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RESUMO

Aproveitamento do hidrolisado de palha de trigo para obtencio de xilitol
por via microbiana. Larissa Canilha. Dissertagdo de Mestrado. Programa de
Pés- graduacdo em Biotecnologia Industrial, Departamento de Biotecnologia,
Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena. Orientador: Dr. Jodo Batista de
Almeida e Silva (Departamento de Biotecnologia, FAENQUIL, CP116, 12600-
970, Lorena, SP, Brasil). Banca Examinadora: Dra. Maria das Gragas Almeida
Felipe e Dr. Urgel de Almeida Lima. Fevereiro de 2002.

Materiais lignoceluldsicos, como a palha de trigo, s&o fontes abundantes
e renovaveis de carboidratos que podem ser utilizados em bioprocessos. Seus
maiores componentes, celulose, hemicelulose e lignina, variam entre espécies
vegetais. O contelido da hemicelulose é superior das outras fragdes. A fracdo
hemicelulésica pode ser separada por tratamento acido liberando a xilose.

A influéncia da temperatura, concentracdo acida, relacdo massa
seca:solucéo acida, na hidrdlise da palha de trigo foi estudada.

Inicialmente, a palha de trigo foi moida e seca antes da hidrdlise. As
hidrélises foram conduzidas em condi¢les determinadas por um planejamento
fatorial, para identificar os fatores importantes no processo.

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

Y = 15,2443 + 3,181*X; + 2,84*X, + 3,65471*X,% — 1,9625*X: X,

em que Y representa o rendimento de xilose em relacdo a palha de trigo
(%), Xs a temperatura em °C, X, a concentrag&o acida (%).

A metodologia desenvolvida dentro das condi¢gdes estudadas, permitiu
estabelecer qual a melhor condicdo de hidrdlise para obter o maximo de
extracdo de xilose e, consequentemente o maximo de rendimento (26,2 %).

A maior concentragéo de xilose foi encontrada em hidrolisado de palha
de trigo obtido tratado com 1% de solugéo acida na proporcdo de 1:15 de palha
seca:solugéo 4cida, temperatura de 140°C por 20 minutos de tempo de reacao.



ABSTRACT

Lignocellulosic materials, such as wheat straw, are abundant and
renewable sources of carbohydrates that can be used in bioprocesses. Their
largest components, cellulose, hemicellulose and lignin, vary between species.
The amount of hemicellulose, and therefore xylose, is higher than other fraction.
The hemicellulose fraction can be easily removed by acid treatment.

The influence of temperature, acid concentration, and the effect of the
relation between dry matter of straw and acid solution on hydrolysis procedures
were studied.

The wheat straw was ground and dried before the hemicellulose
hydrolysis, carried out under planned conditions for a centered face factorial
design, to identify the main factors affecting the process.

The assays resulted in a mathematical model representing the
parameters involved in the process:

Y = 15,2443 + 3,181*X; + 2,84*X, + 3,65471*X;2~ 1,9625*X4 X

in which Y means the yield (%), X; the temperature (°C) and X the acid
concentration (%).

The methodology developed under the outlined state allowed to
establishing the best acid hydrolysis conditions to reach the highest extraction
and the maximum yield of xylose (26.2 %).

The highest amount of xylose (15.37 g/L) was reached in a wheat straw.
hydrolysis with a 1 % sulphuric acid concentration in a proportion of 1:15
between straw dry matter and acid solution, at a temperature of 140°C in 20
minutes of time reaction.
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1 INTRODUCAO

O aproveitamento de residuos lignoceluldsicos de origem industrial ou
florestal por processos fermentativos tem sido, nos dltimos anos, objeto de
pesquisas cada vez mais numerosas, com vistas a reduzir o prejuizo ambiental.

_v Varios residuos lignocelulosicos podem ser decompostos por hidrolise acida
. em celulose, hemicelulose e lignina. A fragdo hemiceluldsica & uma fonte
potencial para processos de bioconversdo, porque seu hidrolisado contém
‘\ elevado teor de agucares fermentesciveis, representados em até 80 % pela
xilose, que é substrato primordial para o processo de obtencéo de xilitol por via

‘microbiana.

— O xilitol, agtcar de elevado poder adogante, anticariogénico e substituto
de agUcares para diabéticos, tem grande importancia econémica e social, pela
sua aplicabilidade nas industrias farmacéutica, odontologica e alimenticia,
sendo comercializado no Brasil em produtos como creme dental, pastilhas e
gomas de mascar.

A produgéo comercial desse adogante ocorre por via quimica a partir de
hidrolisados ricos em xilose, obtidos de materiais lignoceluldsicos. O processo
quimico, no entanto, tem custo bastante elevado, pois requer extensivas etapas
de purificagdo do hidrolisado, porque os residuos da lignina interferem no
processo catalitico. Por essa raz8o, o processo fermentativo, que ndo sofre
essa interferéncia, apresenta-se como alternativa para a obteng&o de xilitol.

Projetos voltados para o desenvolvimento dessa tecnologia constituem a
principal linha de pesquisa do Grupo de Processos Fermentativos do
Departamento de Biotecnologia da Faculdade de Engenharia Quimica de
Lorena. Os trabalhos concentram-se no aproveitamento de materiais
lignoceluldsicos como o bagago de cana-de-aguicar, a palha de arroz e cavacos
de eucalipto. oot

Atualmente estdo sendo iniciadas pesquisas com palha de trigo, cujo
contetdo em fragdo hemicelulésica é superior das demais matérias-primas
citadas.

Este trabalho teve como objetivo geral o emprego da palha de trigo para
a bioconversdo de xilose em xilitol utilizando-se a levedura Candida

guilliermondii FTI120037, em um projeto em que foram estudados os parametros



de hidrdlise acida por meio de metodologias estatisticas (BOX et al, 1978 e
BARROS NETO et al, 1995). O objetivo especifico foi determinar o modelo
matematico que melhor representasse este bioprocesso avaliando os fatores
que influenciam a hidrolise &cida como a temperatura, tempo, concentragéo da
solugéo acida e relagdo entre massa seca do residuo na solugao acida.
Inicialmente foram executados varios ensaios de hidrélise 4cida da palha
de trigo e seus resultados foram analisados com o objetivo de definir a melhor
condigdo de hidrdlise para esta matéria-prima. Depois foram determinados os
pHs adequados para as fermentagdes assim como as concentragdes dos
nutrientes para a suplementacdo dos hidrolisados. Foram empregados frascos
Erlenmeyer sob agitagéo (200 rpm), a 30 °C. As fermentagées foram avaliadas
quanto ao consumo de agulcares, producéo de xilitol e células, concentracéo de

acido acético, furfural, hidroximetilfurfural, e pH.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

-~ A maioria dos materiais lignocelulésicos sdo constituidos por trés
componentes principais: celulose, hemicelulose e lignina, nas proporgdes 4:3:3
(TSAO, 1978). ” '

A celulose € um composto organico que representa de 40 a 60% dos
residuos solidos urbanos e pode ser encontrada em abundancia nos residuos
florestais e agricolas, bem como nos residuos das indUstrias de processamento
de frutas e vegetais (MANDELS et al., 1974). Segundo GOLDSTEIN, 1978, a
produgéo de celulose compreende aproximadamente 50% da -producdo de
biomassa de todo material organico da Terra, o que equivale a 100 bilhes de
toneladas por ano. A celulose é um polissacarideo linear composto de
unidades anidroglicosidicas interligadas por ligagdes B-glicosidicas de formula
geral (CeH100s5)n, em ligagdes glicosidicas 1,4, formando a celobiose que se
repete varias vezes na cadeia de celulose (GOLDSTEIN, 1978). A celulose é
completamente insolivel em agua, devido & presenca de grupos hidroxilicos
em cada residuo de glicose, e as inumeras ligagbes das pontes
hidrogenibnicas. Solugbes fortes de acidos e alcalis conseguem dissolver a
celulose e transformam os polimeros em glicose, substrato fundamental na
produgéo de alimentos, de energia e de produtos quimicos e farmacéuticos. A
intencdo de se utilizar a celulose para a produgdo de alimentos, seja por
fermentagéo direta seja por prévia hidrdlise acida, € relativamente antiga.
Segundo DUNLAP, 1975, a Alemanha, na década de 1940, utilizava a celulose
de madeira para a produgao de acgucar.

As hemiceluloses diferem substancialmente da celulose por serem
amorfas, tornando-a bem mais facil de ser hidrolisada do que a celulose.
Apresentam estrutura ramificada e composta pela combinagédo de varios
agucares (pentoses, hexoses, acidos hexurénicos e deoxi-hexoses) (FIGURA
2.1) (FENGEL e WEGENER, 1989; PAARHAM, 1993). As hemiceluloses s3o
classificadas basicamente de acordo com os aglicares presentes na cadeia

principal do polimero: xilanas, glucomananas e galactanas.



A cadeia principal pode ser um homopolimero, como no caso das
Xilanas, ou um heteropolimero, como no caso das glucomananas e podem
apresentar arabinose, galactose, acido 4-O-metilglucorénico e grupos acetil

ligados & cadeia principal.

Pentoses Hexoses Acidos . Deoxi-hexoses
Hexurdnicos
' COOH
CH20H
OH HO OH

| o OH OH s

OH OH H

H
H " H H H
§-D - Xilose p-D -Glicose icido p-D -Glcurénico  a-L-Ramnose
_ H,OH COOH
Ho OH OH OH
OH OH ON e My oH
H Ho
H - 3 .
_ . H H
a-L -Arabinopiranose p-D-Manose  gcido x-D -4-0-Metiglicurénico o-L -Fucose
oL oH CH,OH COOH
Ho HO,
HOHzc OH \ O H OH
H H

a-~L - Arabinofuranose - D -Galactose icido «-D -Galacturénico

FIGURA 2.1 — Férmula estrutural dos aglcares presentes nas hemiceluloses
(FENGEL e WEGENER, 1989).



A lignina é um complexo estrutural cujo esqueleto é formado por quatro
ou mais unidades de fenilpropano sendo o terceiro maior componente da
celulose compreendendo aproximadamente 25%. A lignina serve como um
cimento entre as fibras de celulose e hemicelulose, constituindo a principal
barreira para hidrélise enzimatica. A lignina tem estrutura tridimensional e é um
polimero de fenilpropano com diferentes ligagées entre os mondémeros e a
estrutura conifera que é constituida por polimeros do alcool coniferil (3-metoxi
4-hidroximetil alcool), alcool sinapil (3, 5 dimetoxi 4-hidroxinamil alcool) e alcool
cumarilico (alcool 4-hidroxicumarilico) (GOLDSTEIN, 1978).

Alem desses trés componentes principais, a biomassa lignocelulésica
contém extrativos e carboidratos ndo estruturados. Os principais extrativos s&o
tupertina, resinas de acidos graxos, taninos, canfora, 6leos volateis, gomas e
borracha (GOLDSTEIN, 1978). Os extrativos contém uma grande variedade de
compostos organicos que podem ser extraidos por solventes orgénicos ou
agua. Sdo compostos alifaticos, aromaticos aliciclicos, alcoois, cetonas e uma
grande variedade de &cidos, ésteres e compostos fendlicos (TITCHENER,
1975).

Atualmente o aproveitamento de residuos lignocelulésicos apresenta
varios pontos a serem considerados. A pré-hidrélise remove primeiramente a
fragdo hemicelulosica do material original e o residuo soélido resultante é
composto de lignina e celulose. No processo hidrolitico com vistas a producéo
de etanol, a celulose & o constituinte mais importante, por ser um polimero de
glicose. A celulose amorfa possui uma alta constante de reagdo de hidrolise e
por tratamento acido libera glicose. Por outro lado, a celulose cristalina e a
lignina constituem os dois maiores problemas para a utilizagdo efetiva dos
residuos lignocelulésicos durante o proceéso de conversdo quimica, enzimatica
ou microbiolégica. A lignina restringe o ataque quimico e microbiano e a
celulose cristalina restringe, além desses, o ataque enzimatico (MILLET et al.,
1976).

Os materiais lignoceluldsicos sdo representados pelos residuos
florestais e agricolas, por subprodutos da industria de alimentos e forragens
(MONTEIRO, 1986). Segundo SRINIVASAN et al., 1983, a palha de cereais é
um dos residuos agricolas de maior importancia para os paises em

desenvolvimento, e sua produgdo chega a 560 milhGes de toneladas anuais
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somente nos paises asiaticos. Segundo CARRAU et al., 1987, as sobras de
palha-de-arroz e de bagago de cana-de-aglcar no Brasil atingiam 2 e 14

milh&es de toneladas por ano, respectivamente.

2.1.1 Palha de trigo

Dentre as diferentes biomassas que compGem os materiais
lignoceluldsicos, a palha de trigo constitui um residuo agricola abundante. Uma
pequena porcdo deste material é utilizada para ragdo animal e combustivel
doméstico. A palha do trigo pode ser devolvida ao solo (matéria organica), ou
ser usada para instalagéo de animais (SEAGRI, 2001).

Também é o alimento basico predominante no Ocidente, como também
na China e na India (BROWN,L.R., 2002). Em alguns paises da Europa, a
palha de trigo € usada para produgdo de polpas, se estendendo até a producéo
de papel (HAMILTON & LEOPOLD, 1987).

Semelhante a outros materiais lignocelulosicos, a palha de trigo também
€ constituida de 3 principais componentes: celulose, hemicelulose e lignina,
nas proporgdes 3:5:2, o que significa que o teor de xilose nesta matéria-prima é

muito maior que nos demais materiais (Tabela 2.1).

Tabela 2.1-Composig&o quimica dos materiais lignocelulosicos(%)

Fontes lignocelulésicas Celulose Hemicelulose Lignina Extrato

Madeira dura 43-47 25-35 16-24 2-8
Madeira mole 40-44 25-29 25-31 1-5
Bagaco de cana 40 30 20 - 10
Palha de arroz 43.3 26.4 16.3 n.d.
Talo de milho 35 25 35 5

Espiaga de milho 45 35 15 5

Algodéo 95 2 0.9 04
Juta 71.5 13.6 13.1 1.8
Palha de trigo 30 50 15 5

Rami 76,2 16,7 0.7 6.4
Sisal , 73.1 14,2 11 1.7

n.d.- ndo determinado
Fonte:Hon,D.N.S., 1996.

No ano agricola de 1998 a é&rea cultivada com trigo no Brasil foi de
1.378.000 hectares. A produgado atingiu 2.032.900 toneladas de grdos, com

uma produtividade média de 1.475 Kg/ha. Essa produgao representou, nesse



ano agricola, aproximadamente 30% do consumo nacional, que ficou na ordem
de 8.500.000 toneladas (EMBRAPA, 1999). No ano de 1987 foram cultivados
3.439.982 hectares de trigo no Brasil, ou seja, 2.501.982 hectares a mais que
na safra de 1998. Em 1987, o Brasil produziu 6,2 milhdes de toneladas de trigo,
0 que prova a viabilidade técnica da cultura no pais. A area cultivada com trigo
no Brasil sofreu esse decréscimo até 1998, basicamente, devido a
desregulamentagéo da compra estatal de trigo e em consequéncia da abertura
do mercado.(EMBRAPA; 1999).

