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RESUMO

SANTOS, H.T.L. Avaliacdo da producdo de xilitol a partir da palha de arroz
empregando leveduras termotolerantes. 2015. 129p. Tese (Doutorado em Ciéncias)
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2015.

O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar o potencial de linhagens
termotolerantes da espécie Kluyveromyces marxianus para producdo de xilitol a partir do
hidrolisado hemiceluldsico de palha de arroz. Foi também objetivo deste trabalho estabelecer
condigdes de tratamento alcalino diluido (desacetilagdo) previamente ao processo de hidrolise
acida da palha de arroz com vistas & obtengdo de um hidrolisado com menor toxicidade. Numa
primeira etapa do trabalho, foram avaliadas 4 cepas de K.marxianus (Y-6860, Y-6373, Y- 265
e Y-8287) quanto a producédo de xilitol em meio semidefinido variando a temperatura de 30 a
40 °C. Com base nos resultados obtidos, foi selecionada a linhagem Y-6373, que apresentou
0s maiores valores de conversdo de xilose em xilitol (Yeis = 0,70 g/g) e produtividade
volumétrica (Qr = 0,60 g/L.h) na temperatura de 40 °C. Esta linhagem foi entdo utilizada
nos ensaios fermentativos a partir dos hidrolisados obtidos. Para obtencdo do hidrolisado
hemiceluldsico, a palha de arroz foi primeiramente submetida a um tratamento alcalino, em
escala de frascos Erlenmeyer, onde se avaliou o efeito da temperatura (50 - 70 °C) e da
carga de NaOH (20 - 80 mg/g de biomassa) sobre a remocao de grupos acetil. De acordo
com o modelo obtido, a méxima remocao de acetil (97,2 £ 3,4%) pdde ser alcancada
empregando 70 °C; 80 mg de NaOH /g de palha por 45 min. Nestas condi¢des do processo,
0 modelo previu remocgbes de lignina e de cinzas de 41,3 £ 4,3 e 62,3 + 5,3%,
respectivamente, sem perda significativa das fracGes acucaradas. Em maior escala (reator
de 50L), o tratamento alcalino mostrou resultados de remocdo de acetil proximos aos
previstos pelo modelo. Com a palha desacetilada, foram entdo realizados ensaios de
hidrolise &cida variando a concentracdo de H2S0a4 (0,5 - 1,5% m/v) e tempo de residéncia
(30 - 90 min) visando estabelecer as condi¢es que maximizem a eficiéncia de hidrélise da
hemicelulose (EHH). Nas condicdes otimizadas, (H2SO4 1,0% m/v e 85 minutos) foi
alcancada uma EHH de 75% em frascos e de 76% em reator. Os resultados referentes a
fermentabilidade do hidrolisado empregando a K. marxinuas Y-6373 demonstraram que
independentemente da suplementacdo nutricional, a conversdo de xilose em xilitol foi
elevada ~ 0,87 g/g e superior a obtida em meio semidefinido contendo apenas xilose como
fonte de carbono, porém os valores de produtividade volumétrica foram cerca de 6,5 vezes
inferiores ~ 0,13 g/L.h, devido a baixa eficiéncia de utilizacdo da xilose (Xc) ~ 20%, ap6s
72 h de cultivo. A fermentabilidade dos hidrolisados foi melhorada ap6s o procedimento de
destoxificacdo e os resultados variaram com o método empregado. Os melhores resultados
foram obtidos em hidrolisado tratado com CaO (Yes= 0,74 g/g; Qp = 0,32 g/L.h e Xc
=92%). Neste trabalho, foi também demonstrado o efeito repressivo da glicose sobre a
assimilacdo e conversdo da xilose em xilitol por K. marxianus, uma vez que em meio
semidefinido simulando as concentracdes de xilose e glicose presentes no hidrolisado, 0s
valores de Xc e Ypsis foram reduzidos em torno de 40%. De uma forma geral, conclui-se
que a linhagem de K. marxianus selecionada neste estudo, apresenta grande potencial para
a producdo de xilitol em elevadas temperaturas, porém sdo ainda necessarios estudos para
otimizar as condicGes de producéo de xilitol a partir de hidrolisados hemiceluldsicos.

Palavras-chave: Kluyveromyces marxianus. Palha de arroz. Desacetilagdo.
Destoxificacdo. Xilitol.



