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RESUMO

JOFRE, Fanny Machado. Aproveitamento da biomassa seca de Candida
guilliermondii FTI 20037 como agente destoxificante do hidrolisado hemicelulésico
da mistura de bagaco e palha de cana-de-acticar para a producao biotecnoldgica de
xilitol. 2019. 89p. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de Sdo Paulo, Lorena, 2019.

Subprodutos provenientes de biomassas lignocelulésicas contém composi¢do quimica
rica em agucares, os quais podem ser aproveitados em diferentes processos fermentativos,
como na produgdo biotecnoldgica de xilitol, um importante insumo para os segmentos
industriais alimenticio, farmacéutico e odontolégico. A despolimerizacdo da parede
celular vegetal € uma etapa importante para o aproveitamento destas biomassas em
bioprocessos, como para obten¢do do hidrolisado hemiceluldsico, que tem a hidrélise
acido diluido como um dos principais métodos utilizados. Entretanto, além da
solubilizacdo dos acucares, ocorre a liberagdo e formacdo de compostos téxicos aos
microrganismos, principalmente compostos fendlicos. Frente a este problema,
metodologias de destoxificagdo dos hidrolisados vem sendo estudadas, de forma a se
obter um método mais econOmico, sustentavel e rentavel. Assim sendo, este trabalho tem
o0 objetivo de aproveitar a biomassa seca de Candida guilliermondii FT1 20037
proveniente da bioproducdo de xilitol, como agente destoxificante do hidrolisado
hemicelul6sico da mistura de bagaco e palha de cana-de-agucar. Aproveitou-se a
biomassa da levedura proveniente do cultivo em hidrolisado hemicelulésico da mistura
de bagaco e palha de cana-de-agucar (1:1) suplementado com nutrientes. Esta biomassa
foi autoclavada, seca em estufa a 90°C até peso constante, triturada em gral com pistilo,
e empregada na destoxificacio do hidrolisado hemiceluldsico. Foi empregado
planejamento fatorial 2* com triplicata no ponto central, sendo as varidveis avaliadas o
pH do hidrolisado, propor¢do entre a biomassa seca e hidrolisado, tempo de contato e
temperatura. Como experimento controle empregou-se a destoxificacdo com carvao
vegetal ativado. Observou-se que o tratamento do hidrolisado com biomassa seca de C.
guilliermondii no HHBP reduziu o teor dos compostos téxicos avaliados, principalmente
de compostos fendlicos. Neste caso, a maxima remog¢do com a biomassa seca foi de 27%,
enquanto que com o carvao, esta foi de 40,3%. Ambos procedimentos levaram a uma
pequena perda dos agucares xilose, glicose e arabinose. A condi¢do de destoxificacio
com a biomassa seca estabelecida no planejamento fatorial que se verificou maior
remogdo de fendlicos foi empregada para a avaliagdo da producao de xilitol. Verificou-
se que o maximo consumo de xilose (89%) ocorreu com o uso do carvao, enquanto que
para a biomassa seca foi de 80,2%. Porém, o fator de conversdo de xilose a xilitol foi
favorecido com o uso de biomassa seca, enquanto a produtividade volumétrica de xilitol
foi favorecida pelo uso do carvado. Estes resultados obtidos sd@o promissores quanto a
possibilidade de ser estabelecido um método alternativo de destoxificac@o de hidrolisados
provenientes de biomassas vegetais, a partir do aproveitamento da biomassa microbiana
residual do processo fermentativo da producao de xilitol.

Palavras-chave: Adsor¢do. Cana-de-agucar. Compostos toxicos. Destoxificacao.
Levedura seca. Parede celular. Xilitol.



ABSTRACT

JOFRE, Fanny Machado. Utilization of the dried biomass of Candida guilliermondii
FTI 20037 as a detoxifying agent of the hemicellulosic hydrolysate of sugarcane
bagasse and straw mixture for the biotechnological production of xylitol. 2019. 89p.
Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao
Paulo, Lorena, 2019.

By-products from lignocellulosic biomass contain a chemical composition rich in sugars,
which can be used in different fermentation processes, as in the biotechnological
production of xylitol, an important input for the food, pharmaceutical and dental
industries. The depolymerization of the plant cell wall is an important step for the
utilization of these biomasses in fermentative bioprocesses, such as to obtain the
hemicellulosic hydrolysate, which has dilute acid hydrolysis as one of the main methods
used. However, besides the solubilization of sugars, this method releases and make toxic
compounds to microorganisms, mostly phenolic compounds. In view of this problem,
methodologies for detoxification of hydrolysate have been studied in order to obtain a
more economical, sustainable and profitable method. Therefore, this work aims to take
advantage of the dried biomass of Candida guilliermondii FTI 20037 derived from the
bioproduction of xylitol as a detoxifying agent of the hemicellulosic hydrolysate of the
sugarcane bagasse and straw (HHSBS) mixture. The yeast biomass cultivated on the
hemicellulosic hydrolysate of sugarcane bagasse and straw mixture (1:1) and
supplemented with nutrients was used. This biomass was autoclaved, oven dried at 90 °C
until constant weight, ground with mortar and pestle, and used on detoxification of the
hemicellulosic hydrolysate, by a 2* factorial design with triplicate at the central point.
The variables evaluated were pH of HHSBS, ratio between dry biomass and HHSBS,
time of contact and temperature. The control experiment was the hydrolysate
detoxification by activated charcoal. It was observed that the use of dried biomass of C.
guilliermondii in HHSBS reduced the content of all toxic compounds evaluated, mainly
phenolic compounds. The phenolic compounds maximum removal by using dried
biomass was 27%, although the use of activated charcoal removed 40.3%. Both
procedures led to a small loss of sugars (xylose, glucose and arabinose). The condition
removed the highest phenolic content was submitted to the fermentability test, aiming the
production of xylitol. It was verified that the highest consumption of xylose (89%)
occurred with the use of charcoal, whereas for the dried biomass it was 80.2%. However,
the conversion factor of xylose to xylitol was favored using dried biomass, while the
volumetric productivity of xylitol was favored by using charcoal. The results obtained are
promising to establish an alternative method for detoxification of hemicellulosic
hydrolysates by using residual microbial biomass from the fermentation process of xylitol
production.

Keywords: Adsorption. Sugarcane. Toxic compounds. Destoxification. Dried yeast. Cell
wall. Xylitol.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-actcar tem grande importancia econdmica para o Brasil, o maior produtor
mundial e integrd-la no contexto de biorrefinaria, significa converter esta biomassa em
biocombustiveis, energia e produtos de alto valor agregado, sendo um destes produtos o
xilitol. O xilitol € comercialmente produzido pela industria quimica, a partir da utilizagao do
acucar xilose, proveniente de biomassas lignoceluldsicas, e apresenta grande aplicabilidade
nos setores industriais, como alimenticio, farmacéutico e odontolégico. Entretanto, devido
as condicoes severas de temperatura e pressao empregadas neste processo, o preco de venda
€ alto, e por isto a produgdo biotecnoldgica deste produto ganha destaque por ser uma
potencial alternativa econdmica.

No caso da producdo biotecnoldgica do xilitol, subprodutos agroindustriais, como
bagaco e palha da cana-de-acucar sdo aproveitados, e sua produgdo ocorre a partir da
bioconversao da xilose a xilitol por leveduras fermentadoras de pentoses, com destaque a
espécie Candida guilliermondii. Entretanto, devido a recalcitrancia que as biomassas
lignoceluldsicas em geral apresentam, este bioprocesso requer previamente a solubilizacao
dos agucares constituintes da fracdo hemiceluldsica, e neste caso a hidrélise com &cido
diluido tem sido amplamente empregada.

Por outro lado, juntamente aos acgucares, a hidrdlise 4acida de biomassas
lignoceluldsicas libera e também produz compostos que sio toxicos para 0s microrganismos,
e dependendo de suas concentracdes, podem inibir a fermentagdo. A maior parte destes
compostos sdo derivados da lignina, os compostos fendlicos, € em menor quantidade os
derivados da hemicelulose, como o acido acético, e os formados durante hidrélise, como
furfural e 5-hidroximetilfurfural. Desta forma, para possibilitar o emprego de hidrolisados
em bioprocessos, diferentes metodologias de destoxificacdo t€m sido propostas, visando
reduzir o teor de téxicos a niveis tolerdveis pelos microrganismos. A técnica de adsor¢dao
com carvao vegetal ativado tem sido empregada devido a sua eficicia na remocdo de
principalmente compostos fendlicos. Entretanto o alto custo do carvdo e a geracdo de
residuos que seu uso implica podem ser desvantajosos em um processo de destoxificacdo.
Considerando esta questdo, potencial candidato a substituir o carvdo € a parede celular
microbiana, uma alternativa economicamente vidvel, que em certas condi¢des, pode
adsorver compostos toxicos, a exemplo dos fendlicos.

Assim, com os avangos ja alcancados na Escola de Engenharia de Lorena (EEL-USP)

quanto a producdo de xilitol a partir de hidrolisados hemicelulésicos, como do bagaco de
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cana-de-actcar, e atualmente com a introdu¢do da mistura do bagaco e palha, € aqui proposto
investigacdes para a introducdo de novas metodologias de destoxificagdo dos hidrolisados.
Neste sentido o aproveitamento da biomassa residual de Candida guilliermondii FT120037,
comumente empregada na produgdo de xilitol, se apresenta como um método alternativo ao
carvao, de forma a se avaliar a eficicia deste procedimento com efeito sinérgico entre a
capacidade de remogdo dos téxicos e favorecimento da bioconversdo de xilose a xilitol, no

contexto de uma biorrefinaria.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cana-de-acicar: bagaco e palha

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agtcar, sua producio estimada para
a safra 2018/19 chega a 615,84 milhdes de toneladas, sendo a regido sudeste a maior
produtora do pais. Os principais produtos obtidos a partir da cana sdo o etanol e o agucar,
sendo que nesta safra sua producdo deverd atingir 32,31 bilhdes de litros e 31,73 milhdes de
toneladas, respectivamente (CONAB, 2018). A producio de etanol e agucar gera alguns
subprodutos, dentre os principais estdo o bagaco, proveniente da extracio do caldo de cana,
e a palha, obtida em funcdo da colheita mecanizada da cana, e juntos, estes subprodutos
correspondem a cerca de 66% do conteddo energético da planta (PIPPO et al., 2011). Estima-
se que para cada 1 tonelada colhida de cana-de-acucar, é possivel obter cerca de 140 kg em
massa seca de bagaco e de palha, separadamente (PIPPO et al., 2008).

Devido a grande quantidade de bagaco e palha, existem diferentes destinos para o
aproveitamento parcial desses subprodutos. No caso do bagaco, parte é incinerado em
caldeiras para fornecer energia e vapor em moinhos de actiicar domésticos, e/ou para a
cogeracdo de energia no proprio setor sucroalcooleiro (KIATKITTIPONG;
WONGSUCHOTO; PAVASANT, 2009). O bagago também pode ser aproveitado como
fertilizante de solos no cultivo da cana (MONTEIRO et al., 2016), matéria prima para a
producdo de bioetanol, biogds e papel (KIATKITTIPONG; WONGSUCHOTO;
PAVASANT, 2009), e na fabricacdo de novos materiais a partir de sua fibra (LOH et al.,
2013).

Enquanto o aproveitamento parcial do bagaco ja é consolidado, a palha é um
subproduto que tem se tornado abundante nos tltimos anos, devido a substituicao gradual
do método de colheita manual da cana, que até 2002 era realizado predominantemente pela
queima da palha, para a colheita mecanizada. Em 2014, os maiores Estados produtores de
cana, Sdo Paulo e Minas Gerais, substituiram a queima da palha pela colheita mecanizada, e
em 2018 foi implementada uma lei que determina a eliminacao gradativa da queima da palha
em todo o pais (LEAL et al., 2013; CALDEIRA-PIRES et al., 2018). Assim, torna-se
necessdrio implementar novas formas de manejo da palha parcialmente, pois ja € sabido que,
quando deixada no campo, serve como fonte de carbono e outros nutrientes, além de evitar
a erosdo e perda de dgua do solo (CERRI et al., 2011; CARDOSO et al., 2015). Além disto,
esta biomassa vegetal se mostra propicia para uso na producdo de bioeletricidade de 1°

geracdo, ou em biocombustiveis de 2° geracao, e ha ainda a possibilidade de sua participacao
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conjunta com o bagaco na produc¢do de energia (CALDEIRA-PIRES et al., 2018). Quanto
as caracteristicas desses subprodutos, o bagaco da cana é um material fibroso, homogéneo,
enquanto que a palha representa as folhas verdes e secas da cana, com menor teor de umidade
comparado ao bagago (PIPPO et al., 2011).

Em relacdo a composi¢do quimica da parede celular da cana-de-agtiicar como um
todo, e também dos vegetais de uma maneira geral, os principais constituintes sdo a celulose,
hemicelulose e lignina, polimeros dos quais compdem a lignocelulose (Figura 1)
(PULIGUNDLA; OH; MOK, 2016). No caso do bagaco, este é constituido por cerca de 40
a46% de celulose, de 27 a 35% de hemicelulose, de 15 a 23% de lignina e 2,3 a 4% de cinzas
(SUN et al., 2004; DE AVILA RODRIGUES; GUIRARDELLO, 2008; PIPPO et al., 2011).
J4 a palha, possui cerca de 31 a 40% de celulose, de 27 a 30% de hemicelulose, de 21 a 31%
de lignina e 1,5 a 6% de cinzas (SILVA et al., 2010; MOUTTA et al., 2012; OLIVEIRA et
al., 2013; SZCZERBOWSKI et al., 2014; HERNANDEZ-PEREZ; ARRUDA; FELIPE,
2016).

Figura 1 - Estrutura da parede celular de biomassas lignocelulésicas, constituidas pelos principais
polimeros celulose, hemicelulose e lignina.
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Segundo Fengel e Wegener (1989), a celulose, ilustrada na Figura 1, é um
homopolissacarideo linear, composto por unidades de glicose unidas por ligacdes
glicosidicas do tipo B 1—4, enquanto que a hemicelulose, heteropolissacarideo com
ramificacdes curtas, ¢ composto tanto de hexoses quanto de pentoses, dentre eles arabinose,
glicose, galactose e majoritariamente xilose. De acordo com estes autores, a lignina é
constituida por diversos compostos fendlicos e possui como precursores 0s dlcoois p-
cumarilico, coniferilico e sinapilico, os quais sdo incorporados na lignina por unidades
basicas de guaiacil, siringil e p-hidroxifenil. Além disto, hd diferencas na composi¢do da
lignina do bagaco e da palha, no caso do bagaco contém maior teor de siringil enquanto que
para a palha, o guaiacil predomina (DEL RIO et al., 2015). Rodrigues et al. (2001)
identificaram os principais compostos fendlicos presentes no bagaco de cana: vanilina,
siringaldeido, e os 4cidos p-hidroxibenzodico, vanilinico, siringico e ferulico.

Considerando que a biomassa vegetal lignocelulésica € uma fonte abundante e
renovavel de acucares, e que grande quantidade de subprodutos é formada na inddstria
sucroalcooleira, pesquisas sio realizadas para avaliar a possibilidade do aproveitamento

biotecnolédgico destas biomassas para a obtencao de produtos de alto valor agregado.

2.2 Utilizacao de hidrolisados hemicelulésicos em bioprocessos

A literatura reporta pesquisas com diferentes subprodutos agroindustriais, visando o
aproveitamento de principalmente seus acucares constituintes, e os subprodutos amplamente
estudados sdo os bagacos de cana-de-acicar (ARRUDA et al., 2017), de sorgo (BARCELOS
et al., 2016), e as palhas de cana-de-acticar (OLIVEIRA et al., 2013; HERNANDEZ-
PEREZ, 2015), de arroz (FONSECA et al., 2018), e de colza (LOPEZ-LINARES et al.,
2018).

Entretanto, os materiais lignocelulésicos apresentam recalcitrancia devido a lignina
presente na parede celular vegetal, o que dificulta o uso de seus compostos, como por
exemplo dos carboidratos pelos microrganismos (MANSFIELD; MOONEY; SADDLER,
1999). Por este motivo, para o aproveitamento adequado de carboidratos provenientes de
biomassas vegetais em bioprocessos, é necessdrio antes a desconstrucio da parede celular
vegetal. Esta desconstrucdo possibilita a solubilizacdo dos acticares constituintes da
biomassa lignocelul6sica, e para tanto € realizada a hidrélise, cujos procedimentos sdao

escolhidos em fun¢do da fracdo a ser utilizada, seja celuldsica, hemiceluldsica ou ambas.
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Para a solubilizacdo dos carboidratos constituintes destas biomassas vegetais,
celulose e hemicelulose, etapas de pré-tratamento e/ou hidrélise tem sido empregadas
(OLIVEIRA et al., 2013; RAO et al., 2016; SILVA-FERNANDES et al., 2017; SANTOS et
al., 2018) em que se obtém um hidrolisado celulésico ou hemicelulésico, dependendo da
metodologia utilizada (HIMMEL et al., 2007). Também ¢ sabido que o tipo de tratamento
do bagaco de cana afeta a estrutura da lignina (MIYAMOTO et al., 2018). O desenho
esquemadtico apresentado na Figura 2 € uma ilustracdo da estrutura da biomassa

lignoceluldsica antes e apds pré-tratamento de desconstrug¢do dos seus constituintes.