Dados da Companhia Nacional do Abastecimento (CONAB) estimavam
para a safra de 2000 que a area plantada aumentasse para 1,43 milhdo de
hectares, o que corresponde a 4,1% a mais em relagdo a safra passada. Com
excegéo do Parana, onde ha uma tendéncia de redugéo do plantio em torno de
2%, os outros Estados produtores (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo
Paulo) aumentaram sua area plantada de trigo (ABITRIGO, 2001).

De acordo com a EMBRAPA (2000) o Brasil ocupava o 22° lugar dentre
outros paises do mundo em areas plantadas de trigo. Em 1999 passou a
ocupar o 21° lugar embora com menor area plantada (Tabela 2.2).

A vantagem do hidrolisado hemicelulésico de palha de trigo para a
produgéo de xilitol € a potencialidade de obtengdo de alto teor de actcares
fermentesciveis, sobretudo de xilose, o que torna essa matéria-prima adequada

para esse processo de bioconversio.

2.2 PROCESSOS HIDROLITICOS

Varios processos tém sido desenvolvidos para realizar a hidrolise dos
materiais lignoceluldsicos. Os primeiros processos usados para a hidrolise da
celulose empregaram &cido sulfurico e os principais foram o Bergius (1935),
com acido concentrado, o Scholler (1935), com 4cido diluido e o Udic-Rheinau,
com acido cloridrico. Em 1946 surgiu o processo Madison em sistema continuo
e em 1961 surgiram os processos japoneses Nihon-Mokuzai-Kagaku e
Hokaido, que utilizam solugdo de acido sulfurico, e Moguchi-Chisso que utiliza
acido cloridrico (DUNLAP,1975)T



Tabela 2.2 — Area plantada de trigo no mundo (ha) 1997/1999.

i Ano
Area plantada de trigo (ha) . .
1997 1998 1999

Mundo 228.478,514 224.715,550 214.198,999
Marrocos 2.492,900 |  3.087,000 2.286,000
Africa do Sul | 1.392,000 | 748,000 700,000
Canada | 11.409,900 10.768,000 10.303,000
México | 772,303 770,090 815,000
Estados Unidos 25.430,000 23.878,000 22.042,000

rgentina | 5.702,000 4.758,000 5.000,000
Brasil | 1.505,671 1.378,000 1.249,199
{Chile 417,406 383,622 380,000
|Paraguai ‘ 224,046 200,700 220,000
[Uruguai | 226,500 200,000 200,000
Afeganistao 2.124,000 2.186,000 2.186,000
China 30.057,020 _29.800,020 29.000,020
findia_ 25.930,000 26.686,000 | 27.356,000
fIra 6.298,995 6.179,747 5.000,000
llraque 1.405,000 1.557,000 1.600,000
Kasaquistéo 11.479,000 9.110,100 7.770,000
Paquistdo ~8.109,100 8.354,600 8.312,300
Siria 1.760,799 1.550,000 1.750,000
Turquia 9.340,000 9.400,000 8.650,000
Uzbequistdo 1.457,000 963,000 1.000,000
Republica Checa 825,450 862,015 867,360
Dinamarca 689,000 | 678,000 700,000
[Franga 1 5.110,000 |  5.234,000  5.134,000 |
Alemanha 2.727,898 2.802,455 2.800,000
Grécia 859,813 855,422 853,400
[Hungria 1.247,570 1.200,000 735,000
Italia | 2.366,121 2.305,357 2.304,000
{Polénia | 2.555,092 2,631,319 2.631,319
|Russia 26.056,150 26.100,390 22.985,000
Roménia 2.377,200 2.023,000 1.660,000
[Espanha 2.049,500 1.874,900 2.195,800
Reino Unido 2.035,000 2.044,000 1.881,000
Ucrania 6.508,400 5.641,000 5.900,000
Australia 10.439,000 11.583,000 11.957,000

Fonte: EMBRAPA. 2000.

O processo Bergius utiliza o HCI concentrado, para dissolver a celulose

da madeira colocada em duas baterias de extratores paralelos, de modo que

permitam a extragdo em contracorrente. A solugdo acida arrasta 32% de

carboidratos. Por destilagdo a vacuo, recupera-se o acido e o material seco que

contém glicose, manose, xilose e frutose na forma tetramérica e que podem ser




transformados na sua forma monomérica diluindo e aquecendo o material a
120 °C (PERRONE, 1977).

O processo Scholler consiste em aquecer uma carga de madeira
embebida em H,SO4 a 0,6%, em percoladores, a 134 °C, extraindo-se o
hidrolisado - varias vezes. A solugdo de acglcares a 4% assim obtida é
neutralizada com hidréxido de calcio (PERRONE, 1977).

O processo Udic-Rheinau que é uma modificagdo do processo Rheinau,
patenteado em 1880, originalmente utilizava HCl fumegante. O processo
derivado consiste em realizar uma pré-hidrolise com HCl a 32% para a
remoc&o da hemicelulose, e logo apés, a hidrolise principal com acido cloridrico
a 41%. Ambos os tratamentos sdo feitos a 20 °C. As solugdes obtidas sé&o
diluidas e submetidas a pos-hidrélise a 100 °C (TITCHENER, 1975).

O processo Madison € uma modificagdo do processo Scholler, que
também usa acido sulfarico entre 0,5 e 0,6%, temperatura de hidrélise entre
150 e 180 °C, e poucos segundos de percolagdo. Esse processo é mais
produtivo que o processo Scholler (HARRIS, BEGLINGER, 1946; PERRONE,
1977).

No processo Hokaido os cavacos sdo submetidos a um tratamento a
vapor a 180-185°C ou a 140-150 °C, com H,SO, a 1,2-1,5%. Apds essa pré-
hidrélise, a madeira e o residuo sdo secos e a hidrélise principal é realizada a
temperatura ambiente, com uma solu¢do de H,SO4 a 80% (TITCHENER,
1975).

O ponto critico da hidrolise com acido concentrado é o custo de
recuperagdo do acido. Devido a isso, surgiram varias pesquisas sobre o
tratamento com acidos halogénicos (GOLDSTEIN, EASTER, 1992). Por essa
mesma raz&o, outras formas de pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos
estdo sendo pesquisadas, a fim de se obter um material apropriado para a
utilizacdo direta ou indireta. Os processos de hidrélise enzimatica, por explosdo
a vapor, e por tratamento com acido diluido sdo os mais empregados.

O tratamento por explosdo a vapor teve inicio na década de 70. Em
varios trabalhos submeteu-se a pressdo e vapor para melhorar o
aproveitamento dos volumosos de baixa qualidade nutritiva (MELLO JUNIOR,
1987). Basicamente esse procedimento consiste em submeter o material

lignoceluldsico a elevadas pressdes e temperaturas, durante um determinado
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periodo de tempo, e em seguida submeté-lo a uma repentina descompresséo.
Isso provoca no complexo lignina-polissacarideo uma ruptura que se processa
em duas etapas. Na primeira etapa ocorre o que se denomina de auto-
hidrolise, que ocasiona a clivagem dos grupos acetil da hemicelulose, cuja
magnitude depende das condicbes de tempo e pressdo empregadas no
tratamento. A liberagdo dos grupos acetil proporciona um meio acido que
promove a hidrélise da hemicelulose, resultando no rompimento da parede
celular. Na segunda etapa, denominada descompresséo rapida, ocorre a
abertura dos fragmentos do bagago de cana, por meio da vaporizagéo da agua
contida no material. A vaporizagdo repentina promove o rompimento e o
afrouxamento da estrutura fibrosa da parede celular (MELLO JUNIOR, 1987).

A hemicelulose é mais facilmente hidrolisavel a aclicares monoméricos
que a celulose. Para se obter um melhor aproveitamento dos carboidratos
presentes nos materiais lignoceluldsicos, geralmente se pesquisa a hidrolise
acida em dois estagios. O primeiro estagio consiste na hidrélise da fracédo
hemicelulésica em condigdes moderadas (PESSOA JUNIOR, 1991). Este autor
estudou a remogé&o de xilana por meio de hidrélise acida do bagaco de cana e
concluiu que ela esta relacionada com a temperatura, com o tempo de
hidrdlise, com a concentragao acida e a proporgdo solido-liquido no reator.

Estudos conduzidos por ALMEIDA e SILVA, 1996 com cavacos de
eucalipto chegaram a remover 90% da fragdo hemiceluldsica da madeira
tratando o hidrolisado a uma temperatura de 157°C, por 27 minutos com uma
concentragdo de 0,35% de H,SO4 e relagdo entre sélido e solugdo acida de
1:4.5.

Atualmente, varios trabalhos foram desenvolvidos para realizar a
hidrolise da palha de trigo visando a obtengdo de produtos de interesse
econémico e social. Para a obtengdo do etanol, DELGENES et al. (1990),
hidrolisaram a palha de trigo nas seguintes condi¢des: 2% de acido sulfarico,
relag&o 1:15 entre sodlido e solugéo acida, temperatura de 120°C, tempo de 30
minutos. Desta hidrélise foram obtidos 71,6% de xilose, 13,7% de glicose,
10,5% de arabinose, 2,4% de manose e 4,0% de galactose. FANTA et
al.(1984) utilizaram &cido trifluoroacético (1N) na proporcado de 1:10 entre soélido
e solugéo 4acida, temperatura de 100°C em diferentes periodos de tempo,

obtendo-se 80% de conversdo da hemicelulose em xilose até o tempo de 7
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horas. Apos este periodo observou-se um decréscimo de xilose provavelmente
devido a formacéo de furfural.

A hidrolise da palha de trigo para a obtengéo de xilitol foi realizada por
SIRISANSANEEYAKUL et al. (1992), com 1,5 % de acido sulfurico,
temperatura de 121°C, por 30 minutos. GONZALEZ et al., (1986) utilizaram 0,5-
2% de acido sulfarico, em tempos entre 1-24 horas, relagéo de solido-liquido de
1:20 nas temperaturas de 34°C e 90°C para producdo de xilitol por via
microbiana.

Portanto, a hidrdlise acida de palha de trigo rende um hidrolisado rico em
agucares, sobretudo a xilose, que pode ser usada para produgdo de varios
produtos, como o etanol e o xilitol, tornando promissor seu aproveitamento pelo

processo biotecnoldgico.

2.3 XILITOL
2.3.1 Propriedades e aplicagbes

O «xilitol (CsH120s5), um &lcool pentahidroxilado de massa molar
152,15 g/mol, é um produto intermediario do metabolismo de carboidratos no
homem e em animais. Sua concentragdo no sangue humano varia de 0,03-0,06
mg/100 mL (MANZ et al.,1973). E também encontrado em frutas e vegetais
(WANG & van EYS, 1981; HYVONEN et al, 1982), porém, em baixas
concentragdes, fato que, do ponto de vista econdmico, inviabiliza o uso dessas
fontes para a sua extragdo (EMODI, 1978).

Algumas das suas propriedades fisico-quimicas estdo apresentadas na
Tabela 2.3.

O xilitol tem se destacado nos ultimos anos devido as suas
propriedades, que o tornam um composto de interesse para as industrias
alimenticia, odontolégica e farmacéutica. Alguns exemplos de produtos que
vém sendo langados no mercado contendo xilitol sdo apresentados na FIGURA
2.2
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Tabela 2.3 — Propriedades fisico-quimicas do xilitol (MANZ et al.,1973,

HYVONEN et al.,1982)

Férmula Quimica CsH1205

Massa Molar [ g/mol ] 152,15

Sabor doce

Odor inodoro

Aparéncia po cristalino, branco
Ponto de fusao [°C] 92 - 96

Ponto de ebuligéo [° C] 216

pH de uma solugdo a 5 % 5-7

Umidade (20°C, 60%URAr) [%] aproximadamente 0,5
Viscosidade a 20°C [cP] a 10%:1,23 ; a60%:20,63
Solubilidade a 30°C 68 g / 100 g de solugdo, igual a da sacarose

(abaixo desta temperatura o xilitol é menos
soluvel, com o aumento da temperatura o xilitol se
torna significamente mais soltvel que a sacarose).

Densidade (g/cm?®) a 10%:1,03 ; a 60%:1,23

Calor de dissolugéo +34,8 cal/g (efeito “refrescante”).

Poder adogante igual ao da sacarose, superior ao sorbitol e
manitol.

Valor calorico [kcal / ¢] 4,06

indice de refragdo a 25°C a 10%:1,3471 ; a 50%:1,4132

Estabilidade estavel a 120°C e sob condigbes normais de

processamentos de alimentos. A caramelizagdo
ocorre se aquecido por varios minutos préximo ao
ponto de ebulig&o.

Higroscopicidade em umidade relativa alta, o xilitol é mais

higroscopico que a sacarose mas menos que 0
sorbitol.

A importéancia econdmica e social do xilitol deve-se principalmente a seu

potencial como substituto de aglcares convencionais, devido a seu poder
adogante (EMODI, 1978; HYVONEN et al., 1982), comparavel ao da sacarose
e superior ao do sorbitol e manitol (BAR, 1991; WINKELHAUSEN &
KUZMANOVA,1998).

O xilitol apresenta também propriedade anticariogénica, pelo fato de n&o
ser utilizado pelos microrganismos da flora bucal, em particular pela bactéria
Streptococcus mutans, e de consequentemente evitar a formacéo de acidos
que atacam o esmalte dos dentes (LINGSTROM et al., 1997; GALES,
NGUYEN, 2000). Aléem da redugdo de caries dentarias, o xilitol induz a
remineralizagdo do esmalte dos dentes, revertendo lesées recém-formadas,

uma vez que a composicdo quimica da saliva parece ser favoravelmente
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afetada pelo xilitol, apresentando um significativo aumento de ions, célcio e
fosfato (MAKINEN, 1976).

FIGURA 2.2- Exemplos de produtos que contém xilitol
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Na industria alimenticia o xilitol tem um grande potencial de aplicagdo.
Devido a auséncia de grupos aldeidicos e cetonicos em suas moléculas, o
xilitol n&o provoca nos alimentos reagSes de escurecimento do tipo “Maillard”
(MANZ et al.,1973). Sendo assim, ele é apropriado para o processamento, em
temperaturas elevadas, de alimentos nos quais estas reagdes sdo indesejaveis.
Uma vez que o xilitol ndo é fermentado por leveduras, sua utilizag&o no preparo
de xaropes e refrescos é altamente vantajosa, eliminando a necessidade de
pasteurizagdo do produto e da adigdo de conservantes para estoque por 4 ou 5
meses em frascos fechados (MANZ et al., 1973).

Por ser muito bem tolerado pelo organismo humano (MAKINEN, 1976), o
xilitol € empregado com seguranga na area clinica. De fato, esse adogante tem
sido indicado para pacientes com doengas biliares e renais, como também para
pessoas obesas, j& que contribui muito pouco para a formacio de tecidos
gordurosos, quando comparado a outros agucares (BAR, 1991). O xilitol pode
ser também eficazmente empregado, no tratamento de outras desordens
metabdlicas, como a deficiéncia da enzima glicose 6- fosfato desidrogenase
(EMODI, 1978) e na dieta de diabéticos, por ndo requerer insulina para o seu
metabolismo (YLIKAHRI, 1979). Segundo MAKINEN (2000), os efeitos clinicos
associados com a administragcdo de xilitol podem ser explicados por uma
simples teoria pentiol-hexitol, a qual baseia-se no fato de que o metabolismo
dos carboidratos que apresentam 6 atomos de carbono em sua estrutura é
freqlentemente inibido pelo metabolismo de carboidratos com 5 atomos de
carbono.