ABSTRACT

SANTOS, H.T.L. Evaluation of xylitol production from rice straw using
thermotolerant yeast. 2015. 129p. Thesis (Doctor of Science), Escola de Engenharia de
Lorena, Universidade de Séo Paulo, Lorena, 2015.

In this work the potential of thermotolerant strains of Kluyveromyces marxianus to produce
xylitol from rice straw hemicellulosic hydrolyzed was evaluated. In addition, were also
established conditions of diluted alkaline treatment (deacetylation) previously to the
process of rice straw acid hydrolysis, aiming to decrease the toxicity of the hydrolysate .
Initially, four yeast strains of K.marxianus (Y-6860, Y-6373, Y-2265 e Y-8287) were
evaluated regarding to the xylitol production in a semi-defined medium, varying the
temperature from 30 to 40 °C. From these results, the strain Y-6373 was selected, due to
high values of xylose conversion into xylitol (Yeis = 0.70 g/g) and volumetric productivity
(Qp=0.60 g/L.h) at 40°C. This strain was thus used in the fermentative tests employing the
hemicellulosic hydrolysate obtained. The hemicellulosic hydrolysate of rice straw was
prepared in two steps; firstly the rice straw was submitted to the alkaline treatment, which
was carried out in Erlenmeyer flasks scale. In these experiments, the effects of temperature
from 50 to 70 °C and NaOH load from 20 to 80 mg/g biomass on the removal of acetyl
groups were evaluated. According to the model obtained, the maximum acetyl removal
(97.2 £3.4%) could be achieved by employing 70 °C; 80 mg of NaOH/g of straw during 45
minutes. Under these conditions, the model predicted lignin and ashes removals of
41.3+4.3 and 62.3+5.3%, respectively, without significant loss of sugars. On a large scale
(reactor of 50L), the alkaline treatment showed outcomes of acetyl removal near the ones
predicted by the model. After, the deacetylating straw was submitted to acid hydrolysis
process, varying the H2SO4 concentration from 0.5 to 1.5% wi/v, and the residence time
from 30 to 90 minutes, aiming to stablish the conditions that maximize the efficiency of
hemicellulose hydrolysis (EHH). Under optimized conditions, (H2SO4 1.0% wi/v and 85
minutes) 75% EHH was achieved in Erlenmeyers flasks and 76% in reactor. As regarding
the hydrolysate fermentability employing K. marxinuas Y-6373, the results showed that,
regardless of the nutritional supplementation, the conversion of xylose into xylitol was
high ~ 0.87 g/g and superior in relation to the one obtained at a semidefined medium
containing only xylose as a carbon source. Nevertheless, the values ofvolumetric
productivity were approximately 6.5 times inferior ~ 0.13 g/L.h, due to the lowefficiency
of xylose consumption (Xc) ~ 20%, after 72h of cultivation. The hydrolysate
fermentability was improved after detoxification and the results varied with the method
employed. The best results were obtained on hydrolysate treated with CaO (Yris= 0.74 g/g;
Qr=0.32 g/L.h and Xc = 92%). The glucose effect was further examined in semi-defined
medium. The results showed that xylose assimilation and xylitol production by K.
marxianus was repressed by glucose, since in a semi-defined media simulating the
concentrations of xylose/glucose found in the hydrolyzed, the values of Xc e Yeris were
reduced in approximately 40%. Based on the results, was concluded that the strain of K.
marxianus selected on this study, presents a great potential to produce xylitol at elevated
temperatures. However, studies are still necessary to optimize the conditions of this
bioconversion from the hemicellulosic hydrolysate.

Keywords: Kluyveromyces marxianus. Rice straw. Deacetylation. Detoxification. Xylitol.
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p : Nivel de significancia
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais culturalmente agricola, o que faz com que este setor seja
desenvolvido economicamente, sendo competitivo em ambito internacional. Como
consequéncia sdo geradas grandes quantidades de subprodutos agricolas como bagaco de
cana-de- acucar, palha de arroz, sabugo de milho e tantos outros que possuem baixo valor
comercial, o que torna atrativo seu uso na obtencdo de produtos mais nobres. Esses
subprodutos por serem de natureza lignoceluldsica, ou seja, basicamente constituidos por
celulose, hemicelulose e lignina precisam ser despolimerizados por processos quimicos
e/ou enzimaticos para que 0s agucares existentes nesses materiais possam ser utilizados em
bioprocessos. E sabido que, durante o processo de hidrolise quimica sdo gerados
compostos considerados toxicos aos micro-organismos como, por exemplo, produtos de
degradacdo dos acucares (furfural e hidroximetilfurfural), produtos de degradacdo da
lignina (compostos aromaticos) e outros diversos compostos organicos (acido acético e
terpenos) que podem comprometer a eficiéncia do bioprocesso. Cada tipo de composto
pode atuar de forma diferente na estrutura celular, sendo a concentracdo minima inibitoria
de cada composto dependente do tipo de micro-organismo e das condi¢fes do processo. O
acido acético, por exemplo, que é considerado, em geral, como um potente inibidor do
metabolismo microbiano, atua comprometendo a producdo de energia das células o que
diminui sua eficiéncia metabdlica. Sendo assim, tratamentos prévios da biomassa visando
diminuir a geracdo desses compostos, assim como procedimentos de destoxificagdo dos
hidrolisados obtidos, sdo estratégias uteis para melhorar a eficiéncia e a produtividade das
bioconversoes.