Figura 2 - Principais componentes da biomassa lignocelulésica fracionados apés procedimento
de pré-tratamento.
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Microrganismos de interesse industrial, como a levedura Saccharomyces cerevisiae
(NUANPENG et al., 2018), sao empregados em bioprocessos visando o aproveitamento dos
carboidratos provenientes da parede celular de vegetais, porém, no caso desta espécie, bem
como de outras leveduras, estas ndo possuem a capacidade natural de fermentarem a xilose
(HAHN-HAGERDAL et al., 2007). Por outro lado, a levedura Candida guilliermondii é
capaz de assimilar tanto hexoses quanto pentoses (PAPON et al., 2013), possibilitando o
maior aproveitamento dos acucares provenientes de fontes vegetais, como a xilose e
arabinose, para a obten¢do de produtos de interesse industrial.

A literatura apresenta diversos tipos de processos hidroliticos do material
lignoceluldsico, e no caso das pesquisas sobre o aproveitamento da xilose constituinte da
fracdo hemiceluldsica do bagacgo e da palha da cana-de-agucar, a hidrélise com 4cido diluido
tem sido comumente empregada (RODRIGUES et al., 2003; HERNANDEZ-PEREZ;
ARRUDA; FELIPE, 2016; SILVA-FERNANDES et al., 2017) devido a sua eficiéncia (LIU;
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CHENG, 2010; CHENG et al., 2015). Para tanto, as condicdes deste processo sdo bem
estabelecidas, e empregam temperatura de 121°C por 20 minutos, em solucdo a 1% (m/v) de
H>S04 (1:10) para o bagaco (SILVA et al., 2004) e palha de cana (HERNANDEZ—PEREZ,
2015). Porém, assim como outros em procedimentos de hidrdlise, a hidrdlise com acido
diluido provoca ndo somente a solubilizac@o carboidratos, mas também de acido acético e
principalmente compostos fenodlicos, além de formar produtos como furfural e 5-

hidroximetilfurfural (5-HMF), dcidos férmico e levulinico, como ilustrado na Figura 3.

Figura 3 - Esquema dos compostos obtidos ap6s hidrdlise acido diluido de biomassa vegetal.
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Conforme ilustrado na Figura 3, o tratamento da biomassa com dcido solubiliza a
hemicelulose em pentoses, hexoses e dcido acético, este Gltimo proveniente dos grupos acetil
(TIZAZU; MOHOLKAR, 2018). Este tratamento também ocasiona a remoc¢ao de compostos
fendlicos derivados da lignina, sendo que no caso do hidrolisado hemicelulésico de bagaco

de cana, os principais compostos fenélicos encontrados sao os dcidos p-cumarilico, fertlico
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e, em menor quantidade, gélico (RODRIGUES et al., 2010). Os compostos furfural e 5-
hidroximetilfurfural, derivados de pentoses e hexoses, respectivamente, sdo produtos
formados a partir da reacao de desidratacdo destes agticares em funcao da alta temperatura
empregada no processo de hidrélise (HU et al., 2018).

A composicao quimica dos hidrolisados hemiceluldsicos de bagaco bem como a de
palha, resultante da hidrdlise 4cido diluida, € apresentada em diversos trabalhos,
principalmente quanto aos teores de glicose, xilose, arabinose, dcido acético e compostos
fendlicos. Segundo Arruda (2011), para o bagaco esta foi 1,82 g/L de glicose, 15,73 g/L de
xilose, 1,45 g/L de arabinose, 2,31 g/L de acido acético, 0,19 g/L. de furfural, 0,02 de 5-
hidroximetilfurfural e 5,48 g/LL de compostos fendlicos, enquanto que para a palha
Hernandez-Pérez (2015) relatou valores de 3,7 g/L de glicose, 18,6 g/L de xilose, 3,9 g/L de
arabinose, 2,23 g/l de 4acido acético, 0,33 g/ de furfural e 0,57 g/L. de 5-
hidroximetilfurfural.

Além desses compostos acima mencionados, também estdo presentes nesses
hidrolisados, como o de bagago de cana, ions metélicos, dentre eles: ferro (170 mg/L), cromo
(34,32 mg/L), niquel (14,42 mg/L) e zinco (12,07 mg/L) conforme relatado na pesquisa
realizada por Silva-Fernandes et al. (2017). Segundo Mussatto e Roberto (2004), estes metais
podem ser encontrados nos hidrolisados hemicelulésicos em fun¢do da corrosdo do ago
presente no equipamento empregado para a realizacdo da hidrdlise e/ou da natureza do

vegetal.

2.2.1 Compostos presentes em hidrolisados hemiceluldsicos com agdo toxica ou inibitoria

as leveduras

Assim como citado no item anterior, compostos fendlicos, acido acético, furfural, 5-
hidroximetilfurfural, comumente encontrados em hidrolisados hemiceluldsicos, podem ser
toxicos aos microrganismos, cuja acdo inibitéria sobre o metabolismo microbiano é
dependente ndo somente da concentragdo de cada um, mas do efeito sinérgico entre estes,
da composi¢cdo do meio, além de outros fatores. De acordo com Klinke et al. (2003), os
fermentagdo, prejudicando o crescimento celular da levedura. Como exemplo, no caso
relatado por Lopez-Linares et al. (2018), a presenca de compostos téxicos no hidrolisado

hemicelulésico de colza dificultou o consumo de xilose por Candida guilliermondii,
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enquanto que em menores concentragdes, a assimilacao desta pentose e producdo de xilitol
foi superior.

Como observado anteriormente na Figura 3, hd uma variedade de tipos de compostos
fendlicos em hidrolisados hemiceluldsicos, e a toxicidade destes compostos sobre leveduras
estd relacionada com a estrutura quimica de cada composto. De uma maneira geral, os
fendlicos sdo considerados os principais fatores de inibi¢do na utilizacdo de hidrolisados
provenientes de biomassas lignoceluldsicas (HSU et al., 2010). Com relag@o aos efeitos
destes compostos sobre a levedura C. guilliermondii, foi reportado que cerca de 2 g/L. de
siringaldeido, composto fendlico encontrado em hidrolisados hemiceluldsicos, inibiu a
producdo de xilitol e o crescimento celular desta espécie quando cultivada em meio
semidefinido contendo xilose como fonte de carbono (CORTEZ; ROBERTO, 2010). Os
acidos p-cumadrico e fertlico foram os principais fendis encontrados na palha de arroz, e a
presenca de 0,2 g/LL destes foram suficientes para inibir a produgdo de etanol pela levedura
Pichia stipitis (WANG et al., 2017). Baixas concentragdes de vanilina foram suficientes para
inibir o crescimento e produgdo de etanol em S. cerevisiae, sendo que este composto exerce
maior poder inibitério comparado a a¢do de outros grupos de fendlicos e compostos
furanicos (KLINKE; THOMSEN; AHRING, 2004). Na pesquisa de Paidimuddala, Rathod
e Gummadi (2017), constatou-se que para a levedura Debaryomyces nepalensis, a
estabilidade enzimadtica da xilose redutase foi drasticamente afetada pela presenca de 4cido
gdlico e vanilina. No caso de bactérias produtoras de hidrogénio, os fendlicos siringaldeido
e vanilina apresentaram forte inibicdo na produ¢do de hidrogénio e no consumo de glicose
(LIN et al., 2015). A toxicidade de compostos fendlicos estd associada a atuacdo destes
compostos como desacopladores metabdlicos, ou seja, a energia dos acgiicares que deve ser
convertido a ATP, pode se dissipar na forma de calor, e além disto afetar o equilibrio
osmotico da mitocOndria na fosforilagcdo oxidativa (LIU, 2003). Além disto, € sabido que a
presenca de fendlicos no meio de cultivo causa alteracdes na permeabilidade da membrana
celular microbiana, ocasionando a perda de compostos intracelulares, dificuldade no
transporte de substratos (a exemplo da glicose), e inativacdo ou reducdo da atividade de
enzimas essenciais ao microrganismo (MONLAU et al., 2014; LIN et al., 2015).

Com relacdo ao dcido acético, este composto pode prejudicar processos
fermentativos, como na produg¢do de xilitol (SILVA et al., 2004), bioetanol (MIRA et al.,
2010), de vinhos (ANGELES POZO-BAYON; ANDUJAR-ORTIZ; MORENO-ARRIBAS,
2009), entre outros. Concentragdes superiores a 3 g/L deste dcido inibiram a produgdo de

xilitol por C. guilliermondii, em meio semidefinido contendo xilose como fonte de carbono
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(FELIPE et al., 1995). Uma vez que o pKa do 4cido acético € igual a 4,7, portanto em meio
acido este composto encontra-se na forma ndo dissociada, a qual € transportada para a célula
através da difusdo facilitada e no citosol sendo pH neutro, préximo a 7, ocorre a dissociacao
deste 4cido, acidificando o citoplasma e inibindo algumas vias metabdlicas
(GIANNATTASIO et al., 2013). Esta diferenca no pH afeta a atividade enzimética de
importantes vias metabdlicas e demanda o bombeamento ativo de prétons H* para o meio
externo, através da enzima de membrana ATPase, para que a célula volte ao equilibrio
(PEREIRA et al., 2011).

No caso dos compostos furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), concentragdes
acima de 1 g/L de cada composto inibiram o crescimento celular de C. guilliermondii
cultivada em meio semidefinido (SANCHEZ; BAUTISTA, 1988), e cerca de 0,5 g/L de
furfural reduziu a taxa de produtividade volumétrica de xilitol por esta espécie
(WANNAWILALI et al., 2017). Na pesquisa citada anteriormente, o0 composto que exibiu
maior efeito negativo foi o furfural, em comparacio ao 5-HMF. Em determinadas
concentracdes, estes compostos inibem a taxa de crescimento celular (LIU et al., 2015;
HAROUN et al., 2016), induzem a formacao de espécies reativas de oxigénio, causam danos
na membrana celular (ALLEN et al., 2010) e interferem na sintese de RNA e proteinas (LIU,
2011). De acordo com Ran et al. (2014), a interferéncia do furfural e 5-hidroximetilfurfural
na membrana celular esta relacionada ao fato de que seus grupos hidrofébicos se combinam

com vdrias enzimas intracelulares, especialmente as glicoliticas.

2.2.2 Tolerdncia de leveduras aos compostos toxicos

Assim como mencionado no item 2.2.1, alguns compostos presentes em hidrolisados
hemicelul6sicos podem ser toxicos e inibidores de processos fermentativos, dependendo de
suas concentracdes. Devido a toxicidade aos microrganismos exercida por estes compostos,
algumas espécies microbianas desenvolveram ao longo do tempo mecanismos para reduzir
o dano causado por estes, por meio da assimilacdo e conversao a uma molécula ndo toxica.

Quanto aos compostos fendlicos, a literatura mostra que diversas espécies de
leveduras sdo capazes de degradar fendis, como por exemplo na pesquisa de Karimi e
Hassanshahian (2016) onde foi relatado que a degradagao do fenol depende da concentracio
em que este se encontra no meio, por exemplo, Pichia guilliermondii assimilou 90% dos
fendis quando havia 0,05 g/L. no meio, e a0 aumentar a concentracao de fendis para 0,27 g/L,

a assimilacgdo foi cerca de 10%. Neste mesmo estudo, a espécie que obteve a maior taxa de
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assimilacdo de fendis foi Candida tropicalis, pois consumiu 95% dos fendis no meio
contendo 0,5 g/L. Como forma de protecdo a levedura degrada estes compostos, porém nao
€ observado o crescimento celular concomitante com a fase de clivagem dos fendlicos (LIU,
2003). Além disto, foi constado que esta espécie pode ser cultivada em meio contendo
compostos fendlicos como tnica fonte de carbono (LIU et al., 2010; WANG et al., 2012).
Explicagdes quanto a assimilacdo de compostos fendlicos € relatada na literatura
conforme Krug e Straube (1986). E proposto o metabolismo aerébio, cujas etapas de
degradacao ocorrem principalmente por hidroxilacdo. A enzima fenol hidroxilase catalisa a
reagao do fenol a catecol e é dependente do cofator NADPH+H™* (Figura 4). A segunda fase
¢ a clivagem do anel aromdtico do catecol a partir de catecol 1,2-oxigenase, uma

dioxigenase.

Figura 4 - Reacdo de converséo do fenol a catecol por Candida tropicalis.

70" 4 0, + NADPH + HY \F:OE | NADP*+ H,0
N N0
Fenol Cateco

Fonte: Adaptado de Krug e Straube (1986).

No caso do 4cido acético, assim como os compostos fendlicos, sua toxicidade é
dependente da concentracdo do dcido no meio. Conforme relatado por Felipe et al. (1995)
uma vez que a concentragdo deste acido de até 3,0 g/L. em meio semidefinido contendo xilose
como fonte de carbono, ndo interferiu na bioconversdao de xilose a xilitol por C.
guilliermondii FT1 20037. Também em pesquisas com esta levedura, porém cultivada em
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana, realizada por Lima et al. (2004), a presenca
de 5 g/L deste dcido favoreceu o metabolismo de xilose por C. guilliermondii FTI 20037,
através do aumento da atividade enzimadtica da xilose redutase (XR) e xilose desidrogenase
(XDH).

No caso dos compostos furfural e 5-hidroximetilfurfural, segundo Horvath et al.
(2003), a tolerancia a estes compostos estd relacionada a capacidade de sua conversio,
demonstrando maior efeito téxico do furfural em condi¢do de aerobiose do que em
anaerobiose. Wannawilai et al. (2017) relataram que a maior produgdo de biomassa por C.
guilliermondii ocorreu na auséncia de furfural, por outro lado, a presenga do furfural na faixa

de 0,1-0,3 g/LL aumentou o consumo especifico da xilose e favoreceu a produtividade
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volumétrica de xilitol (Qp) pela levedura, 11% a mais do que no controle, sem furfural.
Segundo Liu (2011), leveduras tolerantes etanologénicas convertem furfural e 5-
hidroximetilfurfural em compostos menos téxicos, e a causa toxica destes estaria relacionada
ao aldeido ligado ao grupo funcional do anel furinico, sendo que estas leveduras convertem
o aldeido em dlcool, como o 2-furilmetanol e 2,5-furanodimetanol a partir de furfural e 5-
hidroximetilfurfural, respectivamente. A tolerancia de S. cerevisiae ao furfural e 5-
hidroximetilfurfural foi observada quando 4cido acético se encontrava presente no meio
(GREETHAM; HART; TUCKER, 2016). Segundo estes autores, a saida da fase lag pela
levedura ocorreu de forma mais rdpida quando havia no meio 4cido acético e compostos
furanicos, do que comparado ao meio contendo somente compostos furanicos. No caso do
furfural, algumas espécies de microrganismos, como Candida tropicalis, Candida
magnoliae, S. cerevisiae, sdo capazes de converter este composto a dlcool furfuril e 4cido
furéico (Figura 5), pois sdo derivados menos téxicos para estas leveduras (HORVATH et
al., 2003; WANNAWILAI et al., 2017; WANG; HE; YUAN, 2017). O favorecimento da
producdo de etanol, pela adi¢ao de furfural foi constatado durante cultivo de Kluyveromyces
marxianus em meio semidefinido, sob condi¢des de microaerobiose (KUNDIYANA et al.,

2009).

Figura 5 - Vias metabdlicas conhecidas e hipotéticas com relagdo ao consumo de furfural por
Candida magnoliae na presenca de xilose e glicose no meio de cultivo.
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Como a presenca desses compostos toxicos em determinadas concentragdes
prejudicam a fermentabilidade de hidrolisados, diversas metodologias de destoxificacdo dos
hidrolisados sdo empregadas, como o emprego de resinas de troca idnica (CANILHA et al.,
2010; ARRUDA, 2011), carvao vegetal ativado (MARTON et al., 2006), neutralizagdo
(CHANDEL et al., 2007), evaporacao a vacuo (RODRIGUES et al., 2001), membranas de
nanofiltracdo e osmose reversa (NGUYEN et al., 2015), emprego de enzimas, como lacase
e lignina peroxidase (CHO et al., 2009), microrganismos que metabolizam compostos
toxicos (LOPEZ et al., 2004; FONSECA et al., 2011; YU et al., 2011; LUO et al., 2015) e
biopolimeros (SILVA-FERNANDES et al., 2017).

No caso da utilizacdo de hidrolisados hemiceluldsicos para a producdo de xilitol, a
adsor¢do por carvao vegetal ativado tem sido a técnica de destoxificagdo mais empregada
(MARTON et al., 2006; HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016; ARRUDA et al., 2017;
GUPTA et al., 2017; LOPEZ-LINARES et al., 2018). O carvao ativado € um composto
empregado para destoxificagdo de hidrolisados devido a sua alta afinidade por compostos
organicos, principalmente para compostos fendlicos, pois apresenta grande area de
superficie por unidade de massa, exibindo boa capacidade de adsor¢ao (HAMDAOUI,
NAFFRECHOUX, 2007; HUA et al., 2012). Segundo Marton et al. (2006), a destoxificacao
do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acticar a partir do uso do carvao
ativado, em condi¢des pré-estabelecidas, resultou na remog¢do de 76% dos compostos
fendlicos, 44% de acido acético, 60% de 5-hidroximetilfurfural e 58% de furfural. A reducao
da concentracdo destes compostos neste hidrolisado hemicelulésico promoveu um aumento
na conversdo de xilose a xilitol e na produtividade volumétrica de xilitol por Candida

guilliermondii FT120037.