Tem sido relatado que que este poliol previne a redugdo da densidade
dos ossos, bem como seu conteudo de minerais, calcio e fosforo, melhorando
consideravelmente as propriedades bio-mecanicas dos ossos (MATTILA et
al.,1998a; MATTILA et al.,1998b; MATTILA et al., 1999) pelo que poderia ser
utilizado no tratamento de doengas ésseas como a osteoporose.

Varios estudos tém mostrado que o xilitol inibe com efetividade o
crescimento das espécies bacterianas S. pneumoniae e Haenophilus
influenzae que causam da otite média aguda, sendo recomendado seu uso
como um tratamento alternativo promissor ao emprego de antibidticos para
combater esta doenga (UHARI et al.,, 2000; ERRAMOUPSE, HEYNEMAN,
2000).
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O xilitol combinado com glicéis ¢ utillizado no campo da traumatologia
para preparar poliésteres ramificados como por exemplo, o hidroxipropilxilitol,
cujas propriedades mecanicas termofisicas sdo semelhantes as das espumas
de poliuretano usadas para imobilizacdo de Ilesbes traumatoldgicas
(SANROMAN et al., 1991).

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

Essas caracteristicas fazem do xilitol um insumo de grande importancia
nas industrias alimenticia, odontologica e farmacéutica. Como adocante, é
largamente empregado na Alemanha e na Suica; no Brasil, é utilizado na

formulagéo de gomas de mascar, pastilhas e creme dental.

2.3.2 Vias de obtencao
2.3.2.1 Via quimica

O xilitol foi primeiramente sintetizado em 1891 por Fischer e Bertrand,
sob a forma de xarope, através da redugdo da D-xilose, empregando
amalgama de sodio. A obtencédo de xilitol na forma cristalina deu-se em 1942,
por Wolfrom e Kohn, ap6s a reducdo catalitica, sob alta pressdo, de uma
solugéo de xilose altamente purificada (MANZ et al., 1973). Somente a partir de
1964 foi possivel encontrar no mercado maiores quantidades de xilitol, que
passou a ser empregado na area clinica, em casos de diabetes, sob a forma de
solugéo intravenosa, principalmente no Japdo e na Alemanha (MANZ et al.,
1973).

A producéo de xilitol por via quimica, em escala comercial, iniciou-se na
Finlandia, com a Finnish Sugar Co. Ltd., Helsink, que tem capacidade para
produzir acima de 3.000 t/ano. Esse processo (FIGURA 2.3) consiste na
hidrogenacéo catalitica da xilose pura, obtida através da hidrélise de materiais
lignoceluldsicos (JAFFE et al, 1974; MELAJA, HAMALAINEN, 1977,
HYVONEN, et al., 1982).
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FIGURA 2.3- Produgéo de xilitol e xilose (MELAJA & HAMALAINEN, 1977:
HYVONEN et al.,1982).

De modo geral, s&o necessarias quatro etapas basicas: 1. desintegragéo
(hidrélise acida) de materiais naturais ricos em xilana; 2. separagéo da xilose
do hidrolisado por cromatografia, resultando em uma solugao de xilose pura; 3.
hidrogenagéo catalitica da xilose pura a xilitol na presenga de catalisador
niquel, 4. cristalizagdo do xilitol na forma ortorrdmbica (MELAJA,
HAMALAINEN, 1977).
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O rendimento e a qualidade do xilitol obtido por esse processo -estio
intimamente relacionados com a pureza da solugéo inicial de xilose, ja que a
presenca de impurezas interfere no processo de catalise. Além disso, a
producdo de xilitol por via quimica requer varias etapas posteriores de
purificagcéo para remogé&o de residuos toxicos do catalisador e de subprodutos
originados durante o processo de hidrogenacdo (MELAJA, HAMALAINEN,
1977), o que ocasiona aumento do tempo de processo e encarecimento do

produto

2.3.2.2 Via biotecnolégica

O uso do xilitol como adogante ainda é bastante limitado devido ao seu
custo ser alto em relagdo a outros aglcares (cerca de 10 vezes o custo de
producgao da sacarose e do sorbitol). Isto tem encorajado o desenvolvimento de
tecnologias capazes de diminuir os custos de produgdo (PARAJO et al.,
1998a). '

Nos dltimos anos varios trabalhos vem sendo conduzidos na busca de
uma via alternativa para a produgéo do xilitol, destacando- se o processo
microbiologico. Este se apresenta promissor, uma vez que n&o requer uma
solugdo de xilose de alta pureza, pois os microrganismos fermentam os
proprios hidrolisados hemiceluldsicos obtidos dos residuos lignoceluldsicos
ricos em xilana (ROBERTO et al., 1994 ; PARAJO et al., 1995 ; FELIPE et al.,
1997a; CANETTIERI, 1998). Ademais, o processo biotecnoldgico opera em
condigGes mais brandas de pressédo e temperatura que o processo quimico, e
seu emprego pode reduzir os altos niveis de poluigdo ambiental bem como os
gastos relacionados com o tratamento dos residuos produzidos pela via
quimica (WINKELHAUSEN, KUSMANOVA, 1998).

Existem bactérias, fungos e leveduras capazes de assimilar e fermentar
a xilose produzindo etanol, xilitol e outros compostos (PARAJO et al., 1998a).
As leveduras tem sido apontadas como as melhores produtoras de xilitol,
especialmente as do género Candida (SIRISANSANEEYAKUL et al.,1995).
Dentro deste género, Candida guilliermondii tem mostrado uma espécie

promissora para produzir xilitol, tanto quando cultivada em meio sintético
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(ONISH, SUZUKI, 1996), quanto em hidrolisado de materiais lignoceluldsicos
(FELIPE et al., 1993; CANETTIERI et al.,2001; MUSSATO, 2002).

O processo microbiano tornou-se possivel a partir da descoberta por
ONISH, SUZUKI (1966), de leveduras capazes de induzir, na presenca de
xilose, a enzima xilose redutase (E.C.1.1.1.21) que catalisa a reducéo de xilose
a xilitol na presenga dos cofatores NAD(P)H e NADH, no inicio do metabolismo
da xilose (BARNETT, 1976; JEFFRIES, 1983). Posteriormente ocorre a
participag&o da enzima xilitol desidrogenase (E.C.1.1.1.9), que emprega NAD+
ou NAD(P)+ como cofator, oxidando o xilitol a xilulose (SLININGER et al.,
1987). A xilulose é fosforilada a xilulose 5-fosfato, que, na via das
fosfopentoses, é convertida em frutose 5-fosfato. A frutose 5-fosfato pode ser
convertida em piruvato, pela conexdo com a via Embden Meyerhof Parnas -
EMP ou retornar a via das fosfopentoses (TAYLOR et al.,1990; WEBB, LEE,
1990; ROSEIRO et al.,1991), conforme esquema apresentado na FIGURA 2 4.

A produgdo de xilitol por via microbiana depende da utilizagdo de
microrganismos capazes de metabolizar xilose, do meio adequado e das
condi¢cbes de cultivo para a conversdo de xilose e xilitol. Assim, diferentes
espécies de microrganismos capazes de metabolizar pentose tém sido
estudadas: algumas espécies do género Candida sp.(GONG et al., 1981,
SIRISANSANEEYAKUL et al., 1995) como a Candida guilliermondii FT| 20037
(BARBOSA et al., 1988; FELIPE et al., 1995) e Candida mogii ATCC 18364
(SIRISANSANEEYAKUL & REUSS, 1992).

2.4 FATORES QUE INFLUENCIAM A BIOCONVERSAO XILOSE -
XILITOL

Diferentes fatores regulam a bioconversédo de xilose em xilitol, entre os
quais a presencga de glicose no meio de fermentagéo (du PREEZ et al., 1986;
FELIPE et al., 1993; GIRIO, 2000), concentragdo de xilose (OJAMO, et al.,
1988; PARAJO, 1998b), aeracso (GONG et al., 1981, WINKELHAUSEN et
al.,1998), pH (FELIPE et al., 1994; ROBERTO et al., 1996b), temperatura
(BARBOSA et al., 1988; CONVERTI et al., 2001), concentracdo de células no
inoculo (PARAJO et al., 1996, FELIPE et al., 1997a) e a fonte de nitrogénio
(BARBOSA et al., 1988, ROBERTO et al., 1996b).
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FIGURA 2.4 — Metabolismo de xilose e glicose em leveduras fermentadoras de
xilose (HAHN — HAGERDAL et al., 1994)

2.4.1 Presenca de glicose

A habilidade das leveduras fermentadoras de xilose em converter
agucares presentes nos residuos lignocelulésicos ¢ importante para uma
aplicagéo efetiva na produgéo de insumos uteis. O fenbmeno de repressdo por
glicose em leveduras tem sido objeto de estudos (BICHO et al., 1988; LEE,

1992).
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. A presencga de glicose no meio pode ser considerado um fator limitante
‘ para a bioconversdo de xilose-xilitol, por essa ser metabolizada
preferencialmente, em relagdo a xilose (du PREEZ et al., 1986). Foram
: observadas a utilizagdes preferenciais de glicose em meio contendo glicose e
;’5 Xilose (du PREEZ et al., 1986; BICHO et al., 1988). FELIPE et al., (1993),
’! cultivando a levedura Candida guilliermondii em hidrolisado de bagaco de cana,
verificaram que o efeito da glicose estava relacionado a relagéo glicose/ xilose
presente no meio, sendo que quanto maior esta propor¢do maior a inibigdo
causada pela glicose.

Em estudos realizados por SILVA et al. (1997b) com Candida
guilliermondii FTI1 20037 em meio semi-sintético, a auséncia de glicose no meio
de fermentag&o acarretou um aumento de mais de 40% na produgéo de xilitol.

PREZIOSI-BELLOY et al. (1997) observou que quando a glicose esta
presente em elevadas concentragBes acontece represséo catabdlica sobre as
enzimas-chave da bioconversdo xilose-xilitol, xilose redutase e xilitol
desi‘drogenase (LEE et al., 1996; GIRIO, 2000), diminuindo as suas atividades

enzimaticas.

2.4.2 Concentracao inicial de xilose

\ éfoncentragéo inicial de xilose no meio de fermentagéo exerce grande
influéncia sobre a produgso de xilitol por leveduras, sendo que elevadas
concentragbes promovem o consumo desse aglcar e, conseqglentemente,

\ intensificam a produgéo de xilitol (SILVA & AFSCHAR, 1994; PARAJO, 1998b).

{ Entretanto, o aumento excessivo da concentragdo de xilose sofre um
decrescimo nas taxas de crescimento do microrganismo, com consequente
queda das taxas de producgdo de xilitol (NOLLEAU et al., 1993; SILVA &
AFSCHAR, 1994; PARAJO, 1998b). Dependendo da espécie da levedura e das
condi¢cbes operacionais, a inibicdo ocorre geralmente entre 150-200 g/L de
xilose (PARAJO, 1998b).

Segundo GONG et al. (1981), a produgéo de xilitol por Candida tropicalis
foi favorecida quando aumentou-se a concentragéo de xilose de 50 para 200
g/L. Entretanto, em concentragbes de xilose superiores a 300 g/L verificou- se 91
interferéncia negativa na produgdo de xilitol. VANDESKA et al. (1995) -
bt 20 e 63
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constataram que a produgdo de xilitol por Candida boidinnii aumentou
significativamente quando a concentragdo inicial de xilose foi aumentada de 20
para 150 g/L. Entretanto, concentragbes iniciais de xilose de 200 g/L
provocaram um decréscimo na concentragao de xilitol.

A pressdo osmdtica exercida pelas maiores concentracbes de xilose
(OJAMO, et al., 1988; SILVA & AFSCHAR, 1994) e a repressdo das enzimas
que participam do metabolismo da xilose (NIGAM & SINGH, 1995) podem

explicar a interferéncia de altas concentragées de xilose na producéo de xilitol.

2.4.3 Aeragao

A bioconversdo de xilose em xilitol ¢ dependente da regulagdo da
aeragdo do meio fermentativo (GONG et al., 1981), uma vez que a sua
variagéo acima ou abaixo de um valor 6timo leva a diminuigao significativa do
rendimento em xilitol (JEFFRIES, 1983; LIGHTELM et al., 1988; SILVA, 1997a).

De acordo com DELGENES et al. (1989), o fator de rendimento em xilitol
depende da velocidade de transferéncia de oxigénio, estando esta influéncia
relacionada com a regeneragdo de coenzimas e com a producdo de ATP
durante a fosforilagéo oxidativa (BARNETT, 1976; HOFER & NASSAR, 1987;
NOLLEAU et al., 1993). Em condigbes aerdbicas ocorre maior produgéo de
massa celular, enquanto que em condigdes limitadas de oxigénio uma grande
parte da xilose é convertida em xilitol (BRUINENBERG et al., 1984; LIGHTELM
et al., 1988). Um rigoroso controle da disponibilidade de oxigénio é fundamental
para se obter elevada eficiéncia fermentativa, evitando-se o desvio do
metabolismo para a formag&do de células. Por outro lado, a falta de oxigénio
proporciona um desbalan¢go no potencial redox das células ocasionando a
paralizagdo de crescimento celular, da assimilagdo da xilose e
consequentemente da formagéo de xilitol (VANDESKA, 1995).

O suprimento limitado de oxigénio favorece a produgéo de xilitol devido
ao desbalango entre as concentragdes NAD* e NADH (BRUINENBERG et al.,
1984). A taxas especificas de fornecimento de oxigénio decrescentes, o
sistema de transporte de elétrons ndo é capaz de oxidar todo o NADH,
produzido. Como conseqgiiéncia, o nivel de NADH: intracelular aumenta,

reduzindo a velocidade de reagdo da enzima xilitol desidrogenase e
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determinando acumulo de xilitol no meio de cultivo (JEFFRIES, 1983; HAHN-
HAGERDAL et al.,1994 ; OH et al., 1998).

SILVA et al. (1997a), cultivando Candida guilliermondii em hidrolisado de
bagago de cana com uma concentragio inicial de xilose de 62,13 g/ L e
agitacdo de 400 rpm, mostraram que nos experimentos com maior crescimento
celular (10,29 g/L), com aerag&o de 0,80 vvm, houve um rendimento de 0,49 g
de xilitol / g de xilose e uma produtividade de 0,70 g/L.h. Nos experimentos
onde o crescimento celular foi baixo (0,75 g/L), com 0,10 vvm, obteve- se 0,45
g de xilitol / g de xilose e uma produtividade de 0,87 g/L.h. No entanto, os
melhores resultados foram em 0,45vvm, com um crescimento celular de 5,19

g/L produzindo 0,67 g de xilitol/ g de xilose e produtividade de 0,87 g/L.h.

2.4.4 pH

Outro fator importante na bioconversdo de xilose em xiitol é o pH do
meio de fermentégéo. FELIPE et al. (1997b) estudando o efeito do pH sobre a
fermentag@o de hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar,
constataram inibigcdo do consumo de glicose, xilose e arabinose, bem como a
produgéo de xilitol e células em pH inferior a 4,5. Contudo, em valor de pH
superior ou igual a 5,5, a levedura Candida guilliermondii produziu xilitol com
um rendimento de 0,75 g de xilitol / g de xilose e com uma produtividade de
0,57 g/L.h. ROBERTO et al. (1996b) também estudaram diferentes valores de
pH inicial para a fermentagédo do hidrolisado de palha de arroz para produgao
de xilitol, verificando o melhor rendimento (0,68 g de xilitol / g de xilose) e a
melhor produtividade (0,51 g/L.h) em pH 5,3.