Em processos biotecnoldgicos, as fracGes acucaradas dos materiais lignocelulésicos
podem ser utilizadas como substrato para obtencdo de diversos produtos com alto valor de
mercado fazendo com que estas fracGes, juntamente com a lignina, sejam integralmente
aproveitadas. Dentre os diversos produtos que podem ser obtidos a partir destes materiais,
o xilitol se destaca por apresentar aplicacdes em diversos setores industriais, além de servir
de base para obtencdo de derivados através de reacdes quimicas. O xilitol € um composto
que pode ser chamado de acUcar-alcool, em funcdo da sua estrutura quimica e por
apresentar caracteristica organoléptica doce. Apresenta propriedades anticariogénicas,
além de poder ser indicado na alimentacdo de diabéticos e auxiliar no tratamento contra
osteoporose. Sua producdo comercial iniciou-se na Finlandia onde foi obtido através da

reducdo catalitica da xilose na presenca de catalisadores a altas temperaturas, sendo
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atualmente a principal via de obtencdo deste produto. Apesar de uma rota bem
estabelecida, o processo quimico de conversdo de xilose em Xxilitol apresenta baixos
rendimentos (em torno de 50%), e emprega condicdes drasticas de temperatura e pressao
(135 °C, 40 atm). Em funcdo dessas desvantagens, uma alternativa de obtencdo do xilitol é
através do processo biotecnoldgico utilizando micro-organismos, uma vez que essas
reacOes sdo realizadas sob condi¢cdes brandas e ndo ha necessidade do uso de catalisadores
inorganicos.

Muitos micro-organismos séo capazes de utilizar xilose como fonte de carbono para
a producdo de xilitol, sendo as leveduras, especialmente as do género Candida o modelo
biol6gico mais estudado. Apesar dos bons resultados obtidos com Candida sp, leveduras
deste género ndo apresentam caracteristicas de termotoleréncia, o que tem sido apontado
como um aspecto importante a ser considerado do ponto de vista industrial, uma vez que
em altas temperaturas o indice de contaminag@o do processo € menor, além de ndo precisar
utilizar operagdes para resfriamento do processo. Além disso, as leveduras produtoras de
xilitol pertencentes a este género nao apresentam status GRAS (Generally Recognized As
Safe) pelo FDA (Food and Drugs Administration), o que € uma classificacdo interessante
para obtencdo de produtos com aplicacdo nas industrias de alimentos e farmacéutica.
Dentro deste contexto, estudos recentes tém sido focados para a selecdo de leveduras
termotolerantes (naturais ou geneticamente modificadas), especialmente espécies de
Kluyveromyces marxianus, as quais exibem clasificagdo GRAS, ou seja, ndo apresentam
riscos de toxicidade e patogenicidade a satde humana.

O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar o potencial de linhagens
termotolerantes da espécie Kluyveromyces marxianus para producdo de xilitol a partir do
hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz. Foi também objetivo deste trabalho
estabelecer condi¢cdes de tratamento alcalino diluido (desacetilacdo) previamente ao
processo de hidrolise acida da palha de arroz com vistas a obtencdo de um hidrolisado com
menor toxicidade. Cabe ressaltar que essa estratégia de desacetilacdo da palha de arroz,
juntamente com a utilizacdo de uma levedura termotolerante classificada como GRAS para
obtencdo de xilitol, faz com que esse trabalho apresente carater inovador, contribuindo
com informagdes relevantes sobre esta bioconversdo utilizando hidrolisados

hemiceluldsicos de biomassa vegetal.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biomassa Lignocelulésica

Muitos processos agroindustriais geram subprodutos lignocelulésicos ao longo da
sua cadeia produtiva que quando ndo recebem um tratamento adequado acabam
contribuindo para o aumento do impacto ambiental. Esses materiais lignoceluldsicos séo
constituidos principalmente por trés componentes: celulose, hemicelulose e lignina
(DRAPCHO; NHUAN; WALKER, 2008) os quais estdo organizados no material vegetal
de forma a constituir uma rede. A representagdo dos principais constituintes
lignoceluldsicos da biomassa vegetal esta na Figura 2.1.