2.3 Emprego de microrganismos como agentes destoxificantes

A utilizac¢do de microrganismos como agentes destoxificantes em bioprocessos é uma
alternativa aos agentes fisicos e quimicos, pois optar pelo emprego de microrganismos
apresenta baixo custo, devido a sua abundancia na natureza, requer pouco processamento,
nao prejudica o meio ambiente por ser biodegradédvel, e ainda espécies de microrganismos
utilizados em processos industriais podem ser reaproveitados (AHMARUZZAMAN, 2008;
KIM; LEE; CHO, 2015). Estudos realizados com bactérias, fungos filamentosos e
leveduriformes, mostram a capacidade destes na reducdo do teor de compostos fendlicos

(HONFI et al., 2016), ions metalicos (RASHID et al., 2016), corantes reativos, furfural e 5-
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hidroximetilfurfural em solu¢des aquosas (ZHANG et al., 2013), e micotoxinas (LUO et al.,
2015). Desta forma, leveduras de interesse industrial sdo promissoras para utilizagdo como
agentes destoxificantes, pois de uma maneira geral, sd3o microrganismos que apresentam

rdpido crescimento e sdo espécies em sua maioria ndo patogénicas.

2.3.1 Microrganismos vivos

Particularmente quanto ao emprego de leveduras em processos de destoxificagdo, hd
relatos com dguas residudrias de industrias e também com hidrolisados hemiceluldsicos,
tanto com células vidveis quanto invidveis. A destoxificacdo a partir de células vivas ocorre
de forma ativa, com gasto de energia pelo metabolismo microbiano dos compostos toxicos
(ZHANG et al., 2010). Nas pesquisas realizadas por Felipe et al. (1995) com a levedura C.
guilliermondii FTI 20037, durante a fermentacdo de xilose para a producgdo de xilitol, foi
observado a capacidade desta em consumir o dcido acético presente no hidrolisado
hemicelul6sico do bagaco de cana, e segundo estes autores, estas células podem atuar como
agentes destoxificantes do meio. Também foi observado por Camargo et al. (2015) a
capacidade destoxificante desta levedura em hidrolisado hemiceluldsico de sorgo forrageiro,
também no bioprocesso de producdo de xilitol. A utilizacdo da levedura Issatchenkia
occidentalis como agente destoxificante do hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana
resultou no metabolismo de compostos toxicos deste hidrolisado, principalmente
siringaldeido (66,67%), acido fertlico (73,33%), e também dos compostos furanicos furfural
(62%) e 5-hidroximetilfurfural (85%), observando-se ainda a baixa reducdo no teor de
acucares. No caso do fungo filamentoso Amorphotheca resinae como agente destoxificante,
verificou-se além do consumo de agucares, o consumo de 4cido acético, levulinico, furfural
e 5-hidroximetilfurfural presentes nos hidrolisados hemiceluldsicos provenientes de

diferentes biomassas (ZHANG et al., 2010).

2.3.2 Microrganismos ndo vivos/invidveis

Além do emprego de microrganismos vivos na remoc¢ao de compostos toxicos
presentes em uma solugao, outra alternativa é o emprego de microrganismos nao vivos ou
invidveis. O processo de remog¢do de compostos ndo ocorre através da assimilacdo destes,
como descrito no item 2.3.1, mas sim através da adsorcao. Na adsor¢ao, moléculas existentes

em meio liquido, que contém carga, se aderem a uma superficie sdlida, que também
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apresenta carga, por meio de interagdes eletrostaticas (CATELLAN, 2008; ATKINS;
PAULA, 2008).

No caso da destoxificagdo de solucdes aquosas por adsor¢do, a diferenca entre as
cargas dos compostos toxicos (adsorbato) e a superficie da célula (adsorvente), resultam na
adsor¢ao (FOMINA; GADD, 2014). Portanto, o emprego de células ndo vivas ou invidveis
na destoxificacdo de hidrolisados pode mostrar-se vantajoso em relacdo ao uso de células
vivas, pois uma vez que estas células ndo apresentam exigéncias nutricionais (pois nao
metabolizam acucares presentes no hidrolisado), toleram diferentes niveis de pH,
temperatura e concentracdo de toéxicos. Segundo estes autores, as células adsorventes podem
ser armazenadas e recicladas para um novo ciclo de destoxificacao, além disso, em processos
fermentativos, as grandes quantidades de biomassa geradas podem ser reaproveitadas para a
adsor¢do de compostos (HADI et al., 2003; AHMARUZZAMAN, 2008).

Considerando a remocao de diferentes compostos a partir uso de leveduras invidveis,
estudos reportam que a adsor¢do de compostos pela parede celular de leveduras ocorre
através dos grupos funcionais da parede celular como carboxilas, hidroxilas, amidas, grupos
fosfato MATHIALAGAN; VIRARAGHAVAN, 2009; CHERIFI; BENTAHAR; HANINI,
2014). Devido a diferenca entre cargas entre os grupos funcionais da parede celular e os
compostos presentes na solucdo, interacdes eletrostdticas ocorrem entre estas moléculas,
possibilitando a adsor¢do (PIOTROWSKA; MASEK, 2015). Pesquisas com diferentes
espécies de leveduras vem sendo realizadas visando a redu¢do ou remocdo de diferentes
tipos de moléculas. Segundo Hadi et al. (2003), S. cerevisiae e Kluyveromyces fragilis,
invidveis, foram capazes reduzir a concentracdo de fons cddmio em uma solucdo aquosa
contendo somente este fon. De acordo com Mathialagan e Viraraghavan (2009), o emprego
da biomassa inativa de Aspergillus niger resultou em boa remog¢do do composto fendlico,
pentaclorofenol, presente em dguas contaminadas.

Segundo Boeris et al. (2016), a autoclavagem da biomassa microbiana aumenta a
capacidade especifica de adsor¢ao de suas células, devido a alta pressdo e temperatura
exercidas. Alguns autores relatam que a autoclavagem fornece o aumento da drea de
superficie disponivel e assim é ampliada a quantidade de sitios de ligacdo na superficie da
célula (HU, 1996; ERRASQUIN; VAZQUEZ, 2003). A desidratacao de leveduras também
¢ estudada no ramo da adsorcio de compostos idnicos, por exemplo (MUTER;
PATMALNIEKS; RAPOPORT, 2001). Segundo Rapoport et al. (2018), alteragdes na
conformagdo das glucanas resultam em perda da rigidez da parede celular, enfraquecimento

das ligacdes entre manoproteinas e glucanas, e aumento na quantidade de cargas positivas e
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negativas da superficie da parede celular. O grau e predominancia de cargas negativas ou
positivas estd relacionada com o meio no qual a espécie foi cultivada. Em pesquisas
realizadas por Mathialagan e Viraraghavan (2009), a qual teve como objetivo a remogdo de
pentaclorofenol de uma solucio aquosa, com emprego da biomassa autoclavada e seca em
estufa do fungo Aspergillus niger, foi verificado grande potencial deste fungo como agente
adsorvente de pentaclorofenol.

Diversos estudos afirmam que para a obter eficdcia na adsor¢ao de compostos a partir
do uso de microrganismos inviaveis, € necessario a investigacao de determinados parametros
fisico-quimicos, e dentre os principais estao: pH e temperatura da solucdo, tempo de contato
entre adsorvato e adsorvente, e a concentracdo inicial de adsorvente (HADI et al., 2003;
GADD, 2009; PARK; YUN; PARK, 2010; CHERIFI; BENTAHAR; HANINI, 2014;
RASHID et al., 2016).

O pH da solucdo pode afetar o grau de ionizacdo das espécies da solugdo, tanto para
os grupos funcionais presentes no adsorvente quanto no adsorvato (BOERIS, 2016). Alguns
grupos funcionais presentes na parede celular de microrganismos, como carboxilas e fosfatos
apresentam carga negativa em solucao com pH 4cido, o que os tornam bons adsorventes de
cations. Segundo Bowman e Free (2006), a parede celular de leveduras contém como grupos
funcionais carboxilas, fosforil, hidroxila, amino, amina, e imidazol, os quais sdo 0s
responsaveis pela interagcdo fisica com o adsorvato no processo de adsor¢do. Parametros
como pH da solucdo igual a 4, e temperatura em torno de 15°C podem influenciar
negativamente no processo de adsor¢do, tanto de fendis quanto metais, pois com 0 aumento
do pH, o grau de ionizacdo dos grupos negativos presentes na biomassa também aumenta,
causando repulsdo eletrostitica, dependendo da carga do composto a ser adsorvido
(CHASSAGNE et al., 2005). Ja na adsor¢do dos fendlicos, € importante considerar que estes
sdo em geral 4cidos fracos, sendo que o pKa do fenol € igual a 10, porém o pKa varia para
cada composto fendlico, como mostra a Tabela 1 (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). Por
esta razdo, a adsor¢ao do fenol em pH bésico ndo € favorecida devido a predominancia do

fenol na forma desprotonada.
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Tabela 1 - Valores de pka de alguns compostos fendlicos derivados da lignina.

Composto pKa
Catecol 9,3
Fenol 9,98
Guaiacol 9,93
Alcool vanilinico 9,78
Vanilina 7.4
Acido ferdlico 4,56

Fonte: Ragnar, Lindgren e Nilvebrant (2000).

As interagOes eletrostaticas entre adsorvato e adsorvente podem ser interrompidas
quando ocorre o fendmeno denominado dessor¢do. Durante a dessorcdo, hé a liberacao da
substancia adsorvida pelo adsorvente de volta para a solugdo de origem (CATELLAN, 2008;
ATKINS; PAULA, 2008). Para o tratamento de dessorcao de um composto, € necessdria a
adicao de substincias, temperaturas elevadas, os quais a escolha depende da natureza do
sorbato (SILVA; MIRANDA, 2013; MUSHTAAQ et al., 2016; DELGADO et al., 2018). No
caso da dessor¢ao de compostos fendlicos, o tratamento pode ser feito a partir do uso de dgua
deionizada e cloreto de calcio (GADD, 2009). A dessor¢do permite com que o agente
adsorvente, possa ser reaproveitado e reciclado para um novo processo de destoxificagcdo de
compostos, como exemplo em hidrolisados hemicelulésicos (MATHIALAGAN;
VIRARAGHAVAN, 2009). Boeris et al. (2016) afirmam que a dessorcdo de compostos
presentes nas células invidveis de Pseudomonas putida, que adsorveu o ion aluminio,
ocorreu através do tratamento as células com 4cido cloridrico a 0.01N, permitindo a

reutilizacdo destas células para emprego de um novo ciclo de destoxificacao.

2.4 Parede celular de leveduras

A parede celular microbiana, assim como a parede das células vegetais, tem como
principal funcdo atribuir rigidez a célula, protegendo-a contra a pressdo osmotica e lise
celular. Apesar de apresentar certa rigidez, a parede celular de leveduras possui elasticidade
suficiente para garantir o crescimento, a divisdo celular e a formacdo de diferentes
morfologias celulares, como hifas, pseudohifas e brotos por exemplo (BOWMAN; FREE,
2006). A levedura interage com o ambiente externo através da parede celular, sendo que

algumas leveduras apresentam mecanismos como adesao (ao substrato ou a outras células),
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sinalizacdo (HOPKE et al., 2018). O formato da célula é determinado de acordo com a
estruturacdo que seus componentes de parede estdo organizados (BOWMAN; FREE, 2006).

Em relagdo a composicdo quimica de parede celular, a literatura descreve
caracteristicas presentes nas leveduras em geral, sendo S. cerevisae e C. albicans, as espécies
mais estudadas (AGUILAR-USANGA; FRANCOIS, 2003; NAVARRO-ARIAS et al.,
2016). Em leveduras, a parede celular corresponde entre 20 a 30% de seu peso seco total e é
composta por polissacarideos (B (1,3) - glucana, B (1,6) — glucana, quitina e proteinas
(manoproteinas), os quais estdo unidos através de ligacdes covalentes (KAPTEYN; VAN
DEN ENDE; KLIS, 1999). Parametros fisicos, como oxigénio e temperatura, influenciam
na composicdo quimica da parede celular como observado para S. cerevisiae. Aguilar-
Uscanga e Francois (2003) observaram que para esta espécie houve reducdo de 25% da
massa da parede celular e do contetido de quitina quando cultivada em anaerobiose, enquanto
que em aerobiose e com o aumento da temperatura de 22 para 37°C, a producdo de quitina
e B (1,6) — glucana aumentou (AGUILAR-USCANGA; FRANCOIS, 2003). A Figura 6
ilustra a composi¢ao polissacaridica e proteica presente na levedura S. cerevisiae. Mais de
50% do peso seco da parede celular ¢ composta por B (1,3) - glucana, 20 a 30% por
manoproteinas, 5% por B (1,6) - glucana, e de 1 a 2% por quitina. A estrutura principal da
parede celular, B (1,3) — glucana, juntamente com a quitina, sdo moléculas insoliveis em
dgua e responsdveis pela resisténcia e rigidez da célula, caracteristicas determinantes do
formato da célula (LIPKE; OVALLE, 1998), enquanto que, para o género Candida sp, as
manoprotefnas sdo responsaveis pela integridade da parede celular e por viruléncia (BATES

et al., 2005).

Figura 6 - Componentes estruturais da parede celular de Saccharomyces cerevisiae.
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Durante o ciclo de vida de um microrganismo, a propor¢cdo dos polissacarideos de
parede ndo sdo fixos pois a parede celular é uma estrutura dindmica na qual a levedura
continuamente responde a mudangas no meio externo e interno (KAPTEYN; VAN DEN
ENDE; KLIS, 1999; KLIS; BOORSMA; DE GROOT, 2006). Ademais, Luo et al. (2015)
afirmam que devido a isto a propor¢do dos polissacarideos de parede variam dentro de uma
espécie e entre espécies diferentes.

A sintese dos polissacarideos de parede celular de leveduras, de uma forma geral,
ocorre na membrana celular a partir de proteinas de membrana, tais como quitina sintase e
B (1,3) - glucana sintase (FESEL; ZUCCARO, 2016). A enzima de membrana quitina sintase
catalisa a ligacdo de residuos de N- acetilglicosamina, de cadeia longa (ligagdo B-1,4),
produzindo assim a quitina, uma molécula hidrofébica (FESEL; ZUCCARO, 2016). As
fibras de quitina liberadas atravessam a membrana celular até atingir a parede celular, sendo
que esta molécula fica proxima a membrana, ou seja, proxima ao meio intracelular
(BOWMAN; FREE, 2006). A enzima B (1,3) - glucana sintase catalisa a transferéncia de
cerca de 1500 residuos de glicose, para formagdo da cadeia polissacaridica de B (1,3) -
glucana. A B (1,6) — glucana é um polissacarideo formado por cerca de 150 unidades de
glicose (LIPKE; OVALLE, 1998). A Figura 7 exibe a composi¢ao quimica da parede celular
de fungos e as proteinas de membrana sintetizadoras dos compostos presentes na parede. Em
C. guilliermondii e S. cerevisiae, as manoproteinas, que correspondem a fracdo proteica da
parede celular s@o sintetizadas a partir de ligagdes a-1,2 em mondmeros de manose e que
apresenta ramificagdes, também de constituidas por manose, com ligagdes a -1,2 ¢ a -1,3

(BOWMAN; FREE, 2006; OKAWA; OIKAWA; SUZUKI, 2006).
Figura 7 - Organizacio estrutural dos compostos presentes na parede celular de fungos.
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N-acetilglicosamina Unidades
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Fonte: Fesel e Zuccaro (2016).
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2.5 Candida guilliermondii

O microrganismo Candida guilliermondii ¢ um fungo leveduriforme pertencente ao
filo Ascomycota, no qual seu isolamento e caracterizagdo ocorreu pela primeira vez em
1912. Amplamente distribuida pelo planeta, esta espécie pode ser isolada desde ambientes
naturais (dgua, solo, folhas de plantas) bem como colonizando a espécie humana (PAPON
et al., 2013). Com relacdo aos humanos, C. guilliermondii faz parte da microflora das
mucosas e pele, e em alguns casos, é considerada como patdégeno oportunista em pacientes
hospitalizados com deficiéncia imunoldgica, porém com baixa incidéncia pois € responsavel
por menos de 4% dos casos de candidemia em individuos imunossuprimidos (ASENSIO et
al., 2015).

Os fungos, de uma maneira geral, possuem mecanismos de reprodugdo tanto sexuada
quanto assexuada. No caso da C. guilliermondii, esta € asporégena, ou seja, se reproduz
assexuadamente através da formacgdo de brotos por mitose, € os brotos produzidos podem
ser encontrados na configuracio de pequenas cadeias. E dado o nome de Meyerozima
guilliermondii a cepa sexuada, anteriormente classificada como Pichia guilliermondii
(KURTZMAN; SUSUKI, 2010, PAPON et al., 2013, KIELISZEK et al., 2017).