O efeito do pH em fermentagbes de hidrolisados hemiceluldsicos pode
estar relacionado com a presenga de compostos toxicos, principalmente o
acido acético, considerado potente inibidor do crescimento de varios
microrganismos (KUSUMEGI et al., 1998) e também ao metabolismo da xilose
(FERRARI et al., 1992; MAYERHOFF, 1997).
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2.4.5 Temperatura

A temperatura também exerce grande influéncia sobre o metabolismo
dos microrganismos e deve ser ajustada ao seu cultivo (BROCK et al., 1994). A
faixa adequada de temperatura para o crescimento de leveduras varia de 20 a
30 °C, no entanto, existem espécies que crescem em uma faixa mais ampla,
entre 0 e 47°C (PELCZAR et al.,1980). Para a levedura Candida guilliermondii
foi verificado que, tanto para o consumo de xilose quanto para a produgéo de
xilitol, as temperaturas na faixa de 30 a 35°C apresentaram- se mais favoraveis
(BARBOSA et al., 1988).

2.4.6 Fonte de nitrogénio

A importancia das fontes de nitrogénio no rendimento em xilitol a partir
de xilose por Candida guilliermondii foi relatada por BARBOSA et al., (1988).
Segundo estes autores, a utilizag&o da uréia individualmente e adicionada com
acido casaminico resultou em um aumento no rendimento em xilitol.
Resultados similares foram obtidos por VANDESKA et al, (1995) em
experimentos realizados com a levedura Candida boidinii.

ROBERTO et al., (1996) avaliaram o efeito do uso de diferentes fontes
de nitrogénio, em fungéo do pH, em hidrolisado hemicelulésico de palha de
arroz. Estes autores constataram que o uso de uréia em meio pH 4,5
proporcionou um aumento de 25% na produgdo de xilitol, quando comparado
com os experimentos conduzidos com sulfato de aménio como fonte de
nitrogénio. Esse comportamento pode esta relacionado com o aumento do pH
devido a liberagdo de aménia e didxido de carbono durante a hidrélise da uréia
(PHAFF et al, 1978). Também observaram que os maiores fatores de
rendimento em xilitol foram obtidos em diferentes condi¢es de pH e fontes de
nitrogénio: 0,68 g/g para sulfato de amdnio em pH 5,3 e 0,66 g/g para uréia em
pH 4,5. Embora os resultados quanto a rendimento em xilitol tenham sido
similares, a maior produtividade volumétrica em xilitol foi alcancada

empregando- se sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio.
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2.4.7 Concentragao de células no inéculo

Segundo ROBERTO et al. (1996a) a bioconversdo xilose- xilitol por
Candida guilliermondii foi influenciada pelo nivel de indculo. O aumento na
concentragédo de inbdculo afeta negativamente na produgdo de xilitol e
biomassa. Quando o meio contendo hidrolisado hemiceluldsico de palha de
arroz foi inoculado com concentragéo inicial de células de 0,67 g/L, os valores
da concentragdo de xilitol e massa celular foram de 39,46 g/L e 6,74 g/L,
respectivamente, depois de 72 horas de fermentacdo. Estes resultados
decresceram para 21,74 g/L e 4,79 g/, respectivamente, quando a
concentragao de in6culo aumentou para 2,41 g/L.. Sreenath et al. (1986) citado
por ROBERTO, 1996a observaram que o rendimento do xilitol para Candida
boidinii aumentou de 0,12 g/g para 0,24 g/g quando o inéculo foi aumentado de
1,3 para 5,1 g/L. Este fato pode ser atribuido ao uso de diferentes espécies de
microrganismos e também de diferentes condi¢ées experimentais utilizadas.

FELIPE et al. (1997a), estudaram o efeito da concentragdo de células e
da idade do inoculo na formagéo de xilitol por Candida guilliermondii cultivada
em hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana, em frascos agitados com
uma concentragdo inicial de xilose de 54,5 g/L. Os melhores resultados
ocorreram ao utilizar 3,0 g/L de células, com idade de 24 h, o que resultou num

rendimento de 0,74 g xilitol/ g xilose e uma produtividade de 0,75 g/ L.h.

2,5 CARACTERISTICAS DOS HIDROLISADOS HEMICELULOSICOS

Quando da utilizagédo de hidrolisados, a bioconversdo é afetada pela
presenca de compostos toxicos resultantes da degradagdo da estrutura
lignocelulosica. Estes incluem o furfural, o hidroximetilfurfural (5SHMF), oriundos
da desidratagéo de agucares (NIMZ & CASTEN, 1986; LARSSON et al., 2000),
0 acido acético, oriundo dos grupos acetil das cadeias laterais da hemicelulose
(FENGEL & WEGENER, 1989; LOHMEIER-VOGEL et al., 1998; LARSSON et
al., 2000), os compostos fenolicos, acidos aromaticos e aldeidos, derivados da
degradagédo da lignina (PARAJO et al., 1997), bem como os ions metalicos
como o cobre, cromo, ferro e niquel, provenientes da corrosdo dos
equipamentos (PARAJO et al., 1998b).
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O efeito toxico desses compostos depende do seu tipo, do seu nivel de
concentragao, das condigdes fisiolégicas intracelulares, da concentracdo de
oxigénio dissolvido e do pH do meio (PARAJO et al., 1998b).

Fermentagbes conduzidas com Candida guilliermondii na presenca de
furfural e 5HMF demonstraram que os referidos compostos inibem o
crescimento celular em concentragGes acima de 1,0 e 1,5 g/L, respectivamente
(SANCHEZ & BAUTISTA et al., 1988). No entanto, o composto mais toxico a
bioconversdo de xilose em xilitol, presente no hidrolisado hemiceluldsico de
eucalipto, é o acido acético (FELIPE et al., 1996b), cuja concentragéo oscila em
torno de 5,4 g/L (ALMEIDA e SILVA, 1996). Esse acido vem sendo apontado
como forte inibidor do metabolismo de xilose em xilitol, quando em
concentragdes acima de 3,0 g/L (FELIPE et al., 1995). Sua ac&o inibitoria tem
sido atribuida a sua concentragdo na forma ndo dissociada, que depende do
pH do meio (NODA et al., 1982; HERRERO et al., 1985). Sua toxicidade é
aumentada em condigBes de baixo pH, devido & maior proporgdo de moléculas
ndo dissociadas em relagdo ao meio com pH proximo ao neutro (NODA et al.,
1982).

Segundo Clark, Mackie (1984), citados por PARAJO et al. (1998b),
dentre os inibidores do metabolismo da xilose, os produtos da decomposigdo
da lignina s&o mais toxicos que o furfural e o hidroximetilfurfural. Esses autores
constataram que estes compostos, presentes no meio de cultivo em
concentrages menores que 0,1 g/L, possuem uma elevada potencialidade
inibitéria.

RUI-ORDAZ et al. (1998) estudaram o efeito inibitério do fenol sobre o
crescimento de Candida tropicalis quando presente no meio na faixa de
0-400 ppm, e observaram que este composto inibiu o crescimento da levedura.

O efeito inibitério dos compostos sobre a atividade microbiana &
minimizado com tratamentos adequados dos hidrolisados que visam a melhorar
o potencial destes em processos de bioconversdo. Entre eles, a adsorgéo por
carvdo ativo e retengdo em resinas de troca idnica (MADDOX, MURRAY,
1983), neutralizando-se o pH do hidrolisado com a adi¢do de acidos e bases
(ROBERTO et al., 1991), e utilizando células adaptadas ao hidrolisado (CHEN,
GONG, 1995, FELIPE et al., 1996a).
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Algumas dessas técnicas sdo caras, sendo que dependendo do tipo do
hidrolisado, seu uso pode se tornar economicamente inviavel. Além disso,
devido a presenga nos hidrolisados de compostos toxicos com diferentes
propriedades fisico- quimicas, a maioria desses tratamentos, quando usados
separadamente, ndo sdo eficazes para remover ou reduzir as concentragdes
de todos esses compostos a niveis que permitam o desenvolvimento do
processo de bioconversdo (GINORIS, 2001).

O tratamento baseado na alteragdo do pH com élcalis e acidos consiste
da elevagdo do pH inicial do hidrolisado com uso de um alcali seguido da
redugéo deste pela adigéo de um acido, até o pH étimo de fermentagdo. Este
tratamento tem sido proposto como um método para a destoxificagdo dos
hidrolisados devido a sua eficiéncia para remover o mesmo tipo de compostos
inibitérios que a elevagdo do pH. Porém tem um marcado efeito benéfico
devido a precipitagdo de compostos aromaticos de baixa massa molar e a
conversdo de furfural em alcool furfurilico (TRAN, CHAMBERS, 1985;
Strickland, Beck (1984), citados por ROBERTO et al., 1991). No entanto este
tratamento pode provocar degradagdo parcial dos aglcares (AMARTEY,
JEFRIES, 1996).

O tratamento dos hidrolisados com carvdo ativo constitui um dos
meétodos mais econdmicos e eficientes para a redugdo de compostos toxicos
presentes no hidrolisado. Este tratamento baseia- se na capacidade deste
material poroso, de origem natural, de adsorver sobre sua superficie diferentes
tipos de moléculas, as quais s&o retidas na superficie do carvdo através de
forgas fracas denominadas de Van Der Waals. Estas forgas s&o resultantes de
uma atrag&o intermolecular de tal modo que seu potencial &, basicamente, uma
fungéo da &rea superficial do material. Dentre os varios materiais comumente
usados em processos de adsorgéo fisica o carvéo ativo apresenta a maior area
superficial, podendo variar entre 600 e 1600 m?g, dependendo da matéra-
prima empregada para sua fabricagdo (CONSIDINE, 1974). PARAJO et al.,
(1997) constataram uma redugdo das concentragdes de 4cido acético e de
compostos aromaticos em hidrolisado de eucalipto, obtendo uma maior
produtividade e rendimento em xilitol utilizando o tratamento do hidrolisado de
adsorgéo por carvao ativo do que quando comparados com o hidrolisado n&o

tratado.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PALHA DE TRIGO

A palha de trigo foi proveniente da Estacéo Experimental do Instituto
Agrondmico de Campinas localizado no municipio de Tieté, SP.

Apés a retirada dos graos (FIGURA 3.1), a palha resultante (FIGURA
3.2) foi moida e seca para determinacdo do teor de umidade e posteriormente

ser submetida a hidrélise acida.

FIGURA 3.1- graos de trigo FIGURA 3.2 - Palha de trigo sem graos

3.2 DETERMINAGAO DA COMPOSIGAO QUIMICA DA PALHA DE
TRIGO

A analise da palha de trigo foi feita de acordo com a metodologia
sugerida por DUNNING, DALLAS, 1949 adaptada por CANDIDO (2001), que
se fundamenta na sacarificagdo quantitativa dos polissacarideos de diferentes
matérias-primas vegetais. A palha de trigo foi moida e passada por peneira de
20 “mesh” (didmetro nominal do fio de 0,510 mm e abertura da peneira de
0,841 mm; segundo PERRY, CHILTON, 1980). Todo o material peneirado foi
seco em estufa a 60° C, por 1 hora. Apds reduzir a umidade do material a
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menos de 10%, foi feita a pesagem da palha de trigo moida, com precisdo de
até 0,1 mg. Um béquer contendo aproximadamente 2 g do material e 10 ml de
H.SOs a 72% (p/p) foi agitado continuamente por 7 minutos, mantendo a
mistura em banho termostatico a 50° C. Nessa etapa, denominada hidrélise
principal, ocorreu o rompimento das fibras de celulose em oligbmeros.

Ao completar o tempo da hidrdlise, a reagédo foi interrompida com adigéo
de 275 ml de agua destilada e o conteudo foi transferido para um frasco
Erlenmeyer de 500 ml. A suspenséo foi autoclavada a 121° C por 45 minutos.
Ocorreu entdo o que se denomina pos-hidrélise, sendo os oligdbmeros
transformados em mondmeros. Apds resfriamento, a suspenséo foi transferida
quantitativamente para um baldo volumétrico. O volume foi complketado com
agua destilada e, na suspenséo, foi feita a analise de agUcares redutores totais
(ART), acucares redutores fermentesciveis (ARF), aglcares redutores nio

fermentesciveis (ARNF), celulose, hemicelulose, lignina e cinzas.

3.3 OBTENGAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO

A palha de trigo foi submetida a hidrolise acida em um reator de ago
inoxidavel com capacidade volumétrica de 40 litros (FIGURA 3.3), nas
condigBes determinadas por um planejamento estatistico fatorial fracionario 2*"
(Box et al,1978) para estudar a relagdo entre a massa seca do residuo e a
solugdo acida, e os efeitos da temperatura, do tempo de reacdo e da
concentragao dafsolugéo de 4cido sulfurico.

Os hidrolisados obtidos foram filtrados ,caracterizados e armazenados

em camara fria a 4°C para posteriormente serem tratados.
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FIGURA 3.3- Reator de hidrélise acida com capacidade volumétrica total de
40L, para a obtencdo do hidrolisado hemiceluldsico de palha de trigo.

3.4 PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Para minimizar o nimero de experimentos e modelar o processo de
hidrolise visando maior produtividade de xilose foi realizado um planejamento
fatorial fracionario 2*' (BOX et al,1978). A Tabela 3.1 mostra este
planejamento. Os fatores avaliados e seus respectivos niveis estdo
apresentados na Tabela 3.2, onde (-1) e (+1) significam o menor nivel e o
maior nivel, respectivamente. Os resultados experimentais obtidos foram
analisados estatisticamente, de acordo com o planejamento pré- estabelecido,
para verificar os efeitos dos fatores em estudo.

A analise dos resultados foi feita por meio do programa Design- Expert
5, versdo 5.0 e pelo programa STATGRAPHICS, versdo 4.0. Os resultados
foram expressos em tabela com estimativa de efeitos, erro- padréo, teste t de
“Student”, e em tabela que mostraram a analise de variancia com colunas de
causa de variagéo (CV), graus de liberdade (GL), soma de quadrados (SQ),
quadrado medio (QM), teste F e nivel de significancia (p).
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3.4.1 Planejamento fatorial 2*" com ponto central

Foram realizados 3 experimentos no ponto central a fim de identificar se
0 modelo foi linear ou quadratico.

A matriz do planejamento fatorial fracionario 2**' com triplicata no ponto
central estd mostrada na Tabela 3.1. Os niveis dos fatores utilizados no
planejamento s&o mostrados na Tabela 3.2, onde (-1) significa 0 menor nivel,

(+1) significa o maior nivel e (0) significa o ponto central.

Tabela 3.1 - Matriz de planejamento referente aos fatores avaliados no

planejamento fatorial 2*" com triplicata no ponto central

Hidrolisado Temperatura Concentragdo dcida Tempo MS : sol. ac.
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1 +1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 +1
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0

MS : sol. ac. — massa seca do residuo (palha de trigo) na solugao acida (H,SO,).