Figura 2.1. Representacdo esquematica dos principais constituintes lignocelulésicos da
biomassa vegetal.

CELULOSE

LIGNINA

HEMICELULOSE

Fonte: Adaptado de Boudet et al. (2003)

A celulose é o polimero de aclUcar mais abundante da Terra e esta presente em cerca
de 50% da composi¢cdo biomassa vegetal (FENGEL; WEGENER, 1989). Segundo HON
(2011) a celulose é constituida por um homopolimero linear formado por unidades de D-
glicose, ligados entre si por ligagdes glicosidicas do tipo B(1->4). Devido a elevada
quantidade de unidades de glicose em cada cadeia (~15000), a celulose é um dos
polissacarideos mais longos ja conhecidos. De acordo com Zhang e Lynd (2004) os

residuos alternados de glicose possuem um giro de 180°, o que juntamente com as ligagdes
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de hidrogénio intra e intermolecular conferem elevada cristalinidade a estrutura celuldsica.
Na Figura 2.2 esta apresentada a cadeia de glicose formando unidades de celulose atraves
de ligagao glicosidica B(1->4).

Figura 2.2. Cadeia de celulose formada por unidade de glicose através de ligacao
glicosidica B(1->4) (A) e ligacdo de hidrogénio (pontilhado) inter e intramolecular
presentes na celulose (B)

HOH
~._Ho )\ )
oH
O H HDH
unidade de celulose

Fonte: Adaptado de Dutta e Pal (2014)

De acordo com Habibi; Lucia e Rojas (2010) e Fengel e Wegener, (1989), a
celulose esta presente nos vegetais na forma de conjuntos de fibras. A hierarquia
morfologica é definida por fibrilas elementares que quando se unem formam unidades
maiores chamadas de microfibrilas, as quais se agrupam dando origem as fibras de

celulose, como apresentado na Figura 2.3.
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Figura 2.3. Arranjo de fibrilas, microfibrilas e celulose na parede celular dos vegetais.

Parede celular

Célula vegetal
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Celulose

Fonte: Adaptado de MHHE (2015)

A hemicelulose é depois da celulose, o biopolimero mais abundante na natureza, e
corresponde de 15 a 35% da composicdo biomassa vegetal (JIANG et al., 2014). Esta
fracdo é formada por um heteropolimero amorfo, ramificado cuja composicao pode variar
de acordo com a natureza do vegetal (GIRIO et al., 2010). A hemicelulose geralmente é
dividida em trés grupos principais: (iymananas, (ii) xiloglucanas e (iii) xilanas

As mananas estdo presentes, por exemplo, em madeiras duras. Este polimero
consiste de um esqueleto de manose ou glicose ligadas entre si por ligagdes glicosidicas do
tipo B (1->4), com residuo de galactose substituida na posicdo 6 desses acucares
(galactoglucomanana , Figura 2.4). Em alguns grupos vegetais a manana pode ser conter
grupos acetil na posicdo C2 e C3, sendo classificado como O-acetil-galactoglucomanana
(GIRIO et al., 2010)

As xiloglicanas, conforme ilustrado na Figura 2.5, estdo presentes em
dicotileddneas (Ex: feijdo, amendoim). Este polimero € constituido por uma cadeia
principal de glicose ligado entre si através de ligagdo glicosidicas do tipo p (1->4), com
residuos de a-D-xilose ligados ao carbono 6 dos mondmeros da cadeia principal. Os
residuos de xilose presentes nesse polimero estdo ligados a cadeia principal em blocos,
classificados como [X-X-X-G], ou seja, para cada unidade de glicose “G” ndo substituida,
as trés unidades seguintes estdo ligadas & xilose “X” (EBRINGEROVA, 2006)



22

Figura 2.4. Estrutura parcial da molécula de galactomanana.
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Fonte: Adaptado de Ebringerovéa (2006)

