentro do
reator. PAZ et al. (1993), estudando a producao de acido acético por células de
Acetobacter sp. FTPT 2026 imobilizadas em alginato de calcio (com e sem a
adicio de alumina) num biorreator, observaram que a adicdo de alumina na
solugao aquosa de alginato de sédio utilizada para a imobilizacdo das células,
acarretou na formacédo de particulas mais densas. Tais particulas (alginato +
alumina) permitiram melhores taxas de transferéncia de oxigénio, que
resultou no aumento da produtividade volumeétrica de acido acético quando
comparado ao sistema com células livres ou imobilizadas em alginato sem a
adicao de alumina.

Apesar das observacdes realizadas acima, optou-se por utilizar as
vazoes de ar de 20,0, 40,0 e 60,0 ml/min, e analisar os resultados
experimentais, os quais estio descritos abaixo.
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De acordo com os resultados obtidos em todos os experimentos
(TABELA 7), observa-se que o consumo de xilose apresentou uma variacdo de
56,22% a 97,96%. Nos experimentos 1 e 2, utilizou-se o fator de concentracao
do hidrolisado de 3,50 e 5,00 vezes, respectivamente, e a vazao de ar de
20,0 ml/min, obtendo-se consumos de 66,86% a 56,22% de xilose,
respectivamente, e produtividades volumétricas em xilitol de 0,09 g/Lh a
0,12 g/Lh, respectivamente. Enquanto nos experimentos 3 e 4, utilizando o
fator de concentracéo do hidrolisado de 3,50 e 5,00 vezes, respectivamente, e
a vazao de ar de 60 ml/min, obteve-se consumos de xilose de 84,79% a
88,66%, respectivamente, e as produtividades volumétricas em xilitol de 0,23
g/l.h a 0,25 g/1.h, respectivamente. Analisando estes resultados, pode-se dizer
que as produtividades volumétricas em xilitol (Qp) aumentaram quando a
vazao de ar aumentou, o que sugere que ocorreu maior desvio do metabolismo
de xilose para a producao de xilitol em relacio a biomassa no decorrer do
tempo de fermentacdo. Portanto, na vazao de ar de 60 ml/min a transferéncia
de oxigénio do meio para o interior das leveduras nao ocorreu de forma

eficiente.
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FIGURA 15: Variacao das concentragoes de xilose, glicose, arabinose e xilitol
no experimento 4 (vazdo de ar de 60 ml/min e fator de

concentracgao de hidrolisado de 5,00 vezes).

De acordo com a FIGURA 15 observa-se que ocorreu uma diminuicio
da concentracéo de xilose até 120 horas de fermentacao, enquanto o aumento
da concentrac¢ao de xilitol ocorreu até 96 horas. A levedura Candida
guilliermondii consumiu 88,66% de xilose em 96 horas, porém a bioconversao
esperada néo ocorreu de forma eficiente pois o maior valor de Yp/s obtido foi
0,46 gxilitol/gxilose (TABELA 7) na vazao de ar de 0,036 vvm (60 ml/min).
Resultados semelhantes foram encontrados por MOLWITZ et al. (1996), que,
trabalhando com células livres de Candida guilliermondii em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana de acicar, observaram que o mais alto fator
de conversao em xilitol (0,46 g xilitol/gxilose) foi obtido quando a vazio de ar
foi de 0,05 vvm em reator de mistura.

Na FIGURA 15 e na TABELA 8 observou-se a variacdo da concentracio
de glicose no experimento 4. De acordo com os resultados (néo apresentados),
observa-se que o consumo total de glicose ocorreu nas primeiras 24 horas em
todos os ensaios fermentativos, inclusive no experimento 4. Este fato também
foi observado em fermentacoes realizadas com hidrolisados de bagaco de cana
de actuicar por RODRIGUES (1999), quando utilizou a levedura Candida
guilliermondii.
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De acordo com a FIGURA 15 e com a TABELA 8 (experimento 4),
observou-se uma assimilacao lenta de arabinose em 96 horas de fermentacao,
apresentando um consumo de 6,703% (TABELA 7). Resultados semelhantes
foram obtidos em todos os experimentos. Na FIGURA 15 observa-se que em
120 horas de fermentacédo, quando a concentracio de xilose se aproximou de
zero, a levedura consumiu 50,32% de arabinose. Estes resultados indicam
uma inibicdo do consumo de arabinose quando o cultivo de Candida
guilliermondii € realizado na presenca de xilose. De acordo com MEYRIAL et
al. (1991), Candida guilliermondii € capaz de converter arabinose em arabitol

assim como diversas leveduras do género Candida (DIEN et al., 1996).

TABELA 8: Variacao da concentracao da glicose e da arabinose em funcio do
tempo no experimento 4.

Tempo de Concentracio da Concentracdo da
fermentacao (h) glicose (g/1) arabinose (g/1)

0o 3,128 3,237

24 0 3,155

48 3,121

72 3,085

96 3,020
120 1,608

O metabolismo de arabinose e xilose em meio semi-definido utilizando a
levedura Candida guilliermondii foi observado por LIMA (2002), apresentando
comportamento semelhante ao observado neste trabalho.