Tabela 3.2 - Niveis dos fatores usados no planejamento 2*' com ponto central

FATORES SIGLAS NIVEIS

(-1) 0 (+1)
Temperatura (°C) 1T 120 130 140
Concentragado acida(%) CA 0,50 0,75 1,00
Tempo (min.) TE 20 30 40
MS : sol. ac. HM 15 1:17,5 1:20

MS : sol. &c. — massa seca do residuo (palha de trigo) na solugao acida (HS0Oy).
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Para a analise estatistica dos dados foi necessario corrigir os niveis
codificados para os fatores temperatura, concentracdo acida e relagdo entre a
massa seca do residuo e a solugdo acida, uma vez que os valores utilizados
para a realizagdo dos experimentos sofreram alguns desvios dos valores
planejados inicialmente. A codificagdo dos niveis dos fatores foi estabelecida
segundo a equagao:

x-S x/2
xi:—-—-_Z (3.1)
AX /2

em que,
X i- & o valor codificado
X - valor real

ZX/z - 0 valor médio entre os niveis superiores e inferiores,

AX /2 - a média da diferenga entre 0s niveis superiores e inferiores.

O modelo estatistico proposto foi baseado na metodologia da

superficie de resposta, representado pela equacgao:
2
Yi=bo+ D BX 4+ D by XX+ Y byX, (3.2)
em que,
Y; - variavel dependente ou variavel de resposta,

b - coeficiente de regressao,

X - nivel dos fatores experimentais com unidades codificadas.

3.5 EXECUGAO DOS ENSAIOS DE FERMENTAGCAO
3.5.1 Concentragao do hidrolisado

O hidrolisado obtido de acordo com o modelo previsto (hidrolisado sob
condi¢gdo otima de hidrolise), foi concentrado em concentrador a vacuo com
volume de 4L de capacidade util (FIGURA 3.4), operando a 70+ 5°C, a fim de
que o teor inicial de xilose alcangasse 30-40 g/L.

O hidrolisado concentrado foi caracterizado quanto a pH, concentragdo
de acgUcares (glicpse, xilose, arabinose), acido acético, furfural,

hidroximetilfurfural e fenois.
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FIGURA 3.4 - Concentrador utilizado para aumentar o teor de agucares do

hidrolisado hemiceluldsico de palha de trigo.

3.5.2 Tratamento do hidrolisado

O meio de fermentacgéo foi preparado com os hidrolisados submetidos
ao tratamento com &xido de calcio comercial (Ca0) para elevar o pH inicial de
1,8 para 7,0; os precipitados formados foram removidos por filtragdo a vacuo
em funil de porcelana e papel de filtro qualitativo Klabin. Posteriormente os pH
foram abaixados para 5,5 com &acido fosférico (ALVES,1997).

Foi feita ainda a adi¢do de carvao ativado sob agitacdo de 200 rpm, por
1 hora, a 30°C e em seguida, os hidrolisados foram novamente submetidos a
fitracdo em filtros de porcelana e papel de filtro Klabin e os filtrados foram

autoclavados a 111°C, por 15 minutos.
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3.5.3 Microrganismo e preparo do inéculo

Foi utilizada a levedura Candida guilliermondii FT| 20037, da colecéo de
culturas do Grupo de Processos Fermentativos-Departamento de Biotecnologia
-FAENQUIL.

O indculo foi preparado com células obtidas de uma cultura estoque de
Candida guilliermondii, mantida a 4°C em meio inclinado de agar extrato de
malte. O cultivo da levedura foi feito a pela inoculacdo de células da cultura
estoque recém- repicada (7 a 10 dias) em meio semi-sintético contendo (g/L):
30,0 de D-xilose,7,0 de glicose, 2,0 de sulfato de aménio, 0,1 de cloreto de
calcio e 20,0 de farelo de arroz “in natura”.

As solugdes de xilose e glicose e o extrato de farelo de arroz foram
autoclavadas a 111°C por 15 minutos e as demais solugées esterilizadas a
121°C por 20 minutos.

Para o cultivo foram usados frascos Erlenmeyer de 125 mL, com 50 mL
do meio de fermentag&o, em incubadora de movimento circular a 200 rpm, a
30°C, por 24 horas. Em seguida, as células foram recolhidas por centrifugagéo
a 2.000 rpm, por 15 minutos, e lavadas com agua destilada esterilizada sob
nova centrifugagdo, para o preparo da suspensdo utilizada como inoculo da

fermentacéo.

3.5.4 Condigbes de fermentagéo

Os experimentos foram realizados em fermentador de bancada e em
frascos agitados e permitiram estudar a influéncia da concentragdo do
hidrolisado, do sulfato de aménio e do farelo de arroz) tanto no consumo dos
acglcares quanto na produgdo de xilitol, de acordo com as condi¢des

estabelecidas por CANILHA, 1998, em hidrolisado hemicelul6sico de eucalipto.

3.5.4.1 Ensaio em fermentador de bancada

A fermentagé&o foi realizada com o meio preparado como em 3.5.2, em
fermentador de bancada de 5L de capacidade total, suplementado com 1g/L de

sulfato de amonio e 5 g/L de farelo de arroz. O processo foi iniciado com a
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inoculagdo de 0,5g de células de leveduras e conduzido por 78 horas, 30°C sob

agitagdo de 300 rpm e aeracéo de 0,4 vvm.

3.5.4.2 Ensaios em frascos agitados

O meio de fermentagado foi preparado com os hidrolisados obtidos nas
17 hidrolises, suplementados com os nutrientes especificados em 3.5.4.1.

Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL com
50 mL de meio esterilizados, em incubadora de movimento rotatorio a 200 rpm,

a 30°C, por 48 horas, inoculagédo de 3,0 g de células de leveduras.

3.6 METODOS ANALITICOS

A caracterizagdo da palha de trigo foi feita por analises quimicas, com
relacdo a acgucares redutores totais, acglicares redutores fermentesciveis,
agucares redutores nédo fermentesciveis; teor de lignina, celulose, hemicelulose
e cinzas.

A caracterizagdo dos hidrolisados foi feita pela determinagdo de pH e
analises das concentragbes de xilose, glicose, arabinose e de acido acético,
furfural, e hidroximetilfurfural.

O acompanhamento das fermentagées foi feito por analises de amostras
do meio, pelas quais foram determinados o consumo de xilose, glicose,
arabinose, a concentragéo de acido acético, a produgao de xilitol, a variagdo de
pH e a concentragdo de células.

Na fermentagdo em bancada as amostras foram retiradas em 6 em 6

horas.

3.6.1 Determinacéao do teor de umidade da palha de trigo

A determinagdo do teor de umidade da palha de trigo foi realizada em
balanga modelo MB200, por exposi¢do do material a radiagéo infra-vermelha, a

temperatura de 105°C durante 30 minutos.
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3.6.2 Determinacéo dos aglicares redutores totais

A concentragdo de aglcares redutores totais (ART) foi determinada pelo
método de Somogyi e Nelson (NELSON, 1944).

3.6.3 Determinacdo dos acglicares redutores fermentesciveis e

acucares redutores nio fermentesciveis

A concentrag&o dos agUcares redutores nédo fermentesciveis (ARNF) foi
obtida segundo a metodologia descrita por DUNNING, DALLAS (1949) e
SAEMAN et al. (1945) que se baseia no consumo de ART por Saccharomyces
cerevisiae. O hidrolisado foi neutralizado com CaCOQ; e filtrado. A 10 ml do
hidrolisado foi adicionado 2 ml de tampé&o citrato 0,05M, pH 5,2, e 2 g de
fermento prensado, previamente suspenso com 8 ml de agua destilada. A
mistura foi incubada a 30° C por 1 hora e depois, centrifugada e submetida 3
andlise de aglicar pelo método de Somogyi e Nelson (NELSON, 1944). As
concentragdes de ARF foram determinadas pela diferenca entre ART e ARNF.

3.6.4 Determinagéo do teor de lignina

Apoés a hidrolise total dos polissacarideos, o contetido do baldo de 500
mL foi filtrado em papel de filtro Klabin, previamente seco a 105° C, por 1 hora,
e tarado. O residuo foi lavado com agua destilada até completa neutralizacégo
e, em seguida, submetido a secagem a 105° C, até peso constante. O teor de

lignina foi calculado pela formula:

% lignina = my x dil
mMa X % da mg
em que,
my corresponde & massa da lignina em gramas.
dil. corresponde a diluicdo realizada.

my corresponde a massa da amostra.

ms corresponde a massa seca da amostra (%).
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3.6.5 Determinacéo do teor de celulose e hemicelulose

Os teores de celulose e hemicelulose foram calculados dividindo-se os
valores das concentragdes de glicose e xilose, que também foram encontradas,
respectivamente, por 1,111 g/L e 1,136 g/L, conforme metodologia descrita por
ROCHA., 2000.

3.6.6 Determinacgio do teor de cinzas

A determinag&o do teor de cinzas foi realizada de acordo com o método
de SILVA, 1990, que consiste em aquecer o material em altas temperaturas
(500 a 600° C), ou seja, até o aquecimento ao rubro, durante quatro horas ou

até combustéo total da matéria organica.

3.6.7 Determinagdo da concentragio celular

A concentragdo para avaliagdo do crescimento celular foi determinada

por contagem de células em Cémara de Neubauer (1/400mm2 x 1/10mm).

3.6.8 Determinacao das concentracdes de acgticares e acido acético

As concentragdes dos aglcares e do acido acético foram determinadas
por Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu LC-10AD), sob as
seguintes condigbes: coluna BIO RAD Aminex HPX-87H (300 x 7,8mm),
temperatura da coluna de 45 °C, eluente, solugdo de H2S04 0,01N, fluxo de
0,6 mL/min, volume da amostra injetada 20 uL. As amostras foram
devidamente diluidas e filtradas em filtro Sep Pack C18 (Millipores) e o eluente,
antes do uso, filtrado a vacuo em membrana Hawp 0,45 Millipore e em seguida

desgaseificado pela agédo de ultra-som (THORNTON) por 25 minutos.

3.6.9 Determinacdo da concentragio de furfural e hidroximetilfurfural

As concentragbes de furfural e hidroximetilfurfural nos hidrolisados foram
determinadas em Cromatodgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu-LC-
10AD), sob as seguintes condigdes: coluna Resolve 5y Spherical C18 (3,9 x
300mm); temperatura da coluna: 25°C; detector de ultra-violeta SPD-10A UV-
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VIS; eluente: solugdo de acetronitrila/agua (1:8) com 1% de acido acético;
volume da amostra injetada: 20 uL. As amostras foram filtradas em membrana
ME25 com 0,45um e D13mm. O eluente foi filtrado a vacuo em membrana
GVWP 0,22 (MILLIPORE) e, em seguida, desgaseificado pela acdo de ultra-
som (THORNTON) por 10 min.

3.6.10 Determinacéo da concentracio dos compostos fenélicos

O teor dos produtos derivados da decomposicdo da lignina foram
analisados através da quantificagéo da lignina Klason solivel em meio acido de
acordo com a metodologia proposta por ROCHA, 2000.

Uma aliquota do hidrolisado foi alcalinizada até pH 12 pela adigéo de
NaOH 6 M diluida com agua destilada de forma a se obter uma leitura inferior
a 1 unidade de absorbancia. A absorbancia desta solugéo foi determinada em
espectrofotdbmetro Beckman DU 640B em um comprimento de onda de 280 nm
utilizando- se agua destilada como referéncia. A concentragdo de lignina foi

calculada por meio da seguinte equacéo:
Cuic = 4,187*107% ( Auczso - App2so) — 3,279%10™ (3.3)

em que,
Cu — concentragdo de lignina soltvel em meio acido (g/L),

A Lig2sonm - Absorbancia de todos os compostos em 280 nm
APDygp= C1e1 + Crgp (3.4)

em que,

C1 e Cy -concentragdo de furfural e hidroximetilfurfural determinadas por
CLAE,

€1 e & - coeficientes a 280nm de extingdo do furfural e do

hidroximetilfurfural (146,85 L/gcm e 114 L/g cm), respectivamente.
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3.6.11 Determinagdo do pH

Os valores de pH dos hidrolisados originais, do hidrolisado concentrado
e das fermentagGes foram determinados em pH-metro modelo B474,com uma
faixa de trabalho que vai —5,0°C a +105°C.

3.7 DETERMINAGAO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS

Os parémetros fermentativos, isto &, fator de rendimento, produtividade e

eficiéncia de conversao foram determinados como segue:

3.7.1 Rendimento de xilose em relagéo a palha de trigo (Ysos)

O rendimento (gramas de xilose obtida por grama de palha de trigo

hidrolisada),é dado pela seguinte equag&o:

S
Y. OZ*XV
S78 So ; (3.5)

em que,
§ corresponde a concentragdo de xilose.

Sp corresponde & concentragao inicial da palha de trigo.

V. corresponde ao volume ocupado do reator utilizado para a hidrélise

(30L).

3.7.2 Rendimento de xilitol em relagao a xilose (Ypss)

O rendimento que expressa: massa de xilitol produzido por massa de

xilose consumida, ¢ calculado pela seguinte equacéo:

vpis=Bp _Bf-Pi (3.6)
AS  SF-Si

em que,

S; € Sy correspondem as concentragGes inicial e final de xilose.

Fe P, correspondem as concentragdes inicial e final de xilitol.
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3.7.3 Produtividade volumétrica

A produtividade volumétrica expressa a concentragéo de xilitol produzido

(g/L) por tempo (h) e foi calculada com a seguinte equacgo:

Q=X_H-r

A - (5-7)

onde,

Fe Py correspondem as concentragdes inicial e final de xilitol.

t; € ty correspondem aos tempos inicial e final de fermentagéo.

3.7.4 Eficiéncia de Conversiao

Este parametro fermentativo, expresso em %, representa a raz&o entre

Yris calculado e o fator de conversdo tedrico de 0,917 g/g, calculado segundo
BARBOSA et al.,1988.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1

COMPOSIGAO QUIMICA DA PALHA DE TRIGO

A Tabela 4.1 mostra os resultados referentes & composigdo quimica da

palha de trigo obtidos no presente trabalho. A Tabela 4.2 mostra os resultados

referentes a composigéo quimica em relagéo aos principais componentes.

Tabela 4.1 Composicdo quimica da palha de trigo

Componentes % Sobre matéria Seca
Glicose 56
Xilose 47
Arabinose 6
ART 72
ARF 59
ARNF 13

Tabela 4.2 Composigédo quimica da palha de trigo na literatura

Componentes % Sobre matéria Seca

Celulose 30° 30° 36° 33
Hemicelulose 242 50° 28°¢ 33
Lignina 182 15° 29° 20
Cinzas 10° 5P - 8

Fonte: *KUHAD, R. C.,SINGH, A (1993)
"HON, D.N.S (1996)

‘OLSSON

, L., HAHN-HAGERDAL, B (1996)

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4.2, a palha de trigo

utilizada no presente trabalho apresentou uma composicdo percentual de

celulose, hemicelulose,

lignina e cinzas

igual a 33, 33, 20 e 8 %,

respectivamente. Esta composicdo se aproximou daquelas encontradas por
KUHAD e SINGH (1993) e por OLSSON e HAHN-HAGERDAL (1996).

Entretanto foi verificada uma discrepancia entre os resultados encontrados

neste trabalho e aqueles encontrados por HON (1996), principalmente em

relagdo ao teor de hemicelulose.
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A fragdo hemicelulésica encontrada da palha de trigo foi superior
aquelas encontrada para as outras matérias- primas até entdo estudadas como
eucalipto com 10,6% (ALMEIDA e SILVA, 1996), bagago de cana-de-agtcar
com 25% (Pandey et al.(2000), citado por CARVALHO, 2001) e palha de arroz
com 22% (MUSSATO, 2002).