Dependendo das condi¢des externas do meio no qual C. guilliermondii se encontra
(estresse fisioldgico, principalmente), hd a producdo de pseudo-hifas, a hifa verdadeira nio
€ produzida por esta espécie, como ocorre em Candida albicans (KURTZMAN; SUSUKI,
2010). No que se refere a formagao de colonia por C. guilliermondii, é possivel identificar
caracteristicas como colonias de tamanho pequeno e com aspecto plano, imido, textura
macia, cremosa e coloragcdo esbranquicada (KURTZMAN; SUZUKI, 2010).

Com relacdo a obtengdo de energia, a levedura C. guilliermondii é heterotrofica,
sendo capaz de utilizar como fonte de carbono hexoses (glicose, sorbose e ramnose) e
pentoses (arabinose, ribose e xilose), enquanto que ndo é capaz de metabolizar lactose e
amido, por exemplo (PAPON et al., 2013). No caso da utiliza¢do de pentoses, como xilose
e arabinose, vdrias pesquisas tem encontrado o melhor desempenho da levedura C.
guilliermonidii FTI 20037 principalmente em xilose do que arabinose, ja que este tltimo €
fracamente assimilado por esta espécie (HERNANDEZ—PEREZ, 2015, ARRUDA et al.,
2017). Além destas fontes de carbono mencionadas, foi relatado a capacidade de C.
guilliermondii em metabolizar dissacarideos como sacarose, maltose durante cultivo em
hidrolisado hemicelulésico de palha de cana para a producdo de xilitol (HERNANDEZ-
PEREZ, 2015).
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Com relagdo ao requerimento de oxigénio, C. guilliermondii FTI 20037 é uma
levedura aerdbia facultativa, mas apesar disto, a presenca de oxigénio no meio em que se
encontra € imprescindivel, pois nao € capaz de crescer em ambientes com anaerobiose estrita,
mas sim em microaerobiose. Pesquisas relatam que, quando cultivada em microaerobiose,
em meio contendo xilose, o metabolismo de C. guilliermondii € influenciado em funcdo
desta condicdo de restricdo do oxigénio, e como consequéncia favorece a produgdo e
excrecdo de xilitol (ROBERTO; MANCILHA; SATO, 1999, BRANCO et al., 2007,
HERNANDEZ-PEREZ; ARRUDA; FELIPE, 2016).

Por ser um microrganismo meséfilo, C. guilliermondii FT120037 apresenta melhores
taxas de crescimento sob temperaturas em torno de 30°C. Também sdo cultivadas em meio
levemente 4cido, proximo ao pH 5.5, pois foi relatado por Felipe et al. (1997) como sendo a
melhor condi¢do para a bioconversdo de xilose a xilitol por esta cepa. Seu armazenamento
pode ocorrer em dgar extrato de malte ou meio YPD (Yeast extract, Peptone, Dextrose), em
temperaturas abaixo de 5°C (GUO et al., 2006).

Essa espécie € comumente empregada em pesquisas na area biotecnoldgica devido a
formacdo de produtos que apresentam aplicabilidade em diversos setores industriais. Dentre
os produtos de interesse formados por C. guilliermondii, estdo a riboflavina (vitamina B2)
(PAPON et al., 2013), exopolissacarideos (GIENTKA et al., 2016) e xilitol (FELIPE et al.,
1995, ARRUDA et al., 2017).

2.6 Producao quimica e biotecnologica de xilitol

O xilitol € um polidlcool, poliél ou agicar dlcool, cuja férmula quimica € CsH120s, e
com massa molar de 152,15 g/mol. E uma molécula de estrutura aberta, composta por um
conjunto de carbonos e cinco hidroxilas, cada hidroxila ligada a um dtomo de carbono, como
ilustrado na Figura 8 (TONG et al., 2007). O xilitol € denominado como acticar dlcool por
ser um alcool que apresenta um sabor doce, muito similar ao agtcar sacarose. Além disso,
outras caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do xilitol sdo: aparéncia de po
cristalino, cor branca, inodoro, muito solivel em 4gua, ponto de ebulicdo 216°C, elevado
calor de solucdo endotérmico (34,8 cal/g), estavel a 120°C, e baixo conteddo calérico (2,4
kcal/g) em comparagdo com a sacarose (4 kcal/g) (MUSSATTO, 2002, O'DONNELL;
KEARSLEY, 2012).



37

Figura 8 - Estrutura molecular do xilitol.

HO OH

OH OH

Fonte: Tong et al. (2007).

E devido as suas propriedades que tornam o xilitol um composto de interesse para o
consumo humano, e por ser um composto do tipo GRAS (Generally Regarded as Safe)
atoxico, € empregado em alimentos e medicamentos para o tratamento de algumas
patologias. O xilitol apresenta diversas funcdes para os seres humanos e pode ser utilizado

conforme a seguir (MUSSATTO, 2002):

* Uso como adocante de alimentos e bebidas, pois apresenta sabor e aparéncia muito
similar a sacarose presente no aguicar de cozinha, sendo que possui 1 terco a menos de
conteddo caldrico em comparagcdo com a sacarose.

* Em seres humanos, seu metabolismo € independente da insulina, ou seja, ndo aumenta
os niveis de acticar no sangue, o que torna possivel seu uso por portadores de diabetes
mellitus dos tipos I e II.

= Apresenta a acdo anticariogénica, pois bactérias causadoras da cérie dental, em especial
as do género Streptococcus, sdo incapazes de fermentar este poliol.

* Promove a remineraliza¢do dos dentes devido a sua acdo anticariogénica, o que permite
o aumento do pH bucal favorecendo o processo de remineralizacao.

= Eficiente conservante de alimentos por apresentar alta estabilidade quimica e
microbioldgica, impedindo a proliferacdo de microrganismos.

* Pode ser utilizado no tratamento de lesdes renais e parenterais, pois hormonios que
desencadeiam resisténcia a insulina sdo liberados no organismo, e o tratamento
adequado, conjuntamente com o xilitol é benéfico pois aumenta a concentracdo de

glicose e insulina no sangue do paciente.
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= Pessoas com anemia hemolitica apresentam deficiéncia na enzima glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH), o que afeta a recuperacdo do cofator reduzido NADPH. O
metabolismo do xilitol envolve a oxidag¢do da xilulose, recuperando o NAPH necessario
para outros processos metabolicos da célula.

= Quadros de otite média aguda podem ser prevenidos com o uso do xilitol cujo
microrganismo causador da infec¢do, na maior parte dos casos, &€ Streptococcus
pneumoniae. O xilitol é transportado para o interior da célula bacteriana pelo sistema
PTS (fosfotransferase), enzimas de atuacdo no xilitol 5-fosfato sdo ausentes, causando
um acimulo deste composto, tornando-o téxico para a célula.

= Prevencdo da osteoporose pois auxilia na absor¢cdo de célcio pelas células intestinais,
aumentando o contetido de célcio nos 0ssos.

= Bactérias causadoras de infeccOes pulmonares como Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, sao inibidas a partir do consumo de xilitol pois este composto
nao € metabolizado por estas e fortalece a defesa natural dos pulmdes.

Na natureza, o xilitol é encontrado em algumas frutas, vegetais e cogumelos, porém
em pequenas quantidades, cerca de 1000 mg a 100 g, que varia de acordo com a espécie. Os
seres humanos e outros mamiferos também o produzem, sendo encontrado cercade Sa 15 g
por dia de xilitol em um ser humano adulto, proveniente do metabolismo de carboidratos
(PARAJO; DOMINGEZ, H.; DOMINGUEZ, J. 1998; MUSSATTO, 2012).

Apesar de ser encontrado na natureza, a producdo de xilitol em escala industrial ndo
ocorre a partir da extracdo nos vegetais, pois seria um Pprocesso economicamente
desfavordvel devido as pequenas quantidades de xilitol encontradas nestes vegetais. Sendo
assim, a industria produz o xilitol quimicamente, com base na utiliza¢do do agucar xilose,
uma pentose, que passa por hidrogenacdo convertendo-se a xilitol. A fonte mais abundante
de xilose encontra-se nas biomassas lignoceluldsicas, cuja matérias prima mais utilizadas na
producdo quimica de xilitol sdo lascas de madeira de bétula e bagaco de cana-de-aguicar
(IRMAK et al., 2017).

A biomassa vegetal € submetida a hidrdlise para obteng¢do do hidrolisado
hemiceluldsico, que posteriormente passa pelo processo de purificagdo e remogdo de cor, a
fim de se obter uma solucdo ultrapura em xilose. A solucdo de xilose pura sofre processo de
hidrogenagdo catalitica, com sua redug@o em xilitol, através de um catalisador de niquel do
tipo Raney (HOU-RUI, 2012), sendo aplicada temperaturas entre 80 a 140°C e pressao de
até 50 atm. Posteriormente, a solug@o € concentrada e cristalizada para recuperacao do xilitol

(PARAJO; DOMINGEZ, H.; DOMINGUEZ, J. et al., 1998; DASGUPTA et al., 2017).
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Em relacio ao xilitol no mercado, seu preco de venda até 2012 atingiu
aproximadamente 5 USD/kg quando comprado diretamente da producdo, ja o valor de venda
em supermercados atingiu o valor de 20 USD/kg (RAVELLA et al., 2012). J4 no ano de
2013, o valor mundial no mercado atingiu 670 milhdes de ddlares e seu mercado tende a
expandir nos préoximos anos (DASGUPTA et al., 2017). O xilitol produzido pela industria
encontra-se presente na formulacdo de diversos produtos como goma de mascar, chocolates,
balas, sorvetes, cremes dentais, enxaguantes bucais, xaropes, dentre outros produtos das
industrias  alimenticia, farmacéutica, cosmética e odontolégica (HOLBAN;
GRUMEZESCU, 2017).

Entretanto, o método de producdo comercial de xilitol via quimica tem alto custo e
apresenta desvantagens pois o processo utilizado para a purificacdo da xilose, presente no
hidrolisado proveniente de biomassas lignoceluldsicas, € ineficiente e de baixa
produtividade (PARAJO; DOMINGEZ, H.; DOMINGUEZ, J., 1998). Além disso, a etapa
de catdlise quimica requer a aplicacdo de temperatura e pressdo elevadas, tornando-o um
processo custoso (HOU-RUI, 2012). Em vista disso, outras formas de producao do xilitol,
como por exemplo pela via biotecnoldgica pode ser considerada como uma alternativa
promissora e econdmica em relagdo a producdo por via quimica. Visto que caracteriza-se
por ser um processo exclusivamente biolégico, a producdo biotecnoldgica de xilitol nao
exige o uso de altas temperaturas e pressio (WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998;
HOU-RUI, 2012).

Atualmente, a produgdo biotecnoldgica de xilitol ocorre nas escalas laboratorial e
piloto, porém pesquisas vem sendo realizadas a fim de possibilitar sua produc¢do em escala
industrial, visto o baixo custo por meio desta (ARRUDA et al., 2017). Desta forma, o xilitol
€ produzido a partir do uso de leveduras que fermentam a xilose, dentre elas Candida
guilliermondii, Candida tropicalis, Candida maltosa, Kluyveromyces marxianus,
Debaromyces hansenii, entre outros (SAMPAIO et al., 2004; GUO et al., 2006;
MARTINEZ; SANCHEZ; BRAVO, 2012; DE ALBUQUERQUE et al., 2015; ERYASAR;
KARASU-YALCIN, 2016). A espécie C. guilliermondiii FT1 20037 é conhecida por sua
eficiéncia em fermentar a xilose (HERNANDEZ-PEREZ, ARRUDA, FELIPE, 2016; WEN
et al., 2016). Dado que a levedura C. guilliermondii FT1 20037 é capaz de produzir xilitol a
partir da xilose como fonte de carbono, destaca-se o aproveitamento de residuos
provenientes de biomassas vegetais, como a palha e bagaco de cana-de-agucar, palhas de
arroz, sorgo, entre outros. Alguns parametros fermentativos para C. guilliermondii FTI

20037 ja se encontram bem definidos, que favorecem a producdo de xilitol, como
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temperatura de 30°C, pH 5.5, concentracdo de xilose, concentracdo e idade do inoculo de
0,1 a1l g/L e 16 a 24h, respectivamente (FELIPE et al., 1997; GURPILHARES et al., 2009;
CAMARGO et al., 2015; ARRUDA et al., 2017). A Figura 9 apresenta uma comparagao

entre a producdo de xilitol via quimica e biotecnoldgica.

Figura 9 - Producdo de xilitol a partir de biomassas lignocelulésicas pelas vias quimicas e

biotecnoldgica.
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Fonte: Adaptado de Dasgupta et al. (2017).

Com relacdo as etapas de producio biotecnoldgica de xilitol ilustradas na Figura 9, é
possivel observar que primeiramente, o hidrolisado hemicelulésico proveniente de
biomassas vegetais deve ser submetido a destoxificag¢ao, para redugao no teor de compostos
inibidores da fermentacdo. No metabolismo desta pentose, ocorro sua reducdo a xilitol,
através da enzima xilose redutase (XR), dependente de NAD(P)H, e em seguida, a enzima
xilitol desidrogenase (XDH), dependente de NAD™ catalisa a oxidagdo de xilitol a xilulose.

Esta xilulose recebe um grupo fosfato, tornando-se xilulose-5P, a qual é metabolizada pela
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via das pentoses fosfato, cuja funcdo € a regeneracdo de potentes redutores para a célula
(GRANSTROM; IZUMORI; LEISOLA, 2007). Diferentes fatores podem interferir na
bioconversdo da xilose em xilitol com destaque para o oxigénio ja que a condicdo de
microaerobiose sdo essenciais para o favorecimento da producdo de xilitol. Em C.
guilliermondii FTI 20037 varios estudos ja foram realizados para se avaliar o efeito da
disponibilidade de oxigénio para a produgao de xilitol por esta levedura. Porém ha pesquisas
indicando que a indu¢ao de microaerobiose no meio de fermentagao favorece a produgao de
xilitol, uma vez que ocasiona um desvio na via metabdlica da xilose (ROBERTO;
MANCILHA; SATO, 1999; BRANCO et al., 2007; HERNANDEZ-PEREZ; ARRUDA;
FELIPE, 2016). Quando hd pouco oxigénio disponivel para a levedura, sua taxa de
respiracdo diminui, causando um desequilibrio na propor¢io de cofatores (NADH/NAD™)
no interior da célula, pois os cofatores reduzidos (NADH) sdo acumulados o que afeta a
atividade da enzima XDH. Como consequéncia, o xilitol intracelular é acumulado e
excretado para o meio extracelular, como pode ser observado na Figura 10, em que a via
metabdlica de formacgdo do xilitol € ilustrada (GRANSTROM; IZUMORI; LEISOLA,
2007).

Figura 10 - Rota metabdlica da producio de xilitol por Candida guilliermondii FT120037.
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Fonte: Adaptado de Herndndez-Pérez (2015).

Apesar do xilitol ser o principal bioproduto obtido durante fermentagcdes com o
hidrolisado hemiceluldsico de biomassa vegetal, de fato, pequenas quantidades de etanol ja

foram encontradas como subproduto durante fermentagao de C. guilliermondii FTI 20037
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(HERNANDEZ-PEREZ, 2015). Além do etanol, o glicerol também é um subproduto
encontrado neste bioprocesso como no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana, e
também em meio sintético contendo xilose como fonte de carbono (RODRIGUES et al.,
2003). Segundo Hernandez-Pérez (2015), a adicdo de sacarose no meio de cultura de C.
guilliermondii FT1 20037, favoreceu a producdo de xilitol pois este dissacarideo atua como
co-substrato, favorecendo o metabolismo da glicose permite a possibilidade de regeneracdo
dos cofatores da célula. Portanto estudos vem sendo realizados na biotecnologia com o
objetivo de estabelecer melhores condi¢des para o processo de producdo de xilitol a partir

do emprego de leveduras.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Propor uma nova metodologia de destoxificacdo do hidrolisado hemiceluldsico da mistura
de bagaco e palha de cana-de-agucar a partir do aproveitamento da biomassa residual seca
de Candida guilliermondii FT1 20037, visando a utilizac@o deste hidrolisado na producdo

biotecnoldgica de xilitol.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar os valores de alguns parametros fisicos e quimicos para o emprego da
biomassa seca da levedura Candida guilliermondii da adsor¢ao FTI 20037 como
agente destoxificante do hidrolisado hemiceluldsico da mistura do bagaco e palha de
cana-de-acucar.

e Avaliar a produgdo de xilitol por Candida guilliermondii FT1 20037 em hidrolisado
hemicelul6sico da mistura de bagaco e palha de cana-de-acucar destoxificado com

biomassa microbiana seca desta mesma espécie.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fermentagcdes VI, do
Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao

Paulo (EEL/USP).

4.1 Matéria-prima

Os subprodutos da cana-de-agucar, bagaco e palha, provenientes da safra de 2017/18
foram doados pela Usina Pederneiras, localizada na cidade de Tieté/SP. Verificou-se a
umidade destas biomassas e caso o teor de umidade fosse superior a 10%, estas foram secas
ao ar e posteriormente armazenadas nas dependéncias do departamento de biotecnologia da

EEL/USP.