A TABELA 7 apresenta o consumo de arabinose, na qual observa-se que
a levedura assimilou de 6,703% a 32,95% nos experimentos 4 e 5,

respectivamente.
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FIGURA 16: Variacdo das concentracées de xilose, células e xilitol no
experimento 4 (vazdo de ar de 60 ml/min e fator de

concentracéo de hidrolisado de 5,00 vezes).

De acordo com a FIGURA 16 (experimento 4) observamos a diminuicdo
da concentracido da xilose e um aumento na concentracao de xilitol nas
primeiras 96 horas de fermentacéo, enquanto a concentracio celular chega ao
maximo neste intervalo de tempo. .

Na FIGURA 16, observa-se que ap6s 96 horas de fermentacio ocorreu a
reducgéo da concentracao do xilitol, que foi utilizado pela levedura como fonte
de carbono e energia. RODRIGUES et al. (2003) observaram a capacidade de
Candida guilliermondii em assimilar o xilitol formado, e isto ocorre quando a
xilose esta em baixas concentracées no meio fermentativo. Apesar desta
levedura ter consumido quantidades superiores a 80% de xilose nos ensaios
fermentativos 3, 4, 5 e 6, o maior valor de Yp/s obtido no trabalho foi de
0,46 gxilitol/gxilose no experimento 4 (TABELA 7), enquanto o Yp/s teorico
calculado € de 0,917gxilitol / gxilose (BARBOSA et al., 1988).
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FIGURA 17: Variacao das concentracées de xilose, células e xilitol no

experimento 3

(vazdo de ar de 60 ml/min e fator de

concentracao de hidrolisado de 3,50 vezes).

De acordo com

as FIGURAS 16 e 17

(experimento 3 e 4,

respectivamente) observa-se que ocorreu um consumo de parte do xilitol

(diminuicdo da concentracéo) produzido em diferentes intervalos de tempo de

fermentacdo. No experimento 3, o consumo ocorreu apos 72 horas de

fermentacdo, enquanto no experimento 4 ocorreu somente apos 96 horas.
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FIGURA 18: Variacao das concentracoes de xilose, células, etanol e xilitol no
experimento 4 (vazao de ar de 60 ml/min e fator de concentracao

de hidrolisado de 5,00 vezes).

De acordo com a TABELA 7, os valores de eficiéncia de conversao
calculados foram inferiores a 50%, sendo de 26,86% e 49,80% nos ensaios 1 e
4, respectivamente. De forma analoga, os valores da concentracdo de xilitol
foram inferiores a 24,00 g/1, variando entre 7,860 g/1 e 23,57 g/1 nos ensaios
1 e 4, respectivamente. Estes resultados sugerem que uma parte da xilose
consumida foi desviada para a formacao de etanol e outros subprodutos da via
fermentativa, além de biomassa. Esta suposicdo baseia-se na comparacio
entre producao de biomassa e etanol em 96 horas de fermentacio no
experimento 4, onde se obteve 4,71 g/l e 6,76 g/l, respectivamente (FIGURA
18).

Observa-se que a levedura produziu etanol como subproduto em todos
os ensaios fermentativos, sendo a concentracdo méaxima de 6,76g/1 em 96
horas de fermentac¢édo no experimento 4 (FIGURA 18), havendo o consumo do
mesmo apoés este intervalo de tempo, possivelmente devido a baixa
concentracido de xilose no meio. Em condicées semelhantes RODRIGUES
(1999) cultivou células livres de Candida guilliermondii, relatando a producio
de 5,5 g/1 de etanol apos 60 horas de fermentacao.
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FIGURA 19: Variacao das concentracdes de acido acético, etanol e xilitol no

experimento 3 (vazao de ar de 60 ml/min e fator de concentracao
de hidrolisado de 3,50 vezes).
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FIGURA 20: Variacao das concentracoes de acido acético, etanol e xilitol no

experimento 4 (vazao de ar de 60 ml/min e fator de concentracao

de hidrolisado de 5,00 vezes).

Nas FIGURAS 19 e 20, observa-se a variacao das concentracées de
acido acético, etanol e xilose nos experimentos 3 e 4, respectivamente. FELIPE
et al. (1996a) verificaram a assimilacio deste acido por Candida guilliermondii

em fermentacdes com hidrolisado de bagaco de cana-de-acucar. Constatou-se
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neste trabalho, que o acido acético foi absorvido pela levedura e utilizado como
fonte de carbono e energia em todos os experimentos realizados.