Desta forma esperou-se que a hidrdlise da palha de trigo fosse ocorrer

em situagées mais amenas que os demais residuos.

4.2 DETERMINAGAO DO MODELO PROPOSTO PARA A HIDROLISE
DA PALHA DE TRIGO

4.2.1 Obtencéo de parametros de hidrélise no planejamento fatorial 2

+1 com ponto central

O delineamento experimental proposto foi um planejamento fatorial
fracionario 2 *' com ponto central.

Experimentos no ponto central foram conduzidos com 3 repeticdes afim
de minimizar o erro experimental e identificar se o modelo é linear ou
quadratico. A matriz do planejamento fatorial fracionario 2*' com triplicata no
ponto central estad mostrada na Tabela 4.3. Os resultados da analise estatistica

estdo expressos nas Tabelas 4.4, 4.5 e 4.6.

Tabela 4.3 - Matriz de planejamento para o projeto fatorial 2" com ponto
central e os valores de rendimento de xilose em relagdo a palha de trigo

obtidos nas hidrélises acida do hidrolisado de palha de trigo.

Hidolisado. T Conc.acida tempo MS :sol. 4d¢c Rendimento

(°C) (%) (min) (%)
1 120 0,5 20 1:15 12,1
2 140 0,5 20 1:20 20,4
3 120 1,0 20 1:20 22,1
4 140 1,0 20 1:15 26,2
5 120 0,5 40 1:20 13,1
6 140 0,5 40 1:15 21,9
7 120 1,0 40 1:15 20,1
8 140 1,0 40 1:20 17,4
9 130 0,75 30 1:17,5 17,8
10 130 0,75 30 1:17,5 16,3
11 130 0,75 30 1:17,5 16,2

MS : sol. &c. — massa seca do residuo (palha de trigo) na solugéo acida (H,SO,).
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Tabela 4.4 — Estimativa dos efeitos, erro-padrédo e teste t de Student
para os parametros estudados na hidrolise acida da palha de trigo para um

planejamento fatorial 2 ' com triplicata no ponto central

Estimativas Erros-padréao t
média 18,51 +/-0,654 -
Fator T 4,625 +/-1,534 3,018*
Fator CA 4,575 +/-1,534 2,981**
Fator M -1,825 +/-1,534 1,189
Fator t -2,075 +/-1,534 1,352
TCA+Mt -3,925 +/-1,534 2,558**
TM+CAt -3,325 +/-1,534 2,167
Tt+CAM -1,575 +/-1,534 1,026

T- temperatura, CA- concentragéo 4cida, M- massa seca do residuo na solugéo acida, t- tempo.
*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (t > 3,18245)
**Significativo ao nivel de 10% de probabilidade (t > 2,352)

Tabela 4.5 — Andlise de varidncia para os efeitos estimados no

planejamento fatorial 2*" com triplicata no ponto central para um modelo linear

Efeitos Soma de Grau de Quadrado Teste f Nivel de
quadrados liberdade médio significdncia(p)
Fator T 42,781 1 42,781 9,08 0,0570
Fator CA 41,781 1 41,781 8,89 0,0585
Fator M 6,6612 1 06,6612 1,41 0,3199
Fatort 8,6112 1 8,6112 1,83 0,2692
TCA+Mt 30,811 1 30,811 6,54 0,0834
TM+CAt 22,111 1 22,111 4,69 0,1188
Tt+CAM 4,9612 1 4,9612 1,05 0,3803
Erros 14,130 3 4,7101
Total 171,929 10
T- temperatura, CA- concentragéo &cida, M- massa seca do residuo na solugéo acida, t- tempo
R*=0,917813

Verifica-se na Tabela 4.4 que nenhum dos fatores exerceu influéncia
significativa em nivel de 5% de probabilidade, devido ao fato dos valores de t
calculados serem inferiores aos valores de t tabelados. No nivel de 10% de
probabilidade verificou-se que os fatores T e CA, que correspondem a
temperatura e concentragdo 4cida, assim como a interacdo TCA+Mt,
apresentaram efeito significativo.

Na Tabela 4.5, estdo mostrados os niveis de significancia dos fatores T
e CA e da interagdo TCA+Mt, correspondendo a 5,70% ; 5,85% e 8,34% ,
respectivamente.
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A fim de verificar a existéncia de curvatura para o modelo, ou seja, se os
resultados obtidos j& se encontravam na regido de otimizac&o ou se indicavam

um possivel passo ascendente, foi feita a analise mostrada na Tabela 4.6.

Tabela 4.6— Andlise de variancia para o planejamento fatorial 2*' com

triplicata no ponto central para um possivel modelo quadratico

Efeitos Soma de Grau de Quadrado Teste f Nivel de
quadrados liberdade médio significdncia(p)
Fator T 42,781 1 42,781 53,25 0,0183
Fator CA 41,781 1 41,781 52,11 0,0187
Fator M 6,6612 1 6,6612 8,29 0,1024**
Fator t 8,6112 1 8,6112 10,72 0,0820
TCA+Mt 30,811 1 30,811 38,35 0,0251
TM+CAt 22,111 1 22,111 27,52 0,0345
Tt+CAM 4,9612 1 4,9612 6,18 0,1309
Curvatura 12,523 1 12,523 15,59 0,0586
Erros 1,6066 2 0,8033
Total 171,929 10
T- temperatura, CA- concentragao &cida, M- massa seca do residuo na solugao acida, t- tempo
R*= 0,990655

Na Tabela 4.6 observa-se pelo nivel de significAncia da curvatura
(p=0,0586) que o modelo é quadratico e que outros fatores principais e de

interagdo passam a ser significativos, confirmando assim que o modelo é de
2 %ordem.

4.2.2 Obtencédo de parametros de hidrélise no planejamento fatorial 23

com ponto central

A fim de determinar os coeficientes dos termos quadraticos foram feitos
ensaios complementares de acordo com um planejamento fatorial 2° composto
de face central. A matriz do planejamento fatorial fracionario 2° com triplicata
no ponto central e face centrada e os resultados do rendimento das hidrolises
estdo mostrados na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 - Matriz de planejamento para o projeto fatorial 2 * com ponto
central e face centrada e os valores de rendimento de xilose em relagdo a

palha de trigo obtidos nas hidrolises acida do hidrolisado de palha de trigo.

Hidolisado. T Conc.acida MS : sol. ac  Rendimento

(°C) (%) (%)
1 120 0,5 1:15 12,1
2 140 0,5 1:20 20,4
3 120 1,0 1:20 22,1
4 140 1,0 1:15 26,2
5 120 0,5 1:20 13,1
6 140 0,5 1:15 21,9
7 120 1,0 1:15 20,1
8 140 1,0 1:20 17,4
9 130 0,75 1:17,5 17,8
10 130 0,75 1:17,5 16,3
11 130 0,75 1:17.,5 16,2
12 120 0,75 1:17,5 11,2
13 140 0,75 1:17,5 245
14 130 0,50 1:17,5 8,0
15 130 1,0 1:17,5 18,0
16 130 0,75 1:15 13,7
17 130 0,75 1:20 16,6

MS : sol. &c. — massa seca do residuo (palha de trigo) na solug&o acida (H,SO,).

Quanto ao rendimento (massa de xilose obtida por massa de palha de
trigo hidrolisada), o melhor resultado foi 26,2 g/g obtido no ensaio 4, em que a
hidrolise foi realizada com solugdo de H,SO4 a 1% a 140 °C, na proporgéo de
1:15 de palha:solugdo, durante 20 minutos. Os piores resultados foram 11,2 e
8,0 g/g nos ensaios 12 e 14 respectivamente. No ensaio 12 a hidrélise foi
realizada com solugéo de H,SO4 a 0,75% a 120 °C na proporgédo de 1:17,5 de
palha e solugdo durante 30 minutos, enquanto que no ensaio 14 as condi¢des
foram de: solugédo de H.SO4 a 0,50%, a 130 °C na proporcdo de 1:17,5 de
palha:solugédo durante 30 minutos. A principio parece que a temperatura e a
concentragéo acida influenciam no processo hidrolitico.

A analise de variancia para os efeitos estimados no planejamento fatorial
2% com triplicata no ponto central e face centrada para o modelo que representa
o rendimento em fungdo dos parametros de hidrélise, estad mostrada na Tabela
4.8.
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Tabela 4.8 - Andlise de varidncia para os efeitos estimados no

planejamento fatorial 2° com triplicata no ponto central e face centrada

Efeitos Soma de Grau de Quadrado Teste f Nivel de
quadrados liberdade médio significancia(p)

Fator T 101,124 1 101,124 11,05 0,0061*
Fator CA 80,089 1 80,089 8,75 0,0120*
TT 55,5034 1 55,5034 6,06 0,0299*
TCA 30,8113 1 30,8113 3,37 0,0914**
Erros 109,830 12 9,1525
Total 377,358 16

onde, T- temperatura, CA- concentragéo acida R*=0,7090

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade

** significativo ao nivel de 10% de probabilidae

A temperatura e a concentragdo acida tiveram efeitos significativos
(p<0,05), assim como o efeito quadratico da temperatura e o de interagédo da
temperatura e concentragéo acida (p<0,10).

Foi realizada uma anélise de varidncia para o modelo proposto (Tabela
4.9), comprovando, assim, a sua significAncia estatistica (p<0,01), com
coeficiente de determinagéio de R? = 0,7090 que descreve 70,90% da variancia

ocorrida no fator de rendimento na hidrélise acida da palha de trigo.

Tabela 4.9 — Andlise de varidncia da regressdo do modelo que
representa o processo de hidrdlise acida da palha de trigo no planejamento

fatorial 2% com triplicata no ponto central e face centrada

cv Soma de Grau de Quadrado Teste F* Nivel de
quadrados liberdade médio significancia(p)
Modelo 267,528 4 66,8819 7,31 0,0032*
Residuo 109,830 12 9,15625
Total 377,358 16
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade. R*=0,7090

Na FIGURA 4.1, encontra-se a disposi¢gdo os pontos estimados pelo
modelo em relagdo a média e seus respectivos residuos. Observa-se que a
distribuicéo dos residuos é totalmente aleatéria em torno do eixo igual a zero,

sugerindo que o modelo n3o é tendencioso.
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FIGURA 4.1 — Distribuicdo de residuos do modelo proposto para a obtenc¢do do

hidrolisado de palha de trigo.

O modelo matematico para representar o processo de hidrélise acida da
palha de trigo, considerando os termos que realmente influenciam no processo

hidrolitico, pode ser expresso pela equagéo:
Y = 15,2286 + 3,18*Xq + 2,83*X, + 3,67143*X:%— 1,9625*X1 Xz (4.1)
em que,
Y representa o rendimento de xilose em relacdo a palha de trigo (%),

X4 a temperatura em °C,

X2 a concentragdo acida (%).
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O modelo matematico ajustado aos dados obtidos, ilustrado pela
superficie de resposta apresentada na FIGURA 4.2, forneceu um maximo de
rendimento de extracdo de xilose quando se utilizou concentragdo de acido e
temperatura nos niveis superiores, correspondendo a 1% e 140°C,
respectivamente, em 30 minutos. Nestas condigbes é possivel obter um

rendimento de obtencdo de xilose entre 22 e 24%.

Rendimento
10,0-12,0
 12,0-14,0
14,0-16,0
16,0-18,0
18,0-20,0
& 20,0-22,0
g 22,0-24,0

Concentracio

Temperatura oC

FIGURA 4.2 — Superficie de resposta e curvas de nivel descritas pelo modelo
quadratico para o fator de rendimento de xilose em relagcdo & palha de

trigo da hidrdlise acida do hidrolisado hemicelulésico da palha de trigo

Conforme pode ser observado na FIGURA 4.2, o rendimento de
obtencdo de xilose é mais sensivel a variagbes na temperatura do que em
relacdo a variagbes na concentracdo de acido usada durante a hidrélise. A
utilizagdo de temperaturas inferiores a 140 °C (nivel 1) pode reduzir
sensivelmente o rendimento de xilose, enquanto a variagdo da concentracéo de
acido entre 0,75 (nivel 0) e 1 % (nivel 1) permite a obtencdo de rendimentos de
extrac&o de xilose entre 22 e 24 %.
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Para a validagdo do modelo proposto para o rendimento da hidrolise
acida foi realizada uma triplicata nas condi¢cdes determinadas pela metodologia
estatistica. A palha de trigo foi hidrolisada na temperatura de 144,5°C, com
uma concentragdo acida de 2,51%, tempo de reagdo de 30 minutos e relagéo
de palha:solucdo &acida de 1:17,5. Com a substituicdo destes valores
codificados na equacgéo 4.1, obtém- se um valor estimado para o rendimento de
27,4 + 203 %. Experimentalmente foi obtido 24,0 £ 0,14, %, podendo ser
considerado iguais ao valor estimado. Isso indica que o modelo pode
representar matematicamente o rendimento de xilose.

A Tabela 4.10 apresenta a composigdo quimica das triplicatas da
hidrolise 6tima nas condi¢cbes determinadas pela metodologia estatistica.
Observa-se que foi alcangada uma extragdo de 87,4% correspondendo a 10,65

g/L de xilose contra 12,19 g/L estimado pelo modelo.

Tabela 4.10 - Composicdo quimica do hidrolisado hemicelulésico da

palha de trigo sob condi¢gbes 6tima de hidrolise:

Composicdo quimica Ta Tb Tc T
Xilose (g/L) 10,85 10,46 10,64 10,650,200
Glicose (g/L) 4107 2,571 1,704 2,794+1,217
Arabinose (g/L) 2,047 1,620 1,658 1,775+0,236
Acido acético (g/L) 0,574 0,704 0,748 0,675%0,091
Furfural (g/L) 0,378 0,254 0,378 0,33610,072
HMF (g/L) 0,046 0,020 0,026  0,030+0,014
pH 0,68 0,57 0,61 0,62

onde Ta- triplicata 1 , Th- triplicata 2 e Tc -triplicata 3, T -média das triplicatas

4.3 CARACTERIZAGAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO

A palha de trigo, utilizada como matéria-prima para a obtengdo do
hidrolisado hemiceluldsico, apresentou um teor de umidade entre 12,3% a
14%.

4.3.1 Hidrolisado original
4.3.1.1 Concentragdes dos agUcares presentes:

As concentragcbes da glicose, xilose e arabinose presentes nos

hidrolisados originais e no hidrolisado conduzido sob condigbes oOtimas
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resultantes das hidrdlises acida, de acordo com o planejamento experimental
2% com triplicata no ponto central e face centrada, estdo apresentadas na
Tabela 4.11.