4.2 Obtencao do hidrolisado hemiceluldsico

Foi realizada a hidrélise acido diluido para a obtenc@o do hidrolisado hemiceluldsico
da mistura de bagaco e palha de cana (HHBP), no qual empregou-se um reator de hidrélise
de aco inoxidavel (Albion) com capacidade méxima de 40L. A palha foi triturada em moedor
e em seguida foi preparada a mistura de bagaco e palha na proporcao 1:1, que foi transferida
para o reator nas seguintes condicdes: 1% de H2SOq e relacdo matéria seca: solucio dcida de
1:10 (m/v), 121°C durante 20 minutos. O HHBP foi armazenado para utilizagdo no presente
trabalho, j4 a fracdo solida (celulignina) foi lavada com agua corrente até o pH da dgua

atingir o valor 7, seca ao ar e armazenada para posterior caracterizacao quimica.

4.2.1 Concentragao do hidrolisado hemicelulésico

Para tornar possivel a execugdo dos testes de fermentabilidade a partir do HHBP
destoxificado, foi necessario elevar o teor dos agucares presentes no hidrolisado obtido. Para
tanto, o mesmo foi concentrado a vicuo, conforme metodologia estabelecida por Rodrigues
et al. (2003), com fator de concentragcdo correspondente a 4 (FC=4), a uma temperatura de
65+5°C, para obtengdo do teor de xilose em aproximadamente 60 g/L. Posteriormente, o

HHBP concentrado foi armazenado em camara fria a 2,4 °C.
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4.3 Determinacao da composicio quimica estrutural dos subprodutos da cana-de-

acucar

4.3.1 Determinacao de extrativos

Amostras de bagaco e palha de cana, tanto da mistura 1:1 quanto separadamente,
foram moidas a 20 Mesh e cerca de 1,4 g destas biomassas foram armazenadas em papel
filtro e destinadas para determinagdo de extrativos em extrator de Soxhlet com etanol 95%
por 6 h. Apds a extracdo, as biomassas foram secas ao ar e pesadas, € o teor de extrativos foi
calculado a partir da subtracdo da massa inicial (com extrativos) com a massa final (sem

extrativos).

4.3.2 Hidrolise da biomassa lignocelulosica

Foi quantificada a umidade das biomassas sem extrativos, com camara de UV a
105°C, seguida da caracterizagc@o quimica a partir da hidrélise com acido sulfirico, segundo
metodologia descrita por Ferraz et al. (2000). Em triplicata, foi adicionado cerca de 0,3 g
das amostras em tubos de ensaio os quais foram colocados em banho termostético a 30°C e
adicionou-se 3 mL de acido sulfirico a 72% (v/v), durante 1 h. Posteriormente, esta mistura
foi transferida para frascos Erlenmeyer de 250 mL e adicionou-se 79 mL de dgua destilada,
e em seguida os frascos foram autoclavados a 120°C (1 atm) durante 1 h. Os hidrolisados
autoclavados e, em temperatura ambiente, foram filtrados a vacuo com filtro sintetizado n°
3 (SCHOOT), e a biomassa vegetal retida no filtro foi armazenada em estufa a 100°C até

que atingisse massa constante, para determinacdo da lignina soldvel.

4.3.3 Determinacao de lignina soluvel, insoluvel e de acticares

Para a determinacdo da lignina soldvel, a fracdo liquida do filtrado foi analisada em
espectrofotometro UV-visivel (Thermo Scientific Evolution 201) no comprimento de onda
de 205 nm (absortividade da lignina solivel 105 L.g"'.cm™). No caso da determinagio da
lignina insoldvel, calculou-se a diferenca de peso das amostras de biomassa antes e apds
hidrélise de determinacao da composicao quimica. Também foi determinada a concentracao
de acucares monoméricos (xilose, glicose e arabinose) e 4cido acético, as quais foram

previamente filtradas com “Sep Pak™ C18 e analisadas em Cromatografia Liquida de Alta
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Eficiéncia (CLAE) com coluna Bio Rad (Hércules, CA) Aminex HPX- 87H, com H>SO4
0,01N como eluente, a 45°C, a um fluxo de 0,06 mL/min em cromatégrafo Agilent 1200

(Kyoto, Japao).

4.3.4 Determinagdo de cinzas

Para a determinacdo de cinzas presentes nas biomassas vegetais, empregou-se
cadinhos de porcelana calcinados e tarados com tampa. Posteriormente, os cadinhos foram
armazenados em dessecador com vacuo e apds seu resfriamento foram pesados em balanga
analitica. Foram transferidas para os cadinhos, 0,5 g das amostras de biomassa sem
extrativos, as quais permaneceram na mufla a 500°C. O teor de cinzas foi determinado pela

diferenca de peso das amostras antes e depois deste processo.

MC=100
MA

% Cinzas = (1)

Onde:
MC: massa de cinzas (g);

MA: massa da amostra seca (g).

4.4 Obtencao da biomassa Candida guilliermondii FT1 20037 para emprego na
destoxificacao do hidrolisado hemicelulésico da mistura do bagaco e palha de cana-de-
acicar

Fermentacdes provenientes de outro projeto de pesquisa, que visa a produgdo de
xilitol, foram realizadas empregando C. guilliermondii FTI 20037 em hidrolisado
hemiceluldsico da mistura de bagacgo e palha de cana-de-agucar, previamente destoxificado
com carvao vegetal ativado. Com o objetivo de aproveitar a biomassa de levedura residual
destas fermentagdes para o presente trabalho, o meio liquido final da fermentacdo foi
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos (Ls-3 Plus Celm), para separacdo das células e as
mesmas foram inativadas em autoclave a 120°C, 1 atm, por 20 minutos, em seguida as

células foram lavadas 3 vezes com dgua destilada e armazenadas a 4°C.
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4.4.1 Tratamento da biomassa residual de Candida guilliermondii FTI 20037

A biomassa de levedura, previamente armazenada a 4°C, foi ressuspensa em dgua
destilada, centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos (Ls-3 Plus Celm) para descartar o
sobrenadante e, em seguida, a biomassa foi transferida para gral de porcelana e submetida a
tratamento térmico em estufa a 75°C até atingir peso constante (CHERIFI; BENTAHAR;
HANINI, 2014). Apds este periodo, a biomassa seca de C. guilliermondii FT1 20037 foi
moida com pistilo, no mesmo gral em que se encontrava, e peneirada com uma peneira de

35 Mesh. A biomassa seca foi armazenada em dessecador a vacuo.

4.5 Destoxificacao do hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagaco e palha de cana-

de-acdcar

Para todos os experimentos de destoxificacdo, foi empregado o mesmo lote de HHBP
concentrado, realizado conforme item 4.1. Ao inicio de cada experimento de destoxificacao,
foi necessdrio neutralizar o 4cido sulfirico (H2SOs), presente no hidrolisado devido as
condic¢des da hidrélise. Para tanto, o pH do hidrolisado foi ajustado para 7 com 6xido de
calcio (CaO) e, em seguida, foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos para remog¢ao do
oxido de célcio remanescente.

Foi proposto um planejamento fatorial 2* com triplicata no ponto central a fim de
avaliar a influéncia de alguns parametros fisicos e quimicos na remocdo de compostos
toxicos do HHBP empregando a biomassa seca de C. guilliermondii. Baseadas na literatura,
as variaveis independentes foram: pH, proporcdo biomassa de levedura: HHBP (m/v),
temperatura e tempo de contato. A Tabela 2 apresenta o planejamento fatorial 2* do presente

trabalho com as varidveis e seus niveis minimo (-1), maximo (+1) e ponto central (0).
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Tabela 2 - Planejamento fatorial 2* com triplicata no ponto central, e suas varidveis de entrada com

niveis reais e codificados.

Variavel independente 1 ngels 1
pH 2 5 8
Proporc¢ao (% m/v) 1 3 5
Temperatura (°C) 30 45 60
Tempo de contato (h) 5 14,5 24

Fonte: Autoria Propria.

No processo de destoxificagdo, o pH do HHBP (pH inicial igual a 7), foi elevado a 8
com CaO ou reduzido para 2 com 4cido fosférico (H3PO4). Ap6s o ajuste de pH, 15 mL do
hidrolisado foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 50 mL (em triplicata); em seguida
adicionou-se nos frascos 1 ou 5% (m/v) da biomassa seca de C. guilliermondii. Tais frascos
foram conduzidos para shaker (Sppencer SP 343/02) a temperatura de 30 ou 60°C em 100
rpm, durante 5 ou 24 h.

O experimento de destoxificacao controle baseou-se no ajuste de pH e adsor¢dao com
carvao vegetal ativado (Labsynth), segundo metodologia descrita por Marton et al. (2006),
a qual se baseia na utilizacdo de 6xido de célcio (CaO) para elevar o pH a 7, seguido da
adi¢do de acido fosforico (H3PO4) até o pH do hidrolisado atingir 2,5; adi¢do de p6 de carvao
vegetal ativado 1% (m/v) durante 30 minutos, sob 100 rpm a 60°C.

Ao final do processo de destoxificacdo, amostras foram centrifugadas e seu
sobrenadante submetido a andlises de pH, concentracdo de agiicares e compostos toxicos

acima mencionados.

4.5.1 Anadlise estatistica

A eficacia dos tratamentos foi avaliada em funcdo da reducio no teor dos compostos
furfural, 5-hidroximetilfurfural, dcido acético, metais e principalmente fendlicos, os quais
sdo toxicos para a levedura e podem interferir na produtividade do processo fermentativo.
Os dados foram inseridos no software Statistica® 13.4 (StatSoft, Inc., 215 Tulsa, OK, USA)
para elaboracdo de diagramas de Pareto e posterior andlise da estimativa dos efeitos de cada

variavel em diferentes niveis.
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4.6 Avaliacado da fermentabilidade do hidrolisado hemicelulésico submetido a
destoxificacio com biomassa seca de Candida guilliermondii FTI 20037

Anterior a fermentagdo, foi necessdrio realizar um indéculo com a levedura C.
guilliermondii FT1 20037, previamente armazenada em 4gar extrato de malte a 4°C. A
levedura foi cultivada em meio semidefinido, constituido por: 30 g/L de xilose, 20 g/L de
extrato de farelo de arroz, 2 g/L de (NH4)2SO4 e 0.1 g/L de CaCly-2H2O, previamente
autoclavados, em shaker a 200 rpm, 30 °C, durante 24 h. As células foram separadas por
centrifugacio a 3000 rpm durante 15 min e foram empregadas na fermentacdo.

ApoOs o in6culo de 24 h, foram realizadas fermentacdes em batelada, com
aproximadamente 1,0 gL‘1 de células, em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 20 mL de
meio, correspondente ao hidrolisado hemiceluldsico submetido as destoxificagcdes com a
biomassa seca de levedura. Todos os hidrolisados foram suplementados com solucdo de
extrato de farelo de arroz (20 g/L), (NH4)2SO4 (2,0 g/L) e CaCl2-2H20 (0,1 g/L). Todos os
frascos foram incubados em shaker a 30°C por 70 horas, sob agitacdo de 200 rpm. A cada
24 h do processo fermentativo, foram retiradas amostras, para andlise da concentracdo e
viabilidade celular, pH, concentracdo de acticares e compostos toxicos.

A fermentacdo controle foi realizada a partir do emprego do hidrolisado
hemicelulésico destoxificado com carvao vegetal ativado, nas mesmas condig¢oes
experimentais de fermentagdo realizadas para o hidrolisado destoxificado com a biomassa

seca de levedura.

4.7 Métodos Analiticos

4.7.1 Anadlises das concentragoes de agticares e compostos toxicos

A determinag¢do da concentracao dos acucares (glicose, xilose, arabinose) bem como
dos subprodutos (xilitol, dcido acético e etanol) foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (ARRUDA, 2011). As amostras foram previamente diluidas e filtradas em
“Sep Pak” C18. A coluna utilizada: Bio Rad (Hércules, CA) Aminex HPX-87H, com H>SO4
0,01 N como eluente, a 45°C, a um fluxo de 0,06 mL/min em um cromatégrafo Agilent 1200
(Kyoto, Japao). No caso do 5-hidroximetilfurfural e furfural, o preparo das amostras foi feito
a partir da sua dilui¢do com deionizada e empregou-se cromatdgrafo Agilent 1200 (Kyoto,

Japao), com coluna Zorbax C18 Eclipse Plus, a 25°C, com detector de luz ultravioleta, dcido
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acético a 1% e acetonitrila:dgua (1:9) como eluente, e fluxo de 0,8 mL/min (HERNANDEZ-
PEREZ, 2015).

Para os compostos fendlicos, foi empregada metodologia conforme Arruda (2011).
Cada amostra foi diluida na propor¢@o 1:250 com 4gua deionizada e adicionada a esta uma
solucdo de NaOH (6N) até as amostras alcancarem pH 12. A andlise foi feita em
espectrofotometro com luz UV (Beckman Coulter DU 800, EUA) com comprimento de onda

de 280nm e seu célculo baseado nas equagdes 1 e 2.

CF = (4,187 X 1072 X (Arzg0 — Apazso) ) — 3,279 X 107 1)

Apazso = (Crur X Epyr) + (Cymr X Epmr) (2)

Onde CF corresponde a concentragdo de compostos fenodlicos totais (g/L). Arso
corresponde a absorbincia da amostra, e Apa2s0 a absorbancia dos produtos resultantes da
degradacdo dos agucares (Furfural e 5-Hidroximetilfurfural). O valor de Apa2s0 € obtido a
partir da Equacéo 1, na qual Cr,r e Caur correspondem a concentragdo de furfural e S-HMF
(g/L), respectivamente, determinada por cromatografia liquida, € €pur € Enmr sd0 as

absortividades destes compostos (146,85 e 114,00 L g''cm™, respectivamente).

4.7.2 Quantificacdo de concentracdo celular, determinacdo da viabilidade celular e

pureza da cultura

A determinacdo da concentragdo celular, foi feita por espectrofotometria a 600 nm,
mediante a relagdo da absorbancia com a concentracdo em massa seca de células a partir de
curva de calibracdo previamente estabelecida, a partir do cultivo das células em meio

semidefinido.

4.7.3 Determinagdo da viabilidade celular e pureza da cultura

A viabilidade celular foi determinada com lamina a fresco com azul de metileno
(0,01%) e visualizadas por microscopia optica em microscopio LABOMED, Labo America,
Inc. EUA, e as células sdo ainda observadas a partir de laminas fixadas e coradas com
fucsina. Com o auxilio de um microscépio 6ptico (Nikon Eclipse E200) foi verificado a

pureza das culturas de C. guilliermondii FT120037.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacido quimica do bagaco e palha de cana-de-acicar

Os subprodutos da cana-de-acuicar, bagaco e palha, foram submetidos a hidrdlise
acido diluido (1% m/v de H2SOs4), com o objetivo de solubilizar os constituintes da fracao
hemicelulésica. A principio, foi realizada a caracterizacdo quimica da palha e do bagaco
separadamente, além da sua mistura (1:1) antes e apds a hidrélise, para verificar o teor das
principais macromoléculas estruturais da parede celular vegetal. A Tabela 3 apresenta o

resultado da caracterizac@o quimica, contendo o teor dos polimeros avaliados.

Tabela 3 - Caracteriza¢do quimica estrutural da palha e bagaco de cana, separadamente, da mistura
destas duas biomassas, e do residuo sélido (celulignina) resultante da hidrélise em 4cido diluido.

Caracterizacao quimica da palha e bagaco de cana (g/100g)

Componentes Palha Bagaco  Palha + bagagco  Celulignina C?ﬁgﬁlrgln a
Hemicelulose 28,2+0,9 27,8+1,1 27,58+0,3 14,9+0,2 9,1
Celulose 40,7+0,1 39,7+0,4 37+1,2 46,6+1,1 29,2
Lignina total 24,3+0,3  22+0,8 22,02+0,06 26,5+0,4 16,2
Extrativos 5,3£1,2  3,8+1,7 7,89+0,43 5,8+0,6 5.8
Cinzas 8,5+1,0  1,7+0,2 5,59+0,51 5,8+0,1 5.8

Fonte: Autoria prépria.

A partir dos dados apresentados na Tabela 3, é possivel notar que tanto na palha
quanto no bagaco in natura, a celulose € o polimero predominante, seguido da hemicelulose,
assim como a literatura reporta a respeito da parede celular vegetal (FENGEL; WEGENER,
1989). Ao misturar as biomassas bagaco e palha, ndo foi observado grandes flutuacdes no
teor de celulose, hemicelulose e lignina, em comparagdo com estes subprodutos
separadamente, porém no caso dos extrativos houve um aumento no teor, e das cinzas,
decréscimo.

Com o intuito de comparar os teores de celulose, hemicelulose e lignina presentes
em subprodutos provenientes de outros cultivos de cana-de-agucar, a Tabela 4 apresenta

alguns dados reportados por outros autores.
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Tabela 4 - Composi¢do quimica estrutural da palha e do bagaco de cana individualmente e em
mistura, reportados na literatura. P+B= mistura de palha e bagaco.