De acordo com van ZYL et al. (1988) este acido apresenta um efeito
inibidor, dependendo principalmente da sua concentracdo no hidrolisado e
aeracao utilizada no processo. O efeito inibidor esta relacionado ao pH
(PARAJO et al., 1998c), uma vez que, em meios mais acidos, a forma néao
dissociada deste acido esta presente em maiores concentracoes. Nesta forma,
o acido pode difundir-se através da membrana celular, atingindo o citoplasma
e, dissociar-se, diminuindo o pH intracelular a valores abaixo dos limites
fisiologicos (HERRERO et al., 1985; LOHMEIER-VOGEL et al., 1998; PARAJO
et al., 1998c). Observou-se neste trabalho que o acido acético comecou a ser
absorvido em todos os experimentos em 24 horas de fermentacdo, porém o
consumo total deste acido ocorreu apenas nos experimentos 3 e 4. Como estes
experimentos apresentaram os melhores resultados, pode-se concluir que
concentragcoes deste acido no hidrolisado ndo apresentaram um efeito

inibitorio efetivo na aeracdo de 60 ml/min.
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FIGURA 21: Variacdo das concentracgoes de xilose, xilitol, pH e acido acético
no experimento 4 (vazdo de ar de 60 ml/min e fator de

concentracao de hidrolisado de 5,00 vezes).

Em todos os experimentos realizados nao ocorreram grandes variacoes
de pH nos intervalos de tempo avaliados. De acordo com a TABELA 7, o pH
final dos experimentos de 1 a 7 permaneceu entre 4,2 e 4,65. Nos
experimentos 3 e 4 onde foram observadas as maiores produtividades, os
valores de pH foram 4,65 e 4,63, respectivamente. FELIPE et al. (1997b)
também observaram que em pH acima de 4,5 a levedura apresentou melhores
resultados. Na FIGURA 21 observa-se que praticamente nio ocorreu variacao
de pH no experimento 4, e, pela analise da diminuicdo da concentracao de
acido acético, sugere-se que o mesmo foi absorvido e utilizado pela levedura

como fonte de carbono, sem causar um efeito inibitério significativo.
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5.3. AVALIACAO CINETICA
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FIGURA 22: Velocidades especificas do experimento 3 (vazao de ar de
60 ml/min e fator de concentracdo de hidrolisado de

3,50 vezes).
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FIGURA 23: Velocidades especificas do experimento 4 (vazao de ar de
60 ml/min e fator de concentracdo de hidrolisado de
5,00 vezes).

Visando uma melhor compreensédo do processo em estudo, realizou-se
uma avaliacao cinética. De acordo com a FIGURA 22, observa-se o decréscimo
acentuado da velocidade especifica de consumo de xilose ao longo do processo,
acompanhado do aumento da velocidade especifica de formacao de xilitol, que
tem seu maximo em 48 horas de fermentacao (aproximadamente 0,13 h-l}. A
velocidade especifica de crescimento celular, tem seu maximo em 24 horas de
fermentacdo, decrescendo até o final da mesma. Observa-se que a curva da

velocidade especifica de consumo de xilose neste experimento apresentou uma
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queda mais acentuada, o que pode ser explicado pela menor concentracao de
inibidores e de xilose do que no exinerimento 4 (TABELA 6) .

Na FIGURA 23, o experimento foi realizado com o fator de concentracéao
do hidrolisado de 5,00 vezes, e nas primeiras 6 horas de fermentacdo observa-
se um perfil das curvas diferentes do experimento 3 neste intervalo de tempo,
e a partir do mesmo o perfil das curvas torna-se semelhante. Sugere-se que a
maior concentracao de glicose no experimento 4 seja a responsavel pela
alteracao do perfil das curvas, pois a mesma interfere na absorcao e utilizaciao
da xilose e na formacdo de xilitol e biomassa. Observa-se também que a
velocidade especifica de consumo de substrato inicia com 0,28 h-1, sendo
pouco mais da metade da encontrada no experimento 3, o que pode ser
explicado pela maior concentracéo de xilose e de inibidores quando comparado
aquele experimento. Observa-se na FIGURA 25 que a velocidade especifica de
formacao de xilitol teve seu maximo em aproximadamente 38 horas de
fermentacdo, e isto ocorreu devido a maior velocidade especifica de
crescimento celular que no inicio do processo apresentava um valor maior
(0,05 h!) quando comparado ao experimento 3 (0,015 h-1), o que justifica em
42 horas de fermentacéo a velocidade especifica de formacao de xilitol atingir
seu maximo.

Nas FIGURAS 24 e 25 observa-se a relacéo entre a velocidade especifica
de crescimento celular e a velocidade especifica de formacdo de xilitol, nos
experimentos 3 e 4, respectivamente, sendo avaliados os pontos finais da
fermentacdo (de 66 a 84 horas no experimento 3, e de 72 a 96 horas no
experimento 4). Estes pontos foram selecionados para estabelecer uma relacao
entre a producao de xilitol e o crescimento celular, pois pode-se afirmar que
nestes pontos somente a fonte de carbono xilose esta sendo consumida.