Tabela 4.11 - ConcentragSes dos aglcares dos hidrolisados originais

Hidrolisado Glicose Xilose Arabinose

(g/L) (g/t) (g/L)

1 0,85 7,17 1,66

2 2,46 8,97 1,21

3 2,42 9,69 1,47

4 4,41 15,37 2,23

5 1,30 7,48 1,33

6 3,63 12,55 1,89

7 2,77 11,74 1,98

8 2,54 7,64 1,11

9 1,24 8,93 1,76

10 1,05 8,27 1,68

11 0,995 8,13 1,63

12 1,67 5,52 1,97

13 3,58 12,1 2,53

14 0,94 3,94 1,55

15 1,86 8,98 2,14

16 1,30 7,83 2,09

17 1,42 7,15 1,87
Condigao 2,79 10,65 1,78

otima

Como pode ser visto, em todas as condigcbes experimentais os
hidrolisados obtidos tiveram a xilose como aglcar predominante, seguido de
glicose e arabinose presentes em menor quantidade, conforme ja constatado
nos hidrolisados de eucalipto (ALMEIDA e SILVA, 1996, CANETTIERI, 1998),
de bagago de cana-de-agucar (FELIPE et al., 1993; ALVES et al., 1998), de
palha de arroz (ROBERTO et al., 1994) e de palha de trigo (GONZALEZ et al.,
1986; DELGENES et al., 1990). A maior extracdo de xilose (15,37 g/L) foi
obtida no ensaio 4.

A presenca de baixas concentracdes de glicose é um ponto favoravel ao
processo fermentativo, o que indica também que as condigGes de hidrdlise
estdo sendo adequadas para a extragdo da fragdo hemicelulésica, o que pode
ser confirmado pelas pequenas concentragdes de furfural e hidroximetilfurfural,

apresentadas no item 4.3.1.2. Quando o teor desses inibidores estiver elevado,
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significa que a condigdo de hidrolise estd sendo drastica, o que implica na
decomposigéo da xilose e de glicose no meio.

Por outro lado, quando a glicose estad presente em elevadas
concentragbes, acontece repressdo catabodlica sobre as enzimas-chave da
bioconverséo xilose-xilitol, xilose redutase e xilitol desidrogenase (LEE et al,
1996; GIRIO, 2000), causando diminuicdo de suas atividades conforme
constatado durante o cultivo de C. guilliermondii em meio contendo xilose e
glicose em diferentes concentragbes de glicose (ROSA et al., 1998). Este
comportamento € acompanhado também do consumo mais rapido de glicose e
precedente ao consumo da xilose nas primeiras horas de fermentagdo (LEE et
al, 1996; LAWFORD E ROUSSEAU, 1998, SENE et al, 2000). Outro fator é que
a presenca de glicose em baixas concentragées em meio contendo ndo apenas
xilose, mas também &cido acético, contribuiu para minimizar o efeito toxico
exercido pelo &cido durante o metabolismo de xilose (LAWFORD E
ROUSSEAU, 1998). Quanto a arabinose, pode também ser indutora de
enzimas (LEE et al, 1996).

4.3.1.2 Concentragdes dos inibidores presentes nos hidrolisados de

palha de trigo e seus valores de pH:

As concentragbes do acido acético, furfural, HMF nos hidrolisados
originais € no hidrolisado sob condi¢gdes o6timas resultantes das hidrolises
acida, de acordo com o planejamento experimental 2%, estdo apresentadas na
Tabela 4.12.

Pode ser observado nos hidrolisados, a presenga de compostos toxicos,
inibidores do metabolismo microbiano como o acido acético, furfural,
hidroximetilfurfural originados durante o processo de hidrolise da biomassa
lignocelulésica (CHUNG e LEE, 1985). Segundo FELIPE et al, 1995 o teor de
acido aceético no hidrolisado foi abaixo do considerado inibitorio, ou seja,
quando for superior a 3,0 g/L. Estes autores relataram que a presenca de até
1,0 g/L deste acido estimulou o consumo de xilose, uma vez que a levedura foi
capaz de crescer e excretar xilitol em todas as condicbes empregadas.

Observa-se também na Tabela 4.12 que a concentragdo de acido acético no
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meio € independente do pH do hidrolisado e consequentemente da
concentragéo acida de hidrélise.

As concentracdes dos demais compostos toxicos foram baixas,
semelhante ao encontrado por RODRIGUES, 1999, em trabalhos conduzidos
com hidrolisado de bagago de cana. Como relatado por OJAMO et al., 1988, o
furfural e o HMF ndo foram considerados toxicos para Candida guilliermondii
quando presente nas concentragbes de 0,2 a 1,0 g/L e que estas
concentragbes inclusive favorescem a conversdo de xilose em xilitol por estas

leveduras.

Tabela 4.12 - Concentragbes dos inibidores e os pH dos hidrolisados

originais
Hidrolisado  Ac.acético  Furfural HMF Fendbis pH
(/L) QL) (gL)  (g)

1 0,47 0,07 0,02 1,82 1,72

2 0,33 0,46 0,06 1,37 1,62

3 0,53 0,27 0,04 1,09 1,24

4 1,16 0,53 0,09 3,34 1,31

5 0,33 0,006 0,01 2,23 1,58

6 0,63 0,40 0,06 1,56 1,66

7 0,63 0,20 0,03 1,31 1,12

8 0,45 0,58 0,06 5,35 1,21

9 0,54 0,06 0,03 1,57 1,51

10 0,45 0,06 0,03 1,50 1,53

11 0,52 0,003 0,03 1,71 1,51

12 0,51 0,01 0,007 1,44 1,52

13 0,86 0,02 0,11 1,24 1,48

14 0,27 0,03 0,009 1,30 1,49

15 0,66 0,07 0,009 1,32 1,38

16 0,57 0,04 0,01 1,63 1,54

17 0,57 0,03 0,008 1,12 1,33
Cond. 6tima 0,68 0,34 0,03 3,00 0,68

Nota- se na Tabela 4.12 que os hidrolisados obtidos apresentaram
concentragbes de compostos fendlicos em meio acido que variaram entre 1,09
e 5,35 g/L (hidrolisados 3 e 8, respectivamente). No hidrolisado sob condig&o
otima de xilose foi verificado uma concentracdo de compostos fendlicos de 3,00
g/L. Devido a natureza hidrofébica, os compostos fendlicos oriundos da
degradagao da Iighina determinam perda da integridade das membranas

biolégicas, afetando a sua habilidade em servir como barreiras seletivas e

52



matrizes enzimaticas (HEIPIEPER et al., 1994). De acordo com PALMQVIST e
HAHN-HAGERDAL (2000b), o mecanismo de inibicdo destes compostos ainda
nao esta bem elucidado, principalmente devido a falta de analises qualitativas e

quantitativas acuradas.

4.3.2 Hidrolisado hemicelulésico concentrado

Como a concentragdo de xilose no hidrolisado original obtido sob
condigbes oOtimas de hidrolise, foi considerada baixa para a bioconversdo de
xilose a xilitol por Candida guilliermondii , foi necessario que ele fosse
concentrado. Desta forma, o hidrolisado antes de ter sido usado na
fermentagéo, foi concentrado a vacuo. A composicdo parcial do hidrolisado
concentrado esta apresentada na Tabela 4.13.

Comparando as composigdes parciais do hidrolisado original com o
hidrolisado ap6s ser submetido ao processo de concentragdo, pode- se
observar que as concentragées dos aglcares xilose, glicose e arabinose foram
aumentadas proporcionalmente ao fator de concentragéo utilizado (razéo de

volume inicial pelo volume final do hidrolisado).

Tabela 4.13 - Composi¢éo parcial do hidrolisado hemiceluldsico da palha

de trigo em sua forma original e ap6s ser submetido ao processo de

concentragao.

Composicao parcial original FC=4,0
Xilose (g/L) 10,65 39,57
Glicose (g/L.) 2,79 8,36
Arabinose (g/L) 1,78 6,41
Acido acético (g/L) 0,68 1,60
Furfural (g/L) 0,34 0,05
HMF (g/L) 0,03 0,12
pH 0,68 0,47

FC= fator de concentrago
Semelhante aos agucares, o hidroximetilfurfural teve sua concentragéo
aumentada proporcionalmente aos fatores de concentragdo. ACOSTA (1999),
constatou um comportamento similar ao concentrar hidrolisado de bagaco de

cana-de-agucar trés vezes o seu volume inicial.
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Observou-se que o acido acético presente nédo teve sua concentragdo
aumentada proporcionalmente ao fator de concentragdo. O aumento ndo
proporcional na concentragdo de acido acético também foi observado por
PARAJO et al. (1997) durante a concentragao de hidrolisado hemicelulésico de
Eucaliptus globulus.

Nota- se na Tabela 4.13 que o processo de concentragdo a vacuo
causou uma redugdo substancial da concentragdo de furfural em relacéo a sua
concentragdo inicial (de 0,34 a 0,05 g/L). Este comportamento pode ser
atribuido as condi¢gdes do processo de concentragdo do hidrolisado e as
caracteristicas fisico-quimicas desse composto. Uma reducgdo consideravel do
teor deste composto também foi observada por CANETTIERI (1998) apos
concentrar o hidrolisado de eucalipto a 3 e 4 vezes sua concentragéo inicial de
xilose.

Verifica- se ainda que o processo de concentragdo a vacuo provocou um
decréscimo do pH original de 0,68 para 0,47. Essa reducéo provavelmente esta
relacionada com o aumento da concentragdo de ions H+ provenientes do acido
sulfurico utilizado na hidrélise acida da palha de trigo e também do &cido

acético presente no hidrolisado.

4.4 PROCESSO FERMENTATIVO

4.4.1 Fermentacdo do hidrolisado de palha de trigo obtido na

condi¢cao 6tima, em bioreator

A fermentacdo em fermentador de bancada foi realizada a fim de
verificar o comportamento da levedura Candida guilliermondii visando a
producdo de xilitol utilizando o hidrolisado hemicelulésico de palha de trigo sob
as melhores condi¢des de hidrélise. Foi utilizado um tempo de 78 horas afim de
verificar o comportamento da levedura durante a fermentacao.

O tratamento do hidrolisado hemicelulésico de palha de trigo foi
realizado conforme item 3.5. A composigdo do meio foi de 1,0 g/L de sulfato de
amoénio e 5,0 g/L de farelo de arroz. Empregou- se um inéculo de 0,5 g/L. A

agitacéo e a aeragdo foram de 300 rpm e 0,6 vwm, respectivamente (valores
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baseados em trabalhos conduzidos anteriormente por FELIPE (1994) e ALVES
(1997).

Na Tabela 4.14 estdo apresentadas as concentragées de glicose, xilose,
consumo de xilose, acido acético, arabinose, xilitol e concentracéo de células

durante a fermentacgao.

Tabela 4.14 - Concentragdes de glicose, xilose, arabinose, xilitol, acido
aceético e concentragdo de células durante a fermentagdo do hidrolisado da

palha de trigo por Candida guilliermondii .

Tempo Glicose Xilose Consumo Acido Arabinose  Xilitol Células
(h) (g/L) (g/L) de xilose  Acético (g/L) (g/L) (células/mLx10°%)
(%) (9/L)

0 6,927 30,93 0,000 1,268 5,380 - 0,21
6 2,255 27,72 10,38 1,301 6,423 1,841 1,50
12 0,133 27,50 11,09 0,927 5,434 2,387 2,38
18 0,294 23,27 24,77 0,972 6,271 6,724 2,43
24 0,187 16,63 46,23 0,855 5,583 10,97 3,06
36 0,201 11,32 63,40 0,815 5,427 16,18 2,72
42 0,408 3,886 75,43 0,747 4,088 18,46 3,60
48 0,407 1,447 92,83 0,605 3,995 24,04 3,20
54 0,358 0,367 98,81 0,480 2,701 27,86 3,63
60 0,347 0,157 99,49 0,446 1,778 24,54 3,34
66 0,295 0,107 99,65 0,446 1,368 25,22 4,00
72 0,103 0,103 99,67 0,366 0,642 24,33 4,90
/8 0,104 0,106 99,66 0,144 0,218 24,00 3,26

'~ el o dor o |

L

" Observa-se que a élicbse presente no hidrolisado foi sendo consumida
rapidamente nas primeiras horas de fermentagdo. Apesar de alguns autores
(BICHO et al., 1988 ; WALTHER et al.,2001) relatarem que a presenga de
glicose no meio de fermentagéo causa inibicdo da bioconversdo da xilose a
xilitol, neste trabalho tal fato n&o foi constatado. Segundo FELIPE et al.(1993),
a presenca desta hexose em pequenas concentragbes no meio ndo interfere na
bioconverséo xilose a xilitol pela levedura Candida guilliermondii.

Em relagdo a xilose, observa-se que esta pentose foi assimilada
lentamente nas primeiras 12 horas de fermentagdo. Apds este periodo, a
velocidade de consumo aumentou significamente determinando um consumo

quase total apds 48 horas. A partir de 60 horas a sua concentracdo
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permaneceu praticamente constante, mostrando o fim do processo de sua
conversdo a xilitol.

A arabinose e o acido acético presentes no meio também foram
assimilados por Candida guilliermondii. Alguns_trabalhos relatam que a
presenga de acido acético no meio em concentragdes acima de 5,0 g/L
exercem um potente efeito inibidor no crescimento celular em leveduras
(FELIPE et al.,1997; PARAJO, et al,1997). Uma pequena assimilagdo de

arabinose na presenga de xilose foi constatada em fermentagdes conduzidas

com C. guilliermondii (ALVES et al., 1998) e também em outras espécies como
Candida shehatae (JEFRIES et al.,1988). Observa-se que a levedura consumiu
lentamente a arabinose presente no hidrolisado durante as primeiras 54 horas
de fermentagdo. Possilvemente isto se deve ao esgotamento das outras fontes
de carbono que existiam no meio, principalmente a glicose e a xilose. Desta
forma, este comportamento sugere uma inibicdo do consumo de arabinose
pelas células de C. guilliermondii cultivadas na presenga de outros aglcares.
De acordo com MEYRIAL et al. (1991), as leveduras pertencentes ao género
Candida possuem a habilidade de converter a arabinose em arabitol.

Conforme pode ser observado na Tabela 4.14 a levedura C.
guilliermondii FT1 20037 foi capaz de produzir xilitol a partir da xilose presente
no hidrolisado hemicelulésico de palha de trigo. A producgdo de xilitol variou
proporcionalmente quanto ao consumo de xilose e glicose, estabilizando apds
60 horas. Sabe-se que a producgdo de xilitol esta associada ao crescimento
conforme constatado por ROBERTO (1997) em hidrolisado hemicelulésico de
palha de arroz. Também sabe-se da literatura que fermentadores que
proporcionam maior oxigenagdo do meio favorecem o crescimento celular. Por
isso, utilizou-se uma menor concentragdo de células no inoculo (0,5 g/L),
acreditando que com uma menor populag&o, iria aumentar a disponibilidade de
oxigénio no meio favorecendo o crescimento celular e também a produgédo de
xilitol sendo observado no presente trabalho.

Quanto ao crescimento celular, a medida que vai passando o tempo,
ocorre um aumento de células no meio. Observa- se um rapido crescimento
celular nas primeiras 12 horas possivelmente pelo consumo inicial de glicose
presente no hidrolisado. Apds o esgotamento da xilose (54 horas) foi

observado um aumento na concentragdo celular, provavelmente devido ao
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consumo de arabinose e xilitol. A maior concentragdo celular (4,90 x 10°
células/ mL) foi observada em 72 horas. Apés esse tempo, ocorreu uma
diminui¢&o no crescimento celular provavelmente por n&o haver mais nenhuma
fonte de carbono disponivel para o microrganismo.