Mistura

Palha Bagaco P+B

Oliveira Hernandez- Batista  Ferreira- Cabral Thiangtham Avila et

Componente (%) etal., Pérezetal. etal, Leitdoet et al.,
2014 2016 2019 al,2010 2018 °tal-2019  al,2018
Celulose 38.1 31,7 33.1 414 38,1 56,0 41,9
Hemicelulose 29.2 27.0 26,2 285 281 12,5 30,2
Lignina total 242 31,1 18.2 236 248 18.0 23,7

Fonte: Autoria propria.

Verifica-se na Tabela 4, que o teor das macromoléculas constituintes da palha de
cana de agucar foi varidvel, assim como para o bagaco. A composi¢do mistura de bagaco e
palha da Tabela 4 apresenta valores superiores de celulose, hemicelulose e lignina,
comparado aos dados do presente trabalho (Tabela 3). Esta variagc@o entre diferentes fontes
de bagaco e palha da cana é comum, pois esta biomassa lignoceluldsica apresenta
composi¢do quimica varidvel, que depende de fatores como gendtipo da planta, local de
cultivo, ano, estacdo do ano, solo, método de colheita, entre outros (WIEDENFELD, 2009,
BENJAMIN; GORGENS; JOSHI, 2014, BEZERRA et al., 2017).

A respeito do teor de hemicelulose presente na cana-de-aciicar, Avila, Forte e
Goldbeck (2018) relatam valores semelhantes aos encontrados no presente trabalho, com
cerca de 30% no bagaco, 29% na palha e 30% na mistura dos subprodutos. Os mesmos
autores identificaram que o teor de lignina total no bagaco foi ligeiramente superior do que
na palha, com cerca de 23 e 21%, respectivamente. Ainda com relagdo a lignina, Ferreira-
leitdo et al. (2010) mencionam a presenga de 36% deste polimero na palha de cana, valor
12% superior que no presente trabalho (Tabela 3), sendo que esta varia¢do do teor de lignina
pode ser explicada devido a caracteristica heterogénea da palha, da qual € composta por
folhas secas e verdes da planta. Quanto a composi¢ao da mistura bagaco e palha, a literatura
ainda € escassa com relacdo a sua mistura (AVILA; FORTE; GOLDBECK, 2013).

O intuito de empregar a hidrélise 4cido diluido € a solubilizagdo da fracdo
hemiceluldsica da biomassa, que apresenta composi¢do rica em pentoses. Apds a hidrdlise,
o residuo solido da biomassa é denominado de celulignina. Na composi¢do quimica da

celulignina, da Tabela 3, nota-se que o teor de hemicelulose decresceu, e houve também o
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enriquecimento no teor de lignina e celulose, em compara¢do com a mistura bagacgo e palha
anterior a hidrélise. Tal fato foi relatado também por Miyamoto et al. (2018), ao realizar
tratamento com 4cido sulfdrico em bagago de cana. Isto indica que o tratamento da biomassa
com 1% (m/v) de d&cido sulftirico permite a remocdo de compostos da biomassa,
principalmente da hemicelulose, gerando assim o hidrolisado hemiceluldsico. A corre¢do
nos valores de celulose e lignina est4 apresentada também na Tabela 3. E possivel observar
nesta coluna que apds hidrélise, 21,08 e 26,43% da celulose e lignina, respectivamente,
foram removidos da biomassa. Esta remocdo indica que o pré-tratamento com dacido
sulftrico solubiliza estes polimeros, além da hemicelulose. Tal fato corrobora com os dados
encontrados por Avila, Forte e Goldbeck (2018), no qual o emprego da hidrélise 4cido
diluido (1% m/v H2SO4) na mistura de bagaco e palha de cana, removeu 2,32% da celulose
e 0,72% da lignina.

Com relacdo a Tabela 3, verifica-se a presenca de cinzas e extrativos tanto no bagaco
quanto na palha in natura, sendo que o alto teor destes componentes € caracteristico de
gramineas (CARVALHO et al., 2015). H4d uma diferenca evidente na Tabela 3 com relacio
ao conteudo de cinzas entre os subprodutos bagaco e palha separadamente, sendo que na
palha a quantidade deste componente foi 5 vezes superior ao presente no bagaco. Rocha et
al. (2015) ao analisar sessenta amostras de bagaco de cana, encontraram desde 2,3 a 10,4 %
de extrativos, sendo que 5,63% foi a média de todas as amostras e para as cinzas a média foi
de 2,84%. O teor de extrativos e cinzas foi superior na palha de cana-de-acucar em relagdo
ao bagaco, e este fato se deve a presenca de silica e outros compostos inorganicos no solo,
assim como a presen¢a de metais (ferro e titdnio) provenientes das maquinas empregadas na
colheita (AVILA; FORTE; GOLDBECK, 2018), uma vez que este subproduto é deixado

sobre 0 solo.

5.2 Composicao do hidrolisado hemiceluldsico da mistura de bagaco e palha de cana-
de-acicar (HHBP)

A mistura dos subprodutos bagaco e palha, na propor¢cdo 1:1, foi submetida a
hidrélise acido diluido em reator, e em seguida concentrado a vicuo, com fator de
concentracdo (FC) de 4 vezes, com o objetivo de elevar o teor dos agucares fermentesciveis.

A Tabela 5 apresenta o teor dos agtiicares monoméricos (xilose, glicose e arabinose),

acido acético e compostos fendlicos presentes no HHBP antes e apds a concentragdo a vacuo.
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Tabela S - Composicio quimica do hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagago e palha de cana
apos hidrdlise (original) e apds concentrag@o a vicuo (concentrado).

Composi¢cio quimica (gL™)

HHBP =
Xilose Glicose Arabinose Ac. acético Fenodlicos totais Furfural 5-HMF
Original 17,9 2,49 2,68 4,96 1,5 0,18 0,24
Concentrado 71,6 10,07 12,19 7,01 8,6 0,15 0,46

Fonte: Autoria prépria.

A partir da Tabela 5, observa-se que a xilose € o agucar predominante no hidrolisado
hemicelul6sico original, representando 77,6% do teor total de acticares, sendo os demais
monossacarideos a arabinose (11,61%) e glicose (10,79%). A predominancia da xilose como
principal agucar foi relatado também em hidrolisados hemiceluldsicos de outras biomassas,
como palha de trigo (CANILHA et al., 2003), eucalipto (VILLARREAL et al., 2006), palha
de arroz (FONSECA et al., 2018), bem como das biomassas bagaco (ARRUDA, 2011) e
palha de cana-de-acticar (HERNANDEZ-PEREZ, 2015) hidrolisados separadamente.

Além dos acucares, também foram identificados neste hidrolisado compostos
inibidores do metabolismo microbiano, como o 4cido acético, proveniente da hidrélise dos
grupos acetila, que se encontram ligados a hemicelulose; furfural e 5S-HMF, produtos da
desidratacdo das pentoses e hexoses, respectivamente; e em maior quantidade os compostos
fendlicos, derivados da degradacdo da lignina. A presenca dos compostos toxicos
mencionados na Tabela 5 foi reportado também em hidrolisados hemiceluldsicos obtidos
por hidrélise dcido diluido, em separado, das biomassas bagaco e palha de cana. Valores
superiores aos do presente trabalho foram relatados por Silva-Fernandes et al. (2017), que
encontraram no hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana 3,37 g/ de compostos
fendlicos, 0,41 g/L de furfural, 1,08 g/L de 5-HMF e 1,89 g/L de acido acético. No caso do
hidrolisado hemicelulésico de palha de cana, Herndndez-Pérez (2015) encontrou cerca de 3
g/LL em compostos fendlicos, 0,18 g/L de furfural, 0,40 g/ de 5-HMF e 2,23 g/L. de acido
acético.

E possivel constatar ainda na Tabela 5, que a etapa de concentragio a vicuo elevou
em cerca de 4 vezes o teor dos monossacarideos presentes no hidrolisado. Entretanto, no
caso do 4cido acético, houve um incremento de 2,05 g/ apds esta concentracio, obtendo-se
ao final do processo 7,01 g/L deste dcido. No caso do trabalho de Martinez et al. (2007),
também foi encontrado 7,49 g/L de acido acético no hidrolisado hemiceluldsico de bagaco

de cana concentrado.
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Ainda nesta Tabela 5, nota-se que os produtos de degradacdo furfural e 5S-HMF do
hidrolisado estdo presentes em quantidades muito menores comparados ao teor de fendlicos
e acido acético, da mesma forma como a literatura reporta para o hidrolisado hemicelulésico
de bagaco de cana (TIZAZU; MOHOLKAR, 2018; MARCELINO et al., 2019). Embora a
concentracdo a vdcuo do hidrolisado tenha resultado no aumento aproximado da
concentracdo para a maioria dos constituintes, no caso do furfural seu valor foi alterado
minimamente, passando de 0,18 g/L no original para 0,15 g/L no concentrado, o que pode
estar relacionado ao fato deste composto ser volatil na temperatura empregada, conforme

relatado por Rodrigues et al. (2001).

5.3 Destoxificacao do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco e palha de cana-de-aciicar
(HHBP) empregando biomassa seca de Candida guilliermondii FT1 20037

Antes de realizar a destoxificacdo do HHBP, a biomassa seca de C. guilliermondii
FTT 20037 foi preparada. Esta preparacdo consistiu na recuperacdo da biomassa desta
levedura proveniente de uma fermentacdo para a producdo de xilitol, na qual o meio de
cultivo foi o hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagacgo e palha de cana (destoxificado
com carvao vegetal ativado). Em seguida a biomassa foi lavada com dgua destilada, seca em
estufa e triturada em gral e pistilo para obtencdo de pequenos granulos de biomassa seca,
conforme descrito no item 4.4.1, para seu emprego nos testes de destoxificacdo. Para estes
testes foi elaborado um planejamento fatorial 2* com triplicata no ponto central, sendo que
as varidveis testadas foram o pH do HHBP, a temperatura, o tempo de contato e a propor¢ao

entre biomassa seca de C. guilliermondii FT120037 e HHBP.

5.3.1 Efeito das destoxificagoes com relacdo ao teor de compostos fendlicos

Ap6s realizadas os testes de destoxificagc@o do hidrolisado hemiceluldsico da mistura
de bagaco e palha de cana, segundo planejamento fatorial, foram feitas anélises das amostras
dos hidrolisados para quantificar o teor dos compostos toxicos. A Tabela 6 apresenta o teor
dos compostos fendlicos antes e apds as destoxificacdes, referentes aos ensaios em funcao

do planejamento fatorial 2* com triplicata no ponto central.
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Tabela 6 - Concentrag@o de compostos fendlicos no hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagaco
e palha de cana (HHBP) ndo destoxificado (ND) e destoxificado (D), além da redugdo (%) destes
compostos em fungdo das destoxificagdes com biomassa seca de C. guilliermondii FT1 20037, para
cada ensaio realizado por planejamento fatorial 24 com triplicata no ponto central.

Niveis reais Compostos fenolicos (g/L)
Ensaio —
Tem%)oecr‘;itura Te(llrll)po P(r%pl(::’/gvs;o pH ND D % reduciio

1 30 5 1 2 9,74 8,09 16,89
2 60 5 1 2 10,38 10,27 1,01

3 30 24 1 2 8,88 7,29 17,87
4 60 24 1 2 9,7 9,64 0,62

5 30 5 5 2 10,09 7,89 21,80
6 60 5 5 2 9,11 6,93 23,92
7 30 24 5 2 8,89 6,49 27,01
8 60 24 5 2 9,3 824 11,42
9 30 5 1 8 8,87 8,01 9,68

10 60 5 1 8 8,94 8,01 10,46
11 30 24 1 8 8,16 7,47 8,47

12 60 24 1 8 9,21 10,62 0,0*

13 30 5 5 8 9,72 179 18,80
14 60 5 5 8 8,94 6,84 23,52
15 30 24 5 8 9,72 17,35 24,38
16 60 24 5 8 9,9 8,72 11,91
17 45 14,5 3 5 8,54 6,65 22,20
18 45 14,5 3 5 8,54 6,57 23,13
19 45 14,5 3 5 8,54 68 20,39

*aumento de 15,8 % no teor de compostos fendlicos no ensaio de nimero 12.

Fonte: Autoria prépria.

A partir da Tabela 6, verifica-se que o emprego da biomassa seca de levedura no HHBP
reduziu o teor de compostos fendlicos, em diferentes niveis, que variam de acordo com as
condi¢des experimentais. Portanto, as varidveis testadas podem influenciar positivamente ou
negativamente na eficacia do método. Nao foi encontrado na literatura pesquisas empregando
microrganismos como agentes adsorventes de compostos em hidrolisados hemicelul6sicos,
porém sdo reportados estudos empregando leveduras na adsor¢do de fendis em solugdes
aquosas (VASSEROT; CAILLET; MAUIJEAN, 1997; JIMENEZ-MORENO; ANCIN-
AZPILICUETA, 2009; MOYO et al., 2012).

A partir da Tabela 6 observa-se que no ensaio de nimero 12, no qual empregou-se

temperatura de 60 °C, em pH 8, com 1% de biomassa seca, durante 24 h, ndo houve a redu¢do
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no teor de compostos fendlicos, mas sim o aumento deste apds a destoxificacdo. Neste
experimento, assim como em outros, notou-se que o volume de hidrolisado apds as
destoxifica¢des diminuiu, porém no caso deste experimento ocorreu a concentragao dos
compostos fendlicos, que possivelmente ocorreu devido evaporagdo, uma vez que as condi¢oes
de perda ocorreram nos experimentos empregando o maior tempo (24h) e temperatura (60 °C).

Para compreender quais varidveis apresentaram efeitos na remog¢do dos compostos
fendlicos do hidrolisado e quais foram estes efeitos, foi elaborado diagrama de Pareto (Figura

11) com o auxilio do software Statistica.

Figura 11 - Diagrama de Pareto com efeitos estimados para a reducdo no teor de compostos fendlicos,
obtidos em experimentos empregando a biomassa seca de C. guilliermondii no HHBP.
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Fonte: Autoria prépria.

Verifica-se através do diagrama de Pareto apresentado na Figura 11 que todas as
varidveis testadas no presente trabalho apresentaram efeitos significativos, na reducao do teor
de compostos fendlicos do HHBP, com nivel de confianca de 95%.

Conforme ilustrado na Figura 11, a varidavel que exerceu maior efeito na remocao de
fendlicos do hidrolisado, foi a propor¢@o entre a biomassa seca de C. guilliermondii e HHBP.
Isto significa que o aumento da propor¢ao de biomassa seca de 1 para 5% favoreceu o processo
de destoxificacdo. Vasserot, Caillet e Maujean (1997) também relataram que houve um
incremento na redu¢do da antocianina, um composto fendlico, de 19 para 58% apds aumentar

a concentracdo da levedura S. cerevisiae seca (adsorvente) de 3 para 30 g/L.. No caso da



58

adsor¢do de fendis por carvao ativado, o aumento da concentracdo de carvao de 1 para 3%
resultou na maior remog¢ao de fendis totais presentes no licor hemiceluldsico de bagaco de cana
(VALLEJOS et al., 2016).

Outra varidvel que exerceu efeito significativo na destoxifica¢do foi a temperatura, a
qual apresentou efeito negativo, ou seja, aumentar o valor desta varidvel resultou em menor
remocgdo de fendlicos no HHBP. Realmente, a temperatura tem forte influéncia na adsor¢do de
compostos e € inclusive um indicativo da natureza do processo de interacdo com o adsorvente.
Se a adsor¢do aumenta com o aumento da temperatura, entdo o processo € endotérmico; caso
contrario € exotérmico (SENTHILKUMAAR; KALAAMANI; SUBBURAAM, 2006,
ABDELWAHAB, 2014). No caso da pesquisa de Vasserot, Caillet e Maujean (1997), foram
testadas temperaturas amenas, na faixa de 5 a 35 °C, empregando células de S. cerevisiae para
a remog¢do de antocianina, e foi relatado que, dentre as temperaturas testadas, 15 °C foi mais
eficaz na adsor¢cdo, removendo 50% dos compostos em cerca de 30 minutos, o que
possivelmente indica que o processo era exotérmico. Além disto, houve também uma interagao
negativa entre as varidveis temperatura e tempo de contato, indicando maior reduc@o no teor de
compostos fendlicos combinando-se maiores temperaturas com 0 menor tempo, ou vice-versa.
Os ensaios que empregaram o uso concomitante dos niveis superiores de temperatura e tempo,
por exemplo, ocasionaram perda de volume do hidrolisado por evaporagdao. Quanto ao tempo
de contato, Kilic, Apaydin-Varol e Piitiin (2011) afirmam que o processo de adsorcdo atinge o
equilibrio em um determinado tempo, e que este tempo depende da natureza do adsorvente,
sendo que algumas vezes o equilibrio pode ser deslocado tanto para a adsor¢do, quanto para a
dessorcdo, o que leva a diminui¢do ou aumento do teor do composto na solucdo. No caso do
uso da biomassa seca de S. cerevisiae, o tempo de equilibrio para a adsor¢cdo de fenol foi 4h
(MOYO et al., 2012), corroborando com o presente trabalho no qual a varidvel tempo, em seu
nivel mdximo exerceu efeito negativo na remocdo de fendlicos totais. Também € possivel
observar que houve uma interacdo negativa entre as varidveis pH e tempo, indicando que o uso
concomitante dos maiores ou menores niveis nao resultaram na maior reducao de compostos
fendlicos.