De acordo com KONOj; ASAI, apud FELIPE et al. (1996), se a producéo
de xilitol e o crescimento celular ocorrem simultaneamente, conforme
podemos verificar no ajuste linear mostrado na FIGURA 24 e FIGURA 25, dos
experimentos 3 e 4, respectivamente, a conversiao xilose-xilitol por Candida
guilliermondii pode ser considerada um processo de formacdo de produto

associado ao crescimento.
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FIGURA 24: Velocidade especifica de crescimento celular em funcao da
velocidade especifica de formacio de xilitol e ajuste linear do
experimento 3 (vazédo de ar de 60 ml/min e fator de
concentracao de hidrolisado de 3,50 vezes). Equacao da reta:
y = 16,45 x; R? = 0,99699.
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FIGURA 25: Velocidade especifica de crescimento celular em funcio da
velocidade especifica de formagdo de xilitol e ajuste linear do
experimento 4 (vazdo de ar de 60 ml/min e fator de
concentracéo de hidrolisado de 5,00 vezes). Equacado da reta:
y = 15,06 x; R2 = 0,99372.
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5.4. AVALIACAO DA INFLUENCIA DAS VARIAVEIS VAZAO DE AR E FATOR
DE CONCENTRACAO DO HIDROLISADO NAS RESPOSTAS Yp/s, Qp,
E, Yx/s, P E CONCENTRACAO CELULAR

Os efeitos principais, bem como aqueles devidos as interacoes entre as
variaveis, vazao de ar (X;) e fator de concentracdo do hidrolisado (X:), foram
avaliados considerando como variaveis respostas, o fator de conversdo de
xilose em xilitol (Yp/s, gxilitol/gxilose), a produtividade volumeétrica em xilitol
(Qp, gxilitol/1.h), o fator de conversdo de xilose em células (Yx/s, gxilitol/g
células), a concentracdo final de xilitol (P, g/l) e a concentracdao celular
final (g/l), as quais foram determinadas através de um planejamento fatorial
completo do tipo 22 com trés ensaios no ponto central, de acordo com
metodologia proposta por BOX et al. (1978). Na TABELA 7 sao apresentados
os resultados do planejamento fatorial utilizados para realizacdo da analise
estatistica.

A analise dos testes estatisticos foi realizada utilizando-se o programa

STATISTICA versao 5.0.

5.4.1. Anidlise estatistica do fator de conversdo de xilose em xilitol

Com relacao ao fator de conversdo de xilose em xilito, a TABELA 9
apresenta a estimativa entre os efeitos principais, bem como aqueles devidos
as interacoes entre as variaveis, vazao de ar (X;) e fator de concentracio do
hidrolisado (X:), os erros-padrdao e o teste t de “Student”. A TABELA 10

apresenta a analise de variancia correspondente.

TABELA 9: Estimativa dos efeitos, erros-padrao e teste t de “Student” para o

fator de conversao em xilitol segundo o planejamento fatorial 22.

Variaveis Estimativas Erros-padrao tealculado
Interacoes dos efeitos
Meédia 0,377* +0,015* 25,51*
X2 0,112* + 0,039* 2,869*
X 0,098* +0,039* 2,520*
X2 . Xy - 0,056 * 0,039 - 1,424

* Significativo ao nivel de 90% de confianca
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De acordo com a TABELA 9, observou-se que o fator de concentracao do
hidrolisado (X2} € a vazao de ar (X,) foram significativos ao nivel de 90% de
confianca, nao sendo significativa a interacao entre estas variaveis. O aumento
tanto no fator de concentracao do hidrolisado, quanto na vazao de ar utilizada
influenciaram positivamente o fator de conversao de xilose em xilitol dentro da
faixa estudada, sendo o maior valor de Yp/s (0,46 g/g) - TABELA 7 - obtido
quando foram utilizados os niveis maximos de aeracido e concentracdo do
hidrolisado (TABELA 7). Portanto, em meédia, o aumento do fator de
concentracao do hidrolisado e da vazédo de ar de seus niveis inferiores para os
superiores, resultou em um aumento de 0,112 e 0,098 no valor de Yp/s,

respectivamente.

TABELA 10: Analise de variancia do planejamento fatorial 22 para o fator de

conversao em xilitol.

Variaveis Soma Graus Media F P
quadratica de quadratica
liberdade
X2 0,012* 1* 0,012* 8,229* 0,064*
X1 0,010* 1* 0,010* 6,348* 0,086*
X2 . Xy 0,003 1 0,003 2,028 0,249
Curvatura 0,007.107 1 0,007.107 0,031 0,877
Faltade  0,007.107 1 0,007.10° 0,031 0,877
ajuste
Erro puro 0,004 2 0,002
Total (corr.) 0,030 6

Rz = 0,85; *significativo ao nivel de 90% de confianca

Verifica-se que a falta de ajuste nao foi significativa ao nivel de 85% de
confianca (TABELA 10), indicando que o modelo matematico descrito na
EQUACAO 1 ajustou adequadamente os dados experimentais. Nesta
EQUACAO é apresentado o modelo linear, com termo de interacdo, para
Yp/s =1 (X:, Xo):
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EQUACAOQ 1: Yp/s = 0,377 + 0,049 . X; + 0,056 . X> - 0,028 X,. Xz }

A analise da curvatura dentro da regido estudada (TABELA 10),
mostrou que esta nao foi significativa ao nivel de 85% de confianca para o
fator de conversao de xilose em xilitol.