Na Figura 4.3, é mostrada a variacdo da concentragéo de xilose, glicose,
arabinose, acido acético e producdo de xilitol, por C. guilliermondii em
hidrolisado de palha de trigo, em fungdo do tempo. Observa-se que a
assimilagdo de xilose foi sequencial em relaco a glicose, e também que o
xilitol comegou a ser produzido apés o consumo da glicose.

A Figura 4.4 apresenta a producdo de células e de xilitol por C.
guilliermondii em hidrolisado de palha de trigo em relagdo ao tempo de
fermentacdo. Observa- se que pelo perfil das curvas que realmente a producgéo
de xilitol esta associada ao crescimento celular.

—&— acido acético (g/L)
—&-— Glicose {g/L)
~&— Xilose (g/L)

—&— Arabinose {g/L)
~—&— Xilitol (g/L)

Concentragéo (g/L)

- - e \‘h..~._

59 8 12 18 24 36 42 48 54 60 68 72 78

Tempo (h)

FIGURA 4.3 - Consumo de &cido acetico, glicose, xilose, arabinose, producéo

de xilitol, por C. guilliermondii em hidrolisado de patha de trigo.
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FIGURA 4.4- Produgdo de células e de xilitol por C. guilliermondii em

hidrolisado de palha de trigo em relagéo ao tempo de fermentacéo.

Os paraémetros fermentativos da bioconversdo de xilose-xilitol por
C. guilliermondii s&o apresentados na Tabela 4.15. Os maiores valores de
eficiéncia de bioconversdo (aproximadamente 97%), correspondendo a um
rendimento em xilitol de 0,889 g «xilitollg de xilose, e produtividade
(aproximadamente 0,5 g/L.h) foram obtidos em 54 horas de fermentagdo. Este
valor de rendimento esta muito préximo do valor tedrico maximo proposto por
BARBOSA et al. (1988) e evidencia a potencialidade do uso da palha de trigo
como matéria-prima no processo de produgéo de xilitol por via biotecnolégica.

Destaca-se que o maximo valor de rendimento da bioconverséo obtido
com o uso da palha de trigo (0,89 g/g) foi superior aqueles obtidos com a
utilizacéo de palha de arroz (0,72 g/g) (MUSSATO,2002), bagaco de cana (0,57
g/9) (ALVES, 1997) e cavacos de eucalipto (0,53 g/g) (GINORIS, 2001). Com
relagéo a produtividade, o valor obtido com a utilizagdo da palha de trigo foi
semelhante aquele obtido com a utilizacdo de palha de arroz (0,55 g/L.h)
(MUSSATO,2002) e superior aqueles obtidos com a utilizacdo de bagaco de

cana (0,39 g/L.h) (ALVES, 1997) e cavacos de eucalipto (0,45 g/L.h)
(GINORIS, 2001).
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Tabela 4.15 - Parémetros fermentativos durante a fermentagdo do

hidrolisado de palha de trigo por Candida guilliermondii .

hidrolisado  Rendimento Eficiéncia Produtividade
t(h) (9/9) (%) (g/L.s)

0 - - -

6 0,574 62,60 0,307
12 0,696 75,90 0,199
18 0,878 95,75 0,374
24 0,767 83,64 0,457
36 0,825 89,97 0,449
42 0,791 86,29 0,440
48 0,837 91,31 0,501
54 0,889 96,95 0,503
60 0,803 87,57 0,409
66 0,818 89,20 0,383
72 0,789 86,04 0,338
78 0,779 84,95 0,308

méximo valor tedrico de rendimento=0,917 g/g (BARBOSA et al., 1988).

4.4.2 Fermentacado conduzida em frascos agitados, dos hidrolisados

originais de acordo com ensaios da Tabela 4.11

A fim de avaliar a influéncia das diferentes condi¢cdes de hidrolise acida
sobre a bioconversdo de xilose em xilitol foram efetuados ensaios de
fermentacdo em meios preparados com os diferentes hidrolisados
hemicelulésicos de palha de trigo. De acordo com estudos realizados por
FELIPE et al. (1996b) e CANETTIERI (1998), para efetuar os ensaios de
fermentagéo, foi selecionada uma concentragéo inicial de células de 3,0 g/L
(10® células/mL). As concentragdes dos nutrientes foram baseadas em estudos
realizados por CANILHA, 1998. Foi proposto um tempo de fermentagdo de 48
horas, devido as baixas concentragées de xilose nos hidrolisados.

Os resultados das fermentagbes conduzidas em frascos agitados estdo
apresentados nas Tabelas 4.16 e 4.17.

A glicose presente nos hidrolisados foi consumida antes das 48 horas da
fermentacdo. Comportamento semelhante no consumo desta hexose por
Candida guilliermondii foi constatado nas fermentacdes dos hidrolisados de
bagago de cana de agucar (FELIPE et al., 1993, ACOSTA et al., 2000), de
palha de arroz (ROBERTO et al., 1994) e de eucalipto (FELIPE et al., 1996a). A

presencga de glicose no meio de cultivo de leveduras pode inibir o metabolismo
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de xilose por repressdo e inativagdo do sistema de transporte de xilose ou
enzimas catabolicas (PARAJO, 1998), o que leva a assimilagdo preferencial de
glicose em relagdo a xilose. Para as fermentagfes realizadas em shaker, ndo
ha evidéncias para se afirmar que a assimilagdo de xilose foi sequencial em
relagdo a glicose, devido as baixas concentragdes de glicose e xilose no meio e
seus rapidos consumos. Outro agucar presente no hidrolisado numa
concentragdo muito baixa foi a arabinose, sendo parcialmente consumida
(Tabela 4.16). Segundo MEYER et al., 1992 tanto a presenca de D-glicose
quanto a presenga de D-xilose, inibiram a utilizagdo de L-arabinose, em

estudos envolvendo diferentes leveduras.

Tabela 4.16 — Variagédo das concentragdes de aglcares na fermentagéo
dos hidrolisados hemiceluldsicos de palha de trigo por Candida guilliermondii
FT120037.

hidrolisado Glicose Xilose Arabinose

(g/L) (g/L) (9/L)
inicial final inicial final inicial final
0,953 0,081 5,051 0,046 1,383 0,055
1,874 0,144 5,570 0,033 0,953 0,052
2,019 0,091 6,485 0,040 1,168 0,049
3,608 0,255 10,88 0,128 1,784 0,130
3,608 0,087 4,914 0,037 1,097 0,042
3,355 0,158 9,617 0,123 1,585 0,112
2,514 0,115 8,549 0,101 1,574 0,077
2,139 0,105 5,635 0,069 0,992 0,069
1,641 0,085 6,442 0,094 1,290 0,070
1,550 0,075 6,202 0,000 1,275 0,073
1,324 0,065 5,638 0,089 1,174 0,072
1,178 0,126 3,939 0,027 1,157 0,064
1,734 0,112 5,738 0,036 1,156 0,060
0,800 0,114 3,375 0,019 0,998 0,056
1,331 0,074 6,611 0,088 1,225 0,087
0,884 0,074 5,855 0,091 1,268 0,076
0,896 0,062 5,026 0,060 1,037 0,059
2,375 0,132 8,104 0,057 1,334 0,002

O.A_\_\A_\_\A.A
O NDNRD O ROOEND U AN =

Quanto a influéncia do tratamento dos hidrolisados, observa- se que
houve perda do conteudo inicial de xilose em comparacdo com sua

concentragdo no hidrolisado néo tratado (ver em Tabela 4.13).
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Tabela 4.17 — Consumo de xilose e de acido acético, produgéo de xilitol
e células durante a fermentacgdo dos hidrolisados hemiceluldsicos de palha de

trigo por Candida guilliermondii FTI 20037 apo6s 48 horas.

hidrolisado Consumo de Consumo de Xilitol n.cél/mL

xilose (%)  &c.acético (%)  (g/L) (x10%)

1 99,09 96,89 1,299 2,73
2 99,41 100,0 1,351 4,78
3 99,38 98,88 1,891 4,95
4 98,82 82,77 3,505 4,05
5 99,25 100,0 1,211 8,20
6 98,72 82,01 3,437 6,75
7 98,82 99,04 3,347 8,20
8 98,78 100,0 1,683 6,35
9 98,54 100,0 2,195 4,85
10 98,55 100,0 1,980 3,30
11 98,42 99,29 1,772 4,15
12 99,31 97,14 0,507 3,45
13 99,37 100,0 1,346 5,15
14 99,43 100,0 0,382 3,00
15 98,67 100,0 2,092 5,15
16 98,45 98,67 1,818 3,30
17 98,81 100,0 1,287 4,65
C.0. 99,30 98,41 2,519 2,80

Em relagdo ao consumo de xilose, verificou- se que em todos os
hidrolisados houve um bom consumo desta hexose, variando entre 98,42 a
99,43. Os melhores resultados de xilitol ocorreram nos ensaios 4 e 6 (3,505 e
3,437 g/L), que foram as hidrélises realizadas nas temperaturas mais altas
(140°C). Nos ensaios 5, 12 e 14 foi observado as mais baixas produgées de
xilitol, o que pode ser atribuido a baixa concentragéo inicial de xilose dos
hidrolisados (4,914; 3,939 e 3,375, respectivamente).

O acido acético (Tabela 4.17) também foi consumido por Candida
guilliermondii, observando- se que 0os menores consumos nos ensaios 4 e 6
(82,77 e 82,01% respectivamente) também foram os ensaios que produziram
mais xilitol. A assimilac&o deste acido ocorreu simultaneamente ao consumo de
xilose, semelhante ao observado por FELIPE et al (1996b) em fermentacGes
conduzidas em meio sintético, em hidrolisado de bagaco e cana e de eucalipto.
FELIPE et al (1997b) relataram que a presencga do acido acético no meio de
fermentagdo em concentragGes acima de 5,0 g/L exercem um potente efeito

inibidor no crescimento celular em leveduras, porém no presente trabalho isso

61



nao foi observado. Pode- se constatar na Tabela 4.17 que os maiores valores
de concentragao celular foram obtidos nos ensaios 5 (8,20 g/L) e 7( 8,20 g/L.),
que coincidiram com altos consumos deste acido pela levedura.

As concentragbes dos demais compostos toxicos, furfural e
hidroximetilfurfural, foram baixas (dados ndo apresentados).

Estas observagdes sugerem que a temperatura de hidrélise e o teor
inicial de xilose, influenciam na produgédo de xilitol, sendo que o aumento da
temperatura de hidrolise favorece uma maior formacdo de xilose inicial para o
processo fermentativo. E extremamente dificil realizar uma comparagéo entre
valores obtidos neste trabalho e aqueles obtidos por outros pesquisadores,
uma vez que as matérias- primas, as formas de obtencdo e tratamento dos
hidrolisados adotados variam amplamente. Desta forma procurou- se comparar
os dados obtidos a produgdo de xilitol com aqueles nos quais as condiges
adotadas mais se aproximaram deste trabalho.

Os parémetros fermentativos da bioconversdo de xilose a xilitol por C.
guilliermondii encontram-se na Tabela 4.18. Pode- se constatar que para os
ensaios 4, 6 e 7 houve 0os maximos valores de rendimento em xilitol (0,3260;
0,3620 e 0,3962 g xilitol/ g xilose, respectivamente) que correspondentes as
maiores eficiéncias de bioconversdo (35,55; 39,48 e 43,21%, respectivamente).
Nestes ensaios foram obtidos altas concentragSes de xilitol, confirmando
assim, o favorecimento deste poliol com o aumento do teor de xilose no
hidrolisado. As maximas produtividades também correspondem aos ensaios 4,
6e7(7,30; 7,16 e 6,97 g/L.h, respectivamente). O menor valor foi encontrado
no ensaio 14 (0,80 g/L.h) o que pode ser atribuido a baixa concentracéo inicial
de xilose (3,375 g/L), bem como os efeitos de outros fatores e interagdes que

possam ter interferido no processo.
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Tabela 4.18 — Parametros fermentativos da bioconversdo de xilose a

xilitol por C. guilliermondii em hidrolisado hemicelulésico de palha de trigo

submetido a diferentes hidrolises acidas.

hidrolisado Y o5 (9/9) n (%) Q, (x10°%) (g/L.h)
1 0,2595 28,30 2,71
2 0,2440 26,61 2,82
3 0,2934 32,00 3,94
4 0,3260 35,55 7,30
5 0,2483 27,08 2,52
6 0,3620 39,48 7,16
7 0,3962 43,21 6,97
8 0,3024 32,97 3,51
9 0,3458 37,71 4,57
10 0,3240 35,33 4,13
11 0,3193 34,82 3,69
12 0,1296 14,13 1,06
13 0,2361 25,74 2,80
14 0,1138 12,41 0,80
15 0,3207 34,97 4,36
16 0,3154 34,40 3,79
17 0,2592 28,26 2,68

c.o. 0,3130 34,14 5,25

Y pis (9/g) - Fator de rendimento em xilitol, N (%) - Eficiéncia de Bioconversao,

Qp (g/L.h) - Produtividade volumétrica em xilitol

63



5 CONCLUSOES

v Os resultados do presente trabalho permitem concluir que a obtengéo do
hidrolisado hemicelulésico de palha de trigo, que pode ser empregado para a
obtencédo de xilitol por via microbiana, é influenciada pela temperatura e pelo

teor de acidez do hidrolisado.

v A maior concentragdo de xilose (15,33 g/L) foi obtida com a hidrdlise
acida realizada nas seguintes condigbes: a 140°C, 1% de solugdo acida, tempo
de 20 minutos e relagdo de 1:15 entre a massa seca e a solugdo acida,
proporcionando um rendimento de extragdo de xilose em relagdo a matéria
seca de 26,2%.

v Foi possivel estabelecer um modelo matematico representativo do
processo de hidrélise da palha de trigo, utilizando a metodologia de superficie

de resposta, que é dado pela equacéo:
Y = 15,2286 + 3,18*X; + 2,83*X, + 3,67143*X4* — 1,9625*X4 X2,

em que, Y representa o rendimento em %, X; a temperatura em °C e X; a

concentragdo da solugdo acida em %.

v O modelo mostrou- se adequado uma vez que o resultado obtido (24,0

0,14 %), mostrou-se préximo do valor previsto pelo modelo (27,4 + 2,03%).

v Na fermentagdo em bancada, o méaximo valor de rendimento em xilitol
(0,889 g xilitol/ g de xilose) correspondente a maior eficiéncia de bioconversao
(96,95%), que estd muito proximo do valor tedrico obtido por BARBOSA et al.,
1988.

v Na fermentagcdo em shaker, os maximos valores de rendimento em xilitol

(0,3260; 0,3620 e 0,3962 g xilitol/ g de xilose) também correspondem as
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maiores eficiéncias de bioconversio (35,55; 39,48 e 43,21% respectivamente)

e as maiores produtividades (7,30; 7,16 e 6,97, respectivamente).

v Durante o tratamento dos hidrolisados para as fermentag¢des, observou-
se que houve uma perda do conteudo de xilose comparando com as
concentragbes de xilose antes de serem tratadas. Sugere-se para futuros
estudos que sejam realizadas etapas de concentragdes, antes ou apds os

tratamentos do hidrolisado.

v O valor de rendimento de bioconversdo obtido com a utilizagdo de palha
de trigo foi superior aqueles obtidos com a utilizagcdo de palha de arroz, bagaco
de cana e cavaco de eucalipto, evidenciando a potencialidade da utilizagéo da
palha de trigo como matéria-prima para producdo de xiltiol por via

biotecnoldgica.
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