Com relacdo a variavel pH, € possivel observar que aumento de seu valor de 2 para 8 no
hidrolisado nao favoreceu a remocao de fenélicos no HHBP (Figura 11). Resultados obtidos
por alguns autores, nos quais a adsor¢ao de fendlicos em solugdo aquosa por células invidveis
de leveduras foi também favorecida em pH 4cido, na faixa de 1 a 4 (VASSEROT, CAILLET,
MAUIJEAN, 1997, MARTON et al., 2006, MOYO et al., 2012). O pH do hidrolisado é um fator

importante na adsorcdo, pois diversos compostos fendlicos atuam como dcidos fracos e
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apresentam pKa distintos. Em meio bdsico hd maior concentracio de fons OH™ e a maior parte
dos compostos fendlicos estdo na forma desprotonada, o que gera competi¢do por sitios do
adsorvente, reduzindo a eficiéncia na remog¢ao de fendlicos da solu¢do (MOYO et al., 2012).
De fato, Abussaud et al. (2016) afirmaram que a efici€éncia na adsor¢ado de fendlicos por carvao
ativado foi reduzida em pH alcalino, acima de 7. Também especula-se que em pH bésico ocorre
a alterac@o na conformacao das glucanas presentes na parede celular de leveduras, causando o
decréscimo na taxa de adsor¢do de compostos pela superficie celular (PIOTROWSKA;
MASEK, 2015).

Portanto, no presente trabalho, a condi¢do de destoxificacdo que resultou na maior
reducdo do teor de compostos fendlicos no HHBP (27 %) ocorreu no experimento 7, no qual

foi empregado 5 % de biomassa seca, pH do hidrolisado igual a 2, 30 °C, durante 24 h.

5.3.2 Efeito das destoxificacoes com relacdo aos teores de dcido acético, 5-
hidroximetilfurfural e furfural

Além da andlise da concentracao dos compostos fenélicos no HHBP, foi quantificado
também os teores de 4cido acético, S-HMF e furfural antes e apds as destoxificagdes com
biomassa seca de C. guilliermondii FTI 20037 conforme planejamento fatorial realizado, e

estes valores estao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Concentracdo (g/L) de dcido acético, S-HMF e furfural no HHBP ndo destoxificado (ND), destoxificado (D), e a reducdo (%) destes compostos
conforme planejamento fatorial 2* com triplicata no ponto central.

Niveis reais Acido acético (g/L) 5-HMF (g/L) Furfural (g/L)
Ensaio -
Tem?oeé&)ltura Te(l;l)p ° P(ro(/)opz:'/(iz;o pH ND D % reducao ND D % reducio  ND D % reducao
1 30 5 1 2 8,79 6,44 26,7 0,51 0,38 25,81 0,17 0,14 17,10
2 60 5 1 2 6,27 8,13 0,0 0,48 0,62 0,0 0,14 0,13 6,02
3 30 24 1 2 473 6,33 0,0 042 041 3,98 0,14 0,15 0,0
4 60 24 1 2 6,00 8,15 0,0 0,55 0,66 0,0 0,18 0,18 0,0
5 30 5 5 2 596 7,01 0,0 0,38 0,42 0,0 0,15 0,13 12,90
6 60 5 5 2 7.03 6,69 4,77 0,43 047 0,0 0,18 0,19 0,0
7 30 24 5 2 711 6,88 3,21 0,36 0,41 0,0 0,17 0,19 0,0
8 60 24 5 2 6,80 8.56 0,0 0,59 0,46 21,50 0,15 0,18 0,0
9 30 5 1 8 726 6,86 5,47 0,44 042 5,62 0,13 0,14 0,0
10 60 5 1 8 6,95 6,95 0,0 0,38 045 0,0 0,17 0,14 15,77
11 30 24 1 8 833 17.56 9,20 0,36 0,40 0,0 0,12 0,14 0,0
12 60 24 1 8 8,00 10,65 0,0 0,34 045 0,0 0,16 0,16 0,0
13 30 5 5 8 737 7,66 0,0 0,41 0,40 2,25 0,17 0,12 27,48
14 60 5 5 8 6,95 8,09 0,0 0,38 0,42 0,0 0,17 0,18 0,0
15 30 24 5 8 712 1,72 0,0 0,38 0,40 0,0 0,15 0,12 18,16
16 60 24 5 8 8,68 9098 0,0 0,38 0,41 0,0 0,14 0,16 0,0
17 45 14,5 3 5 7.82 7,29 6,87 0,40 043 0,0 0,12 0,16 0,0
18 45 14,5 3 5 782 71,70 1,60 0,40 043 0,0 0,12 0,15 0,0
19 45 14,5 3 5 782 849 8,53 0,40 0,44 0,0 0,12 0,11 0,62

Fonte: Autoria Propria
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A partir da Tabela 7, nota-se que, em determinadas condi¢des, o emprego da biomassa
seca de C. guilliermondii FTI 20037 no tratamento do HHBP resultou na reducdo de outros
compostos além dos fendlicos, como acido acético, S-HMF e furfural. Diferentemente dos
compostos fendlicos, em que é reportado na literatura a sua remocdo empregando leveduras
secas, nenhum trabalho foi encontrado utilizando microrganismos nio vidveis na remog¢ao de
acido acético e compostos furanicos.

Segundo a Tabela 7, a condicdo referente ao ensaio de nimero 1 do planejamento
fatorial removeu o maior teor de 4cido acético e 5S-HMF, enquanto que a maior quantidade
removida de furfural ocorreu no ensaio de nimero 13. Entretanto, em alguns ensaios nao houve
a remog¢do, mas sim o aumento na concentragdo de acido acético, 5-HMF e furfural. Este
aumento na concentragdo dos compostos possivelmente ocorreu devido a concentracdo do
hidrolisado por evaporacdo, pois foi observado pequena perda de volume do HHBP, assim
como no caso dos compostos fendlicos. Sobretudo, é importante considerar que no caso do
acido acético e compostos furdnicos, suas concentracdes no HHBP sdo relativamente inferiores,
comparado ao teor dos fendlicos totais. Além disto, pequenas quantidades de furfural podem
favorecer a producao de xilitol, como ocorreu no caso da levedura Candida magnoliae, em que
a adicdo de 0,3 g/L de furfural no meio semidefinido contendo xilose como fonte de carbono
resultou no aumento de 11% da produtividade volumétrica de xilitol (Qp) comparado a
fermentacdo controle, sem furfural (WANNAWILALI et al., 2017).

E importante ressaltar que, para cada experimento realizado em fungéo do planejamento
fatorial desenhado (item 4.5), foi empregado o mesmo lote de HHBP concentrado e entdo
submetido a alteracdo de pH antes do contato com a biomassa seca de C. guilliermondii.
Portanto, a Tabela 8 apresenta a concentracao média do teor de compostos fenélicos do HHBP

nos experimentos realizados no planejamento fatorial, em fun¢do da alteragdo de pH.

Tabela 8 - Concentracdo média de compostos fendlicos, dcido acético, 5S-HMF e furfural presentes
no HHBP, em func¢ao da alteracdo de pH do hidrolisado realizadas antes das destoxificacdes.

Concentracao média (g/L)

Composto pH7 pH 2 pH 8
Compostos fendlicos 9,4440,85* 9,51+0,56 9,18+0,58
Acido acético 7,39+0,88 6,68+1,24 8,64+1,81
5-HMF 0,46+0,11 0,47+0,08 0,38+0,03
Furfural 0,15+0,03 0,16+0,02 0,15+0,02

* os valores acima referem-se & médiatdesvio padrio.
Fonte: Autoria Prépria.
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Para cada ensaio de destoxificacdo realizado, elevou-se o pH do HHBP para 7, visando
a neutralizac@o do acido sulftrico proveniente da hidrdlise com 4cido. Na Tabela 8, verifica-se
a média na concentra¢do de compostos toxicos de todos os ensaios realizados. Apds a etapa de
neutraliza¢do, o pH do hidrolisado foi decrescido para 2 ou elevado para 8, dependendo da
condic¢do referente ao planejamento fatorial. Assim, observa-se que a mudanca no pH de 7 para
8 ou 2 ndo ocasionou em grandes diferencas na concentracdo de compostos fendlicos e
furinicos, e acido acético.

A partir dos dados da Tabela 7, foram elaborados diagramas de Pareto (Figura 12) para
a andlise dos efeitos das varidveis sobre o teor de dcido acético e compostos furanicos no HHBP

em funcdo das destoxificacdes realizadas.

Figura 12 - Diagramas de Pareto com efeitos estimados para a reducio no teor de acido acético (A),
5-HMF (B), e furfural (C) obtidos nos experimentos de destoxificacdo realizados empregando a
biomassa seca de Candida guilliermondii no HHBP.
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Na Figura 12A, o diagrama de Pareto indica que no caso da remogdo do 4cido acético,
as varidveis temperatura e tempo apresentaram efeitos significativos, além de interacdes que
ocorreram entre algumas varidveis. Nesta figura observa-se que o aumento da temperatura de
30 para 60 °C afetou negativamente a remog¢ado deste 4cido. Também foi observado por Zhang
et al. (2016) que a reducdo do 4cido acético, a partir do emprego de estruturas metais-
inorganicas, diminuiu conforme aumento na temperatura de 5 para 45 °C. A partir destes
resultados € possivel pressupor que a adsor¢cao deste acido € exotérmica uma vez que nao
necessita de temperaturas elevadas. O tempo de contato também apresentou efeito negativo, ou
seja, o tempo de 24 h ndo favoreceu a remocdo do 4cido acético, corroborando com os dados
obtidos por Zhang, em que o tempo de equilibrio da adsor¢c@o do dcido acético ocorreu em 6 h.
Entretanto, a combinac¢io do tempo no maior nivel com a maior propor¢cdo de biomassa (5%)
resultou no efeito positivo para a remocgdo deste dcido, conforme interacdo ilustrada na Figura
12A. O maior nivel de tempo empregado no presente trabalho foi de 24 h, e algumas pesquisas
indicam que no caso do uso do carvao ativado na adsor¢do deste dcido, o tempo de contato
suficiente para atingir o equilibrio de adsor¢do € cerca de 30 minutos (MARTON et al., 2006;
BERHE; JEEVAN; LIJALEM, 2015). Houve também uma intera¢do positiva entre a propor¢ao
de biomassa seca e a temperatura, indicando que os maiores niveis removeram a maior
quantidade de dcido acético no HHBP.

A respeito da Figura 12B, € possivel observar que nenhuma varidvel testada no presente
estudo apresentou efeitos significativos para a remog¢do de 5-HMF. Nao foram encontrados
padrdes para o comportamento deste composto em fun¢do da adsor¢do com biomassa seca de
levedura, sendo necessdrio realizar mais estudos para investigar se de fato estas varidveis
testadas nao apresentam efeitos significativos.

Os efeitos estimados para o composto furfural estdo apresentados na Figura 12C, sendo
que as varidveis temperatura, pH e propor¢do de biomassa seca apresentaram significancia.
Com relagdo a temperatura, interessantemente, para todos os diagramas de Pareto apresentados,
esta foi a varidvel que, isoladamente, apresentou efeito negativo na remog¢do de todos os
compostos. Portanto, a maxima temperatura empregada no presente trabalho (60 °C) ndo se
mostra como favorédvel no caso da destoxificacdo de hidrolisados hemicelul6sicos empregando
biomassa seca de C. guilliermondii FT1 20037. No estudo realizado em 2014 por Cuevas e
colaboradores, a remocgao do furfural em soluc@o aquosa foi testada empregando carvao ativado
o favorecimento da remog¢do do furfural ocorreu a 25 °C, independente das concentracdes de
carvao testadas. Entretanto, Marton et al. (2006) relata que a maior remoc¢ao dos compostos

toxicos do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana por carvao ocorreu a 60 °C. A
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diferenca de comportamento pode ser explicada devido ao fato de que hidrolisados sdo meios
complexos, que apresentam uma grande diversidade de compostos, os quais podem interagir
quando hd mudangas nas condicdes experimentais.

A interagdo entre temperatura e propor¢ao de biomassa seca e HHBP, assim como no
caso do dcido acético, exerceram efeito positivo no remog¢do de furfural. Outros efeitos
positivos demonstrados na Figura 12C, que removeram o maior teor de furfural foi a propor¢ao
de biomassa seca (5% m/v), interacdes entre temperatura e tempo, entre tempo e proporgao e
entre propor¢do € pH. O pH exerceu efeito negativo, o que significa que em meio acido a
remog¢do do furfural foi superior. Esta € uma molécula que apresenta polaridade devido a
presenca de grupos hidroxila e cetona (Lomba et al., 2014) e em diferentes niveis de pH seu
comportamento e estabilidade podem ser afetados.

Para todas as varidveis resposta avaliadas, o modelo de primeira ordem ndo se
mostrou satisfatério, com baixos valores de R? (menor que 0,7), que procedeu também a um
teste de curvatura. Esta foi significativa em todos os casos, indicando que um modelo de
ordem superior poderia explicar melhor a variabilidade dos resultados experimentais. Neste
caso, visando a otimizacdo do processo, estudos futuros deverdo ser realizados visando a

composi¢io de modelos quadraticos.

5.3.3 Efeito das destoxificacoes com relagcdo aos teores de glicose, xilose e arabinose

Apos as destoxificacdes do HHBP realizadas, observou-se que houve alteragdes nas
concentracoes de todos os compostos avaliados, inclusive dos agicares. Neste caso, a Figura
13 apresenta, em porcentagem, a perda e/ou ganho de xilose, glicose e arabinose em fungao
das destoxificacdes realizadas segundo planejamento fatorial 2* com triplicata no ponto

central.
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Figura 13 - Perda ou ganho dos agucares glicose (M), xilose (M) e arabinose (M), apés
destoxificagdes do HHBP em funcio do planejamento fatorial 2* com triplicata no ponto central.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A partir da Figura 13, pode-se notar que em alguns ensaios houve a perda de agicares
e em outros, houve o aumento de sua concentracio. E importante ressaltar que a perda de
acucares na destoxificacao de hidrolisados hemiceluldsicos visando a bioproducao de xilitol,
¢ indesejada, uma vez que tais acucares, principalmente a xilose, sdo assimilados pela
levedura. No caso do aumento na concentracao, é possivel que a perda de volume do HHBP
por evaporagdo possa ter concentrado o contetido de acticares, assim como ocorreu para 0s
compostos toxicos (compostos fendlicos e furanicos e acido acético).

Na Figura 13 € possivel observar que o agicar no qual houve perda na maior
quantidade de ensaios foi a glicose, enquanto que a arabinose foi o acticar com menor perda.
A literatura nao reporta estudos envolvendo a adsor¢do de agucares por células microbianas.
Porém diferentes estratégias de destoxificacdo de hidrolisados hemiceluldsicos como
emprego de carvao ativado, resinas de troca idnica, tratamentos alcalinos, relatam a perda
de agucares (WICKRAMASINGHE; GRZENIA, 2008). Por exemplo, ao empregar resinas
houve perda de 11 a 43,6% de glicose, sendo que a xilose para este caso ndo foi afetada.
(VILLARREAL et al.,, 2006). Assim como Arruda et al. (2008) encontrou que a
destoxifica¢do do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana por adsor¢do com carvao
ativado removeu em maior quantidade a glicose em relagao a xilose.

Foram elaborados diagramas de Pareto para avaliar quais varidveis testadas

apresentaram efeitos significativos na perda de acticares do HBBP (Figura 14).
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Figura 14 - Diagramas de Pareto com efeitos estimados com relagdo a perda dos actcares xilose
(A), glicose (B), e arabinose (C) obtidos nos experimentos de destoxificagdo empregando biomassa
seca de C. guilliermondii no HHBP.
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Os diagramas de Pareto ilustrados na Figura 14 apresentam a significancia dos efeitos
considerando a perda de acucares. Para todos os agucares avaliados (glicose, xilose e
arabinose) a temperatura foi a varidvel que apresentou efeito significativo e positivo,
indicando que em temperaturas maiores, a perda destes acucares é reduzida. Assim como foi
encontrado para Santos, Marton e Felipe (2014), no qual a perda de actcares foi evitada a
partir do aumento da temperatura, s6 que neste caso a mixima temperatura empregada foi
de 35°C.

No caso da xilose (Figura 14A), somente a varidvel temperatura foi significativa,
enquanto que no caso da glicose (Figura 14B), houve uma interacao de efeito positivo entre
temperatura e tempo, ou seja, a combinagdo destas varidveis nos maiores niveis, resulta na

menor perda de agucares. Ja para a arabinose (Figura 14C), houve efeito negativo para a
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interacdo entre temperatura e propor¢ao de biomassa seca, indicando que a menor perda de
aclicares ocorre ao empregar concomitantemente a maior temperatura (60 °C) com a menor

propor¢ao de biomassa seca (1%), ou vice-versa.