Observou-se que o modelo linear com termo de interacao (descrito na
EQUACAO 1) explicou cerca de 85% da variabilidade da resposta Yp/s em
funcao das variaveis estudadas (R? de 0,85, TABELA 10). Este percentual de
variacdo explicada é considerado satisfatorio em experimentos que utilizam
sistemas biologicos em funcédo da complexidade destes processos. Conforme os
resultados obtidos e de acordo com a analise realizada, provavelmente um
modelo de ordem superior ou quadratico ndo explicaria nem representaria
melhor a variabilidade dos resultados experimentais, considerando a faixa de
valores estudados.

A FIGURA 26 apresenta a superficie de resposta para o fator de
converséo de xilose em xilitol, em funcio das variaveis, fator de concentracao
do hidrolisado e vazdo de ar. Pode-se observar que a regido otimizada que
provavelmente proporcionaria um aumento de Yp/s ocorreria com o aumento
dos valores tanto de X; quanto de X;. Considerando a proposta inicial do
presente trabalho e os objetivos propostos, nao foi realizado o passo
ascedente, o que provavelmente proporcionaria um maior fator de conversao

de xilose em xilitol como previsto pela analise estatistica realizada.
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FIGURA 26: Superficie de resposta e curvas de nivel, em funcéo da vazao de ar
e do fator de concentracdo do hidrolisado, do modelo linear
proposto para o fator de conversao de xilose em xilitol utilizando
a levedura Candida guilliermondii cultivada em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar.
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5.4.2. Anilise estatistica da produtividade volumétrica em xilitol

Com relacao a produtividade volumétrica em xilitol, a TABELA 11
apresenta a estimativa entre os efeitos principais, bem como aqueles devidos
as interacdes entre as variaveis, vazdo de ar (X:) e fator de concentracao do
hidrolisado (X2), os erros-padrdao e o teste t de “Student”. A TABELA 12

apresenta a analise de variancia correspondente.

TABELA 11: Estimativa dos efeitos, erros-padrao e teste t de “Student” para a

produtividade volumétrica em xilitol segundo o planejamento

fatorial 22.
Variaveis Estimativas Erros-padrao tealculado
Interacoes dos efeitos
Média 0,165* *+0,138* 11,93*
X> 0,027 + 0,037 0,736
X1 0,130* +0,037* 3,557*
X2. Xy - 0,007 + 0,037 - 0,195

* Significativo ao nivel de 90% de confianca

De acordo com a TABELA 11, observa-se que a vazao de ar (X;) foi
significativa ao nivel de 90% de confianc¢a, ndo sendo significativos a interacao
entre as variaveis X; e X,. O aumento na vazao de ar utilizada influenciou
positivamente a produtividade volumeétrica em xilitol dentro da faixa estudada,
sendo o maior valor de Qp (0,25 gxilitol/1.h) — TABELA 7 - obtido quando
foram utilizados os niveis maximos de aeraciao e concentracao do hidrolisado
(TABELA 7). Portanto, em meédia, o aumento da vazao de ar de seus niveis
inferiores para os superiores, resultou em um aumento de 0,130 no valor de

Qp respectivamente.
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TABELA 12: Analise de variancia do planejamento fatorial 22 para a

produtividade volumeétrica em xilitol.

Variaveis Soma Graus Média F 18
guadratica de quadratica
liberdade
X5 0,007.10™ 1 0,007.10" 0,542 0,515
X1 0,017* 1* 0,017* 12,65* 0,038*
X2.X1  0,005.10° 1 0,005.107 0,038 0,858
Curvatura 0,002.10 1 0,002.10™ 0,143 0,742
Falta de 0,002.10™ 1 0,002.10™ 0,143 0,742
ajuste
Erro puro 0,003 2 0,001
Total (corr.) 0,022 6

R2 = 0,82; *significativo ao nivel de 90% de confianca

Verifica-se que a falta de ajuste ndo foi significativa ao nivel de 75%
de confianca (TABELA 12), indicando que o modelo matematico descrito na
EQUACAO 2 ajustou adequadamente os dados experimentais. Nesta
EQUACAQO é apresentado o modelo linear com termo de interacido para

Qp = f (X1, Xa):

EQUACAOQ 2: Qp = 0,165 + 0,065 . X; + 0,013 . X2 - 0,003 X,. X»

A analise da curvatura dentro da regido estudada (TABELA 12),
mostrou que esta nao foi significativa ao nivel de 75% de confianca para a
produtividade volumétrica em xilitol.

Observou-se que o modelo linear com termo de interacao (descrito na
EQUACAQO 2) explicou cerca de 82% da variabilidade da resposta Qp em
funcao das variaveis estudadas (R* de 0,82, TABELA 12).