5.4 Destoxificacao do hidrolisado hemiceluldsico da mistura de bagaco e palha de cana
com carvao vegetal ativado

Como experimento controle, foi realizada a destoxificagdo do HHBP com carvao
ativado, baseada na metodologia descrita por Marton et al. (2006). Tal metodologia consiste
em elevar o pH do HHBP a 7 para neutralizacdo do 4cido sulfdrico presente neste, seguido
do decréscimo do pH para 2,5 e adi¢do do carvao ativado (1% m/v). Esta metodologia
removeu 40,3% dos compostos fendlicos, 6% de acido acético, 14,3% de furfural, 26,9% de
5-HMF. Além disso, houve a perda de acticares do hidrolisado, 12% de xilose, 14% de
glicose e 8% de arabinose, presentes no hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagaco e
palha de cana. O emprego do carvdao ativado na destoxificagdo de hidrolisados
hemicelul6sicos de biomassas lignoceluldsicas € amplamente empregada nas pesquisas para
a producdo de xilitol, tendo sido encontrado remog¢do de fendlicos de 27% para palha de
arroz (MUSSATTO; ROBERTO, 2001), 76% para bagaco (MARTON et al., 2006) e 53%
para a palha (HERNANDEZ-PEREZ, 2015) de cana-de-agicar.

5.5 Teste de fermentabilidade do hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagaco e
palha de cana-de-aciicar destoxificado com biomassa seca de Candida guilliermondii
FTI 20037

Considerando o objetivo de reduzir o teor de compostos téxicos do HHBP,
principalmente de compostos fendlicos, para seu emprego na producio biotecnoldgica de
xilitol por C. guilliermondii FT1 20037, nesta etapa, posterior a destoxificagdo, € avaliada a
fermentabilidade do HHBP destoxificado com a biomassa seca de C. guilliermondii. Para
tanto, a escolha das condi¢des de destoxificagdo do hidrolisado baseou-se nas condi¢des
experimentais as quais resultaram em reduc¢iao do maior teor de compostos fendlicos, a qual
foi 27%. Tais condi¢des foram a proporcdo da biomassa seca: HHBP de 5 %, pH do
hidrolisado igual a 2, 30 °C, durante 24 h, sob agitacdo de 100 rpm, correspondente ao ensaio
ntimero 7 do planejamento fatorial 2* com triplicata no ponto central. Também foi realizado
o experimento controle, a partir do HHBP destoxificado com carvao ativado (Marton et al.,

2006).
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A partir da Figura 15 observa-se o perfil de consumo por C. guilliermondii dos
acucares xilose, glicose e arabinose, presentes no hidrolisado em funcio da destoxificacdo

deste com biomassa seca ou por carvao ativado.

Figura 15 - Consumo de xilose (A ), arabinose (®) e glicose (@) por C. guilliermondii FT1 20037

durante fermentacdo em HHBP destoxificado com biomassa seca de C. guilliermondii (---) ou carvao
ativado (—).

Xilose, glicose e arabinose (g/L)

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (h)

Fonte: Autoria prépria.

A partir da Figura 15, observa-se que independente da condi¢do de tratamento do
HHBP, o consumo de xilose foi superior a 80% em ambas fermentacoes, sendo maximo na
fermentacdo com hidrolisado destoxificado com carvdo (89%), enquanto que para o
hidrolisado destoxificado com biomassa seca de C. guilliermondii, o consumo de xilose foi
80, 2%. O consumo de xilose superior a 80% € também reportado por outros autores em
pesquisas com esta mesma levedura (HERNANDEZ—PEREZ; ARRUDA; FELIPE, 2016,
UNREAN; KETSUB, 2018, ARRUDA et al., 2017). Possivelmente, a assimilacdo da xilose
foi inferior no hidrolisado destoxificado com biomassa seca de levedura devido a maior
concentragcdo de compostos fendlicos nesta fermentacdo (6 g/L), comparado a concentragdo
no hidrolisado destoxificado com carvao (4 g/L). A presenca de compostos fendlicos no
meio pode dificultar o transporte de substratos e inativar a atividade enzimdtica em vias
metabdlicas importantes para a levedura (MONLAU et al., 2014; LIN et al., 2015).

Ainda assim hda casos os quais a xilose pode ser completamente assimilada por C.
guilliermondii, mesmo na presenca de compostos téxicos, como na fermentacio em

hidrolisado hemicelulésico de colza contendo 40 g/LL de xilose, a levedura consumiu
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completamente esta pentose em 48h de fermentagdo (LOPEZ-LINARES et al., 2018). Outro
fator a ser considerado no metabolismo da xilose é a taxa entre agucares: nitrogénio,
fundamental para a efici€éncia do processo fermentativo, sendo que a suplementacdo com
(NH4)2SO4 pode favorecer o consumo desta pentose e o crescimento celular (UNREAN;
KETSUB, 2018). Além da xilose, outro agicar presente no HHBP, porém em menor
quantidade, € a glicose, que conforme demonstrado na Figura 15 nota-se uma semelhanca
de comportamento para ambos os tratamentos de destoxificacdo empregados. Segundo Su et
al. (2013), a glicose € o acucar preferencial dos microrganismos, € sua presenga no meio
pode induzir a repressdo catabdlica em relagdo a outros agucares presentes. Tal fato foi
evidenciado por Tizazu e Moholkar (2018), no qual a assimilag¢do da xilose por C. tropicalis
foi desencadeada a partir do completo consumo da glicose, em hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco de cana. De fato, no presente trabalho, a glicose foi o primeiro monossacarideo a
ser completamente consumido, tanto na fermentacdo em HHBP destoxificado com biomassa
seca quanto com carvao ativado (controle). Por outro lado, em trabalho de Silva et al. (2004)
Foi constatado que a interferéncia da glicose sobre o consumo da xilose estd relacionada
com a propor¢ao entre estes dois agticares, sendo que para C. guilliermondii foi demonstrado
ser a proporcao de 1: 5 favordvel ao bioprocesso de producao de xilitol.

Com relagdo ao lento e parcial consumo da arabinose (Figura 15) nota-se que,
diferente ao encontrado para a xilose, que o favorecimento deste ocorreu na fermentacdo do
HHBP destoxificado com biomassa seca. Além disso, em ambas fermentacdes, foi
observado que seu consumo ocorreu a partir das 46h de fermentacao, apds a exaustdo da
xilose no meio. Este comportamento também foi constatado em outros trabalhos
empregando a mesma levedura, cultivada em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana,
como na pesquisa de Rodrigues et al. (2006), no qual a arabinose foi 26,8% consumida,
enquanto que Rodrigues et al. (2003), constataram que o consumo desta pentose foi de
16,7%. O baixo consumo de arabinose por C. guilliermondii em hidrolisado hemicelulésicos
de outras biomassas ¢ comum e reportado por diversos autores (MATEO et al., 2014;
ARRUDA et al., 2017; LOPEZ-LINARES et al., 2018) e supde-se que tal comportamento
se deve a auséncia de vias catabdlicas eficientes ou completas para a arabinose
(KNOSHAUG et al., 2009).

No presente trabalho, observou-se que durante as fermentacdes, além do consumo
dos acgucares, houve também a assimilagdo dos compostos fendlicos. A Figura 16 apresenta
a concentragdo dos compostos fendlicos durante as fermentacdes em HHBP destoxificado

com biomassa seca de C. guilliermondii ou com carvao ativado.



70

Figura 16 - Concentragdo de compostos fendlicos presente no HHBP destoxificado com biomassa
seca de C. guilliermondii (M) ou carvao ativado (M) durante as fermentacdes nestes hidrolisados.
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Fonte: Autoria propria.

Embora seja relatado na literatura a acao inibitéria dos compostos fendlicos sobre o
metabolismo microbiano, dependendo de sua concentracdo, é possivel observar na Figura
16 que independente da destoxificacdo do hidrolisado com carvdo ou biomassa seca de
levedura, este composto teve sua concentracao reduzida em 24,8 e 32,3%, respectivamente.
Este fato pode indicar que compostos fendlicos podem ser metabolizados por esta levedura,
conforme ja relatado por Cortez e Roberto (2010). Interessantemente, o teor destes
compostos decresceu somente nas primeiras 22h das fermentacOes, coincidente ao
esgotamento da glicose, ndo sendo observado redu¢do da sua concentracdo a partir deste
tempo. Segundo Arruda (2011), foi constatado em trabalho com hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco de cana, no qual continha 14,7 g/L de fendlicos, a assimilacdo de 2,1 g/L deste
composto por C. guilliermondii.

O metabolismo destes acucares pela levedura € direcionado para a formagdo de
biomassa celular, assim como de compostos, a exemplo do xilitol, a partir da xilose e
arabinose, e o etanol a partir da glicose (BARBOSA et al., 1988; HAHN-HAGERDAL et
al., 1994; GRANSTROM; IZUMORI; LEISOLA, 2007). Durante as fermentagcdes em
HHBP destoxificado com biomassa seca de C. guilliermondii ou com carvao ativado, houve

a formacao dos produtos acima mencionados (Figura 17).
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Figura 17 - Producdo de xilitol (A ), biomassa (®) e etanol (@) por C. guilliermondii FTI1 20037 em
HHBP destoxificado com biomassa seca de C. guilliermondii (---) ou carvao vegetal ativado (—).
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Fonte: Autoria prépria.

Verifica-se a partir da Figura 17, que a levedura C. guilliermondii foi capaz de
produzir xilitol independente das condicdes de destoxificacdo do hidrolisado empregadas.
Ao final das fermentagdes, o maior teor de xilitol (34,14 g/L) foi obtido na fermentagdo
controle (HHBP destoxificado com carvao), sendo que na fermentacio em HHBP
destoxificado com biomassa seca de levedura, foi produzido 29,45 g/L de xilitol.
Possivelmente, o maior teor de xilitol na destoxificagdo com carvao se deve ao
favorecimento do consumo de xilose nestas condi¢des conforme apresentado.

Ainda a respeito da Figura 17, o pico de xilitol foi atingido em 46h,
concomitantemente com o pico de consumo de xilose, da mesma forma como relatado por
Tizazu e Moholkar (2018). Foi reportado por Hernandez-Pérez (2015) que C. guilliermondii
produziu cerca de 37,9 g/L de xilitol em hidrolisado hemicelulésico de palha, valor
semelhante ao encontrado no presente trabalho. O cultivo desta espécie no hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana (em reator de 18L), resultou em cerca de 37 g/L de xilitol
(ARRUDA et al., 2017). Além do aproveitamento dos subprodutos da cana, a produgdo de
xilitol por esta levedura também foi reportada em hidrolisados hemicelulésicos de diversas
biomassas lignoceluldésicas e com diferentes metodologias de destoxificagdo, como:
emprego de resinas de troca idnica, solventes organicos, precipitacdo (VALLEJOS et al.,
2016; LOPEZ-LINARES et al., 2018), porém ndo foi encontrado pesquisas empregando

microrganismos invidveis na destoxificacao de hidrolisados.
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Quanto a producao de etanol, ilustrada na Figura 17, o grafico indica que até 46h, o
teor deste encontra-se similar para o uso de carvdo quanto da biomassa seca de levedura,
sendo que na fermentacdo com biomassa seca foi produzido 4,5g/L e quanto com carvao foi
4,8 g/L. Também € possivel observar neste grafico o declinio do etanol apds 46 h em ambas
fermentacgdes, o que pode indicar que este produto foi consumido pela levedura, uma vez
que a concentracdo de agucares neste momento encontrava-se escassa. Resultado similar
também foi relatado por Hernandez-Pérez (2015), durante fermentagdo em hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana, a maior produgdo de etanol por C. guilliermondii foi de
7,58 g/L, sendo observado que a maior taxa de produgdo ocorreu entre 8 e 24h.

Também € apresentado na Figura 17 a producdo de biomassa celular nas
fermentagdes dos hidrolisados destoxificado com biomassa seca ou com carvao ativado.
Nesta figura, observa-se que as concentragdes da biomassa celular permaneceram similares
nas duas fermentacdes até o tempo 46h, sendo que apds este tempo, o teor de biomassa
celular foi superior na fermentacdo em HHBP destoxificado com biomassa seca de C.
guilliermondii (16,13 g/L). Considerando que os produtos finais da degradacdo dos
compostos fenolicos leva a obtencdo de succinato e acetil-CoA (FRITSCHE;
HOFRICHTER, 2005), e que na fermentacdo em HHBP destoxificado com levedura seca o
consumo de fendlicos foi maior do que o experimento com carvao, estes produtos de
degradacdo sdo intermediérios do ciclo do acido citrico e sdo direcionados para a producao
de ATP e consequente aumento da concentracao da biomassa celular.

Com relagdo a producdo de xilitol em funcdo da destoxificagdo com biomassa seca
ou carvao, nota-se a partir dos parametros fermentativos na Figura 18 que o hidrolisado
destoxificado com biomassa seca favoreceu o fator de conversdo de xilose em xilitol.
Figura 18 - Fator de conversao de xilose a xilitol, Yps (A) e produtividade volumétrica de xilitol Q,

(B), durante as fermentacdes com C. guilliermondii em HHBP destoxificado com biomassa seca de
C. guilliermondii (M) ou destoxificado com carvao ativado (H).
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Segundo a Figura 18, nota-se que o fator de conversao de xilose a xilitol (Ypss) em
todos os tempos (22, 46 e 70h) foi superior na fermentacdo realizada com HHBP
destoxificado com biomassa seca de C. guilliermondii quando comparado a fermentag¢do
controle (hidrolisado destoxificado com carvdo ativado). O valor maximo do fator de
conversao foi atingido em 46h para ambas fermentagdes, e no caso do HHBP destoxificado
com biomassa seca de levedura, o valor de Ypss neste tempo foi 0,79 g/g. Segundo Barbosa
et al. (1988), o valor tedrico maximo para o fator de conversao de xilose a xilitol € 0,917 g/g,
caso o cofator reduzido (NADPH) seja completamente regenerado na via das pentoses
fosfato, uma vez que este cofator € requerido pela enzima xilose redutase para a conversao
da xilose a xilitol. Lépez-Linares et al. (2018) afirmam que ndo é recomendado a remog¢ao
completa de compostos téxicos do hidrolisado hemiceluldsico (compostos fendlicos, acido
acético e furanos), pois poucas quantidades destes toxicos podem acelerar a conversdo de
xilose a xilitol por C. guilliermondii.

Apesar do fator de conversao de xilose a xilitol (Ypss) ser superior no hidrolisado
destoxificado com biomassa seca, os valores de produtividade volumétrica (Qp) foram
superiores com o uso do carvado, sendo este maximo (Qp= 0,628 g/L/h), enquanto com
biomassa seca foi o Ypss de 0,790 g/g. Concomitante ao tempo que foi atingido o méximo
consumo de xilose com o uso do carvao, encontra-se também o maior valor de produtividade,

o que foi em 46h.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho foi demonstrado a possibilidade do aproveitamento da biomassa
seca de Candida guilliermondii FT1 20037, residual de processos fermentativos, como
agente destoxificante do hidrolisado hemiceluldsico da mistura de bagaco e palha de cana-
de-aguicar. Evidenciou-se a redu¢do no teor dos compostos téxicos fendlicos totais, acido
acético e furfural.

Constatou-se a utilizacdo do hidrolisado hemiceluldsico da mistura de bagaco e palha
de cana destoxificado com biomassa seca de C. guilliermondii proveniente do cultivo neste
mesmo hidrolisado, como meio de fermentacio para a bioconversao de xilose em xilitol por
esta mesma levedura. Destaca-se que houve um favorecimento do fator de conversdo de
xilose a xilitol quando empregado o hidrolisado hemiceluldsico da mistura de bagaco e palha
de cana destoxificado com a biomassa seca da levedura em comparaciao com o tratado com
carvao ativado.

Considerando ser este trabalho inovador, os resultados sdo promissores e a
possibilidade de se estabelecer melhores condicdes para o aumento dos parametros
fermentativos, a proposta do aproveitamento da biomassa seca de C. guilliermondii como
agente destoxificante no bioprocesso de producdo de xilitol se apresenta como alternativa

viavel.



75

7 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Com os resultados obtidos, trabalhos futuros podem ser realizados visando
aprimoramento da destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico da mistura de bagaco e

palha de cana-de-agicar com biomassa seca de Candida guilliermondii FT1 20037:

Avaliar o efeito da adsor¢@o da biomassa seca de Candida guilliermondii FT120037

sobre os compostos toxicos isoladamente, a partir do preparo de solugdo aquosa.

e Empregar somente a parede celular de C. guilliermondii FT1 20037, ou utilizar suas
células imobilizadas para avaliar a eficicia na remo¢do de compostos fendlicos e
outros toxicos do hidrolisado hemiceluldsico da mistura de bagaco e palha de cana-

de-agucar.

e Explorar outras varidveis que possam interferir no processo de adsor¢ao da biomassa
seca de C. guilliermondii FTI 20037 sob os compostos téxicos presentes no

hidrolisado hemiceluldsico e assim elaborar um modelo de superficie de resposta.

e Avaliar a possibilidade do reciclo da biomassa seca de C. guilliermondii FT1 20037,
por meio da dessorcdo, visando a destoxificacdo de diversos lotes de hidrolisado

hemiceluldsico.
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