A FIGURA 27 apresenta a superficie de resposta para a produtividade
volumétrica em xilitol, em funcdo das variaveis: fator de concentracdo do
hidrolisado e vazdao de ar. Pode-se observar que a regido otimizada que

provavelmente proporcionaria um aumento de Qp ocorreria com 0 aumento
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dos valores tanto de X; quanto de X.. Considerando a proposta inicial do
presente trabalho e os objetivos propostos, ndo foi realizado o passo
ascedente, o que provavelmente proporcionaria um aumento na Qp como

previsto pela analise estatistica realizada.



FIGURA 27: Superficie de resposta e curvas de nivel, em funcéo da vazéo de ar
e do fator de concentracdo do hidrolisado, do modelo linear
proposto para a produtividade volumétrica em xilitol utilizando a
levedura Candida guilliermondii cultivada em hidrolisado

hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar.
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5.4.3. Andlise estatistica do fator de conversao de xilose em células

Com relacao ao fator de conversao de xilose em células, a TABELA 13
apresenta a estimativa entre os efeitos principais, bem como aqueles devidos
as interacgoes entre as variaveis, vazao de ar (X;) e fator de concentracio do
hidrolisado (X2), os erros-padrédo e o teste t de “Student”. A TABELA 14

apresenta a analise de variancia correspondente.

TABELA 13: Estimativa dos efeitos, erros-padrao e teste t de “Student” para o

fator de conversdo de xilose em células segundo o planejamento

fatorial 22.
Variaveis Estimativas Erros-padrao teatculado
Interacoes dos efeitos
Média 0,040* + 0,005* 7,506*
X2 0,003 +0,014 0,227
X, 0,040* + 0,014+ 2,829*
X2 . Xy 0,013 + 0,014 0,938

* Significativo ao nivel de 90% de confianca

De acordo com a TABELA 13, observou-se que a vazao de ar (X;) foi
significativa ao nivel de 90% de confianca, nio sendo significativos o fator de
concentracao do hidrolisado (X2) € a interacdo entre as variaveis X; e Xa. O
aumento na vazao de ar utilizada influenciou positivamente o fator de
conversao de xilose em células dentro da faixa estudada, sendo o maior valor
de Yx/s (0,07 gxilitol/gcélulas) — TABELA 7 - obtido quando foram utilizados
os niveis maximos de aeracdo e concentracido do hidrolisado (TABELA 7).
Portanto, em média, o aumento do fator de concentracéo do hidrolisado e da
vazao de ar de seus niveis inferiores para os superiores, resultou em um

aumento de 0,040 no valor de Yx/s respectivamente.
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TABELA 14: Analise de variancia do planejamento fatorial 22 para o fator de

conversao de xilose em células.

Variaveis Soma Graus Média F P
gquadratica de quadratica
liberdade
Xo 0,001.10 1 0,001.10 0,051 0,834
X3 0,001* 1* 0,001* 8,005* 0,066*
X>. X1  0,001.10" 1 0,001.10" 0,879 0,417
Curvatura 0,009.102 1 0,009.10° 0,364 0,607
Faltade  0,009.102 1 0,009.102 0,364 0,607
ajuste
Erro puro  0,005.10™ 2 0,002.10™
Total (corr.) 0,002 6

R2 = 0,75; *significativo ao nivel de 90% de confianca

Verifica-se que a falta de ajuste néao foi significativa ao nivel de 61%
de confianca (TABELA 14}, indicando que o modelo matematico descrito na
EQUACAO 3 ajustou adequadamente os dados experimentais. Nesta
EQUACAO ¢ apresentado o modelo linear com termo de interacio para
Yx/s =f (X, Xo):

EQUACAO 3: Yx/s = 0,040 + 0,020 . X; + 0,001 . X5 + 0,006 X;. X

A analise da curvatura dentro da regidao estudada (TABELA 14),
mostrou que esta nao foi significativa ao nivel de 61% de confianca para o
fator de conversao de xilose em células.

Observou-se que o modelo linear com termo de interacio descrito na
EQUACAO 3 explicou cerca de 75% da variabilidade da resposta Yx/s em
funcao das variaveis estudadas (R? de 0,75, TABELA 14).

A FIGURA 28 apresenta a superficie de resposta para o fator de
conversao de xilose em células, em funcao das variaveis, fator de concentracao
do hidrolisado e vazdo de ar. Pode-se observar que a regido otimizada que

provavelmente proporcionaria um aumento de Yx/s ocorreria com o aumento
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dos valores tanto de X; quanto de X,. Considerando a proposta inicial do
presente trabalho e os objetivos propostos, nao foi realizado o passo
ascedente, o que provavelmente proporcionaria um maior fator de conversao

de xilose em xilitol como previsto pela analise estatistica realizada.
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FIGURA 28: Superficie de resposta e curvas de nivel, em funcéo da vazéo de ar
e do fator de concentracao do hidrolisado, do modelo linear
proposto para o fator de conversao de xilose em células utilizando
a levedura Candida guilliermondii cultivada em hidrolisado

hemicelulésico de bagaco de cana-de-agtcar.
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5.4.4. ANALISE ESTATiSTICA DA CONCENTRACAO FINAL DE XILITOL

Com relacao a concentracao de xilitol, a TABELA 15 apresenta a
estimativa entre os efeitos principais, bem como aqueles devidos as interacoes
entre as variaveis, vazao de ar (X;) e fator de concentragao do hidrolisado (X2),
os erros-padrao e o teste t de “Student”. A TABELA 16 apresenta a analise de

variancia correspondente.

TABELA 15: Estimativa dos efeitos, erros-padréo e teste t de “Student” para a

concentracao de xilitol segundo o planejamento fatorial 22.

Variaveis Estimativas Erros-padrao tealeuiado
Interacoes dos efeitos

Média 15,41* + 1,289* 11,95*

X2 7,074 + 3,411 2,074

X1 8,634* +3,411* 2,531*

X2. Xy 0,245 + 3,411 0,072

* Significativo ao nivel de 90% de confianca

De acordo com a TABELA 15, observou-se que a vazdo de ar (Xi) foi
significativa ao nivel de 90% de confianca, nao sendo significativos o fator de
concentracao do hidrolisado (X3) e a interacdo entre as variaveis X; e Xz, O
aumento na vazao de ar utilizada influenciou positivamente a concentracio de
xilitol dentro da faixa estudada, sendo o maior valor da concentracio de xilitol
(23,57g/1) - TABELA 7 - obtido quando foram utilizados os niveis maximos de
aeracao e concentracao do hidrolisado (TABELA 7). Portanto, em meédia, o
aumento do fator de concentracdo do hidrolisado e da vazao de ar de seus
niveis inferiores para os superiores, resultou em um aumento de 8,634 no

valor da concentracéo de xilitol, respectivamente.
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TABELA 16: Analise de variancia do planejamento fatorial 22 para a

concentracao de xilitol.

Variaveis Soma Graus de Média F P

quadratica liberdade quadratica

X2 50,05 1 50,05 4,302 0,129

X1 74,55* 1* 74,55* 6,409* 0,085*

X2 . Xs 0,060 1 0,060 0,005 0,947

Curvatura 0,311 1 0,311 0,018 0,905

Falta de 0,311 1 0,311 0,018 0,905

ajuste
Erro puro 34,58 2 17,29
Total (corr.) 159,5 6

R2 = 0,78; *significativo ao nivel de 90% de confianca

Verifica-se que a falta de ajuste nao foi significativa ao nivel de 90% de
confianca (TABELA 16), indicando que o modelo matematico descrito na
EQUACAO 4 ajustou adequadamente os dados experimentais. Nesta
EQUACAO é apresentado o modelo linear com termo de interacdo para
P =1 (X1, Xa):

EQUACAO 4: [xilitol] = 15,41 + 4,317 . X, + 3,537 . Xz + 0,122 X,. X»

A analise da curvatura dentro da regido estudada (TABELA 16),
mostrou que esta nao foi significativa ao nivel de 90% de confianca para a
concentracao de xilitol.

Observou-se que o modelo linear com termo de interacio (descrito na
EQUACAO 4) explicou cerca de 78% da variabilidade da resposta da
concentracdo de xilitol em funcéo das variaveis estudadas (R? de 0,78,
TABELA 16).

A FIGURA 29 apresenta a superficie de resposta para a concentracio
de xilitol, em funcéo das variaveis: fator de concentracio do hidrolisado e
vazao de ar. Pode-se observar que a regido otimizada que provavelmente

proporcionaria um aumento da concentracdo de xilitol ocorreria com o
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aumento dos valores tanto de X; quanto de X.. Considerando a proposta
inicial do presente trabalho e os objetivos propostos, nao foi realizado o passo
ascedente, o que provavelmente proporcionaria um aumento na concentracao

em xilitol como previsto pela andalise estatistica realizada.



FIGURA 29: Superficie de resposta e curvas de nivel, em funcéo da vazao de ar
e do fator de concentracdo do hidrolisado, do modelo linear
proposto para a concentracdo de xilitol utilizando a levedura
Candida guilliermondii cultivada em hidrolisado hemicelulosico

de bagaco de cana-de-agucar.
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5.4.5. Anidlise estatistica da eficiéncia de conversdo de xilose em xilitol

Com relacao a eficiéncia de conversao de xilose em xilitol, a TABELA 17
apresenta a estimativa entre os efeitos principais, bem como aqueles devidos
as interagoes entre as variaveis, vazdao de ar (X;) e fator de concentracéo do
hidrolisado (X2), os erros-padréao e o teste t de “Student”. A TABELA 18

apresenta a analise de variancia correspondente.

TABELA 17: Estimativa dos efeitos, erros-padrao e teste t de “Student” para a
eficiencia de conversao de xilose em xilitol segundo o

planejamento fatorial 22.

Variaveis Estimativas Erros-padrao tealculado
Interacoes dos efeitos

Média 41,06* + 1,609* 25,51*

X2 12,21+ + 4,258* 2,868*

X1 10,73* + 4,258* 2,519*

X2 . X1 - 6,065* + 4,258 - 1,424

* Significativo ao nivel de 90 % de confianca

De acordo com a TABELA 17, observou-se que a vazio de ar (Xi1) e o
fator de concentracédo do hidrolisado (X») foram significativas ao nivel de 90%
de confianga, nao sendo significativa a interacdo entre as variaveis X; e Xz. O
aumento tanto no fator de concentracao do hidrolisado, quanto na vazio de ar
utilizada influenciaram positivamente a eficiéncia de conversdo de xilose em
xilitol dentro da faixa estudada, sendo o maior valor da concentracio de xilitol
(49,80%) — TABELA 7 - obtido quando foram utilizados os niveis maximos de
aeracao e concentracao do hidrolisado (TABELA 7). Portanto, em meédia, o
aumento do fator de concentracdo do hidrolisado e da vazao de ar de seus
niveis inferiores para os superiores, resultou em um aumento de 12,21 e

10,73 no valor da eficiéncia de conversao de xilose em xiitol, respectivamente.



TABELA 18: Analise de variancia do planejamento fatorial 22 para a eficiéncia

de conversao de xilose em xilitol.

Variaveis Soma Graus de Média F P

quadratica liberdade quadratica

Xz 149,2 1 149,2 5,570 0,877

X1 115,1 1 115,1 4,296 0,173

X2 . Xa 36,78 1 36,78 1,372 0,362

Curvatura 0,818 1 0,818 0,305 0,877

Falta de 0,818 1 0,818 0,305 0,877

ajuste
Erro puro 53,53 2 26,79

Total (corr.) 355,6 6

R2=0,85; *significativo ao nivel de 90% de confianca

Verifica-se que a falta de ajuste nao foi significativa ao nivel de 85%
de confianca (TABELA 18), indicando que o modelo matematico descrito na
EQUACAO 5 ajustou adequadamente os dados experimentais. Nesta
EQUACAO ¢ apresentado o modelo linear com termo de interacao para

E= f (Xl, XQ):

EQUACAO 5: E = 41,06 + 5,365 . X; + 6,108 . X» - 3,032 X;. Xz

A analise da curvatura dentro da regidao estudada (TABELA 18),
mostrou que esta nao foi significativa ao nivel de 85% de confianca para
eficiéncia de converséo de xilose em xilitol.

Observou-se que o modelo linear com termo de interacdo (descrito na
EQUACAO 5) explicou cerca de 85% da variabilidade da resposta da eficiéncia
de conversao de xilose em xilitol em funcao das variaveis estudadas (R? de
0,85, TABELA 18).

A FIGURA 30 apresenta a superficie de resposta para a eficiéncia de
converséo de xilose em xilitol, em funcio das variaveis, fator de concentracéo
do hidrolisado € vazdo de ar. Pode-se observar que a regido otimizada que

provavelmente proporcionaria um aumento da concentracio de xilitol
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ocorreria com o aumento dos valores tanto de X; quanto de X,. Considerando
a proposta inicial do presente trabalho e os objetivos propostos, nao foi
realizado o passo ascedente, o que provavelmente proporcionaria um aumento
na eficiéncia de conversao de xilose em xilitol como previsto pela analise

estatistica realizada.
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FIGURA 30: Superficie de resposta e curvas de nivel, em funcao da vazio de ar
e do fator de concentracio do hidrolisado, do modelo linear
proposto para a eficiéncia de conversdo de xilose em xilitol
utilizando a levedura Candida guilliermondii cultivada em

hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar.
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6. CONCLUSOES

e O reator de coluna de bolhas apresenta potencial de uso em estudos de

producao de xilitol.

e Dentro dos niveis das variaveis estudadas, a melhor condicdo para a
producado de xilitol em reator de coluna de bolhas ocorreu quando a
vazao de ar de 60 ml/min e o fator de concentracao do hidrolisado de
5,00 vezes {0 que corresponde a aproximadamente 58,20 g/1 de xilose
no inicio da fermentacéo) foram utilizados. Nestas condicoes, obteve-se
os melhores resultados: 23,57 g/l de xilitol, 0,25 g/1.h de Qp, 0,46 g/g
de Yp/s e 49,80% de E.

e Com o uso da metodologia de superficie de resposta, a partir dos dados

experimentais, pode-se observar que a realizacao do passo ascendente

conduziria a regiao 6tima.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Objetivando o aumento da produtividade volumétrica e da concentracéo
de xilitol, sugere-se a realizacdo de experimentos com vazoes de ar
maiores que 60ml/min e com o fator de concentracao do hidrolisado de

5 vezes.

Utilizar células imobilizadas no suporte a-alumina para aumentar a
concentracao celular no reator e promover uma quebra efetiva das
bolhas de ar, aumentando a area interfacial de contato das bolhas com
o meio fermentativo, proporcionando melhores transferéncias de

oxigénio para o interior das leveduras.

Avaliar o desempenho do sistema utilizando além de maiores vazdes de

ar, maiores fatores de concentracao do hidrolisado.
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