Figura 2.5. Estrutura priméria do polimero D-xiloglicana.
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Fonte: Adaptado de Ebringerova (2006)
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As xilanas sdo grupos que apresentam diversos subgrupos como as
glucuronoxilanas, arabinoxilanas, arabinoglucuronoxilanas (EBRINGEROVA, 2006). As
glucuronoxilanas (4-O-metilglucuronoxilana), como apresentada na Figura 2.6, estdo
presentes na parede secundaria de dicotileddneas e em madeiras duras (GIRIO et al.,
2010). Segundo Ebringerova (2006), as glucuronoxilanas sdo polimeros constituidos de
residuos de a-D-xilose ligados entre si através de ligagdes glicosidicas do tipo B (12>4) e
com residuos de acido glucurdnico a cada dez residuos de xilose por ligagdes glicosidicas
do tipo a(1->2), podendo ainda ser acetilada nos carbonos 2 ou 3 do residuo dessa pentose
(EBRINGEROVA; HEINZE, 2000; GIRIO et al., 2010)

Figura 2.6. Estrutura parcial da molécula de glucuronoxilana.

COOH
0 a ~
Me Hﬁ___ {J\
OH
~__~%  Ho wp ~ -0 HO xﬂi& s
P e [T e
HD\/%}/‘D\Z":\.,D/ OHGV%}/DH‘Z‘"\\D 0

Fonte: Adaptado de Ebringerovéa (2006)

A hemicelulose do tipo arabinoglucuronoxilana ou arabinoxilana, conforme
estruturas mostradas nas Figuras 2.7 e 2.8, respectivamente, estdo presentes na parede
celular de diversos cereais e gramineas, grupo este que inclui a palha de arroz (GIRIO et
al., 2010) Estes polimeros possuem em comum o0 esqueleto principal constituido por
xilose, com residuos de arabinose ligados lateralmente a cadeia, por ligacdes glicosidicas
do tipo o (123) e a(1>2), respectivamente. Além disso, ambas as estruturas possuem
residuos de grupos acetil ligados aos carbonos 2 e 3. No entanto, a arabinoglucuronoxilana
também apresenta em sua cadeia grupos de &cido glucordnico, através de ligagdes
glicosidicas do tipo a(1>2) (PENG et al., 2012; EBRINGEROVA; HEINZE, 2000;
GIRIO et al., 2010)
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Figura 2.7. Estrutura parcial da molécula de arabinoglucuronoxilana acetilada com
residuos de arabinose e acido glucorénico na cadeia lateral.

Gupo acetil Arabinose

Acido Glucurénico

Fonte: Adaptado de Chavez, Bull e Eyzaguirre (2006)

Figura 2.8. Estrutura parcial da molécula de arabinoxilana com residuos de arabinose na
cadeia lateral

OH o
wow
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@
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Fonte: Adaptado de Ebringerova (2006)

Um aspecto importante das arabinoxilanas e arabinoglucuronoxilanas é a presenca
de acidos hidroxicinamicos (acido ferdlico e acido p-cumarico), 0s quais estdo
esterificados em O-5 do residuo de arabinose. Tal ocorréncia desses &cidos ndo é
observada em outras variedades de hemicelulose (EBRINGEROVA; HEINZE, 2000)
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Em funcdo da sua ramificacdo, a hemicelulose apresenta propriedades fisicas
diferentes da celulose, e, portanto pode ser removida mais facilmente da matriz
lignoceluldsica e de maneira seletiva (EBRINGEROVA , 2006)

A lignina é o terceiro maior polimero natural da biomassa vegetal (BURANOV;
MAZZA, 2002). Este polimero é uma macromolécula de conformacdo amorfa constituida
de unidades fendlicas e seus derivados tendo como precursores trés alcoois aromaticos
(monolignais): alcool p-cumaril, &lcool coniferil e alcool sinapil. Estes alcoois originam
respectivamente os compostos p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), como
demonstrado na Figura 2.9 e Figura 2.10, respetivamente (FENGEL; WEGENER, 1989;
LEWIS; YAMAMOTO, 1990). Durante a biossintese da lignina, existe o acoplamento
desses trés grupos criando um unico polimero, porém com estruturas diferentes para cada
espécie de vegetal. Geralmente em madeiras, a lignina é formada por unidades de guaiacil
e siringil, enquanto em gramineas a lignina é constituida das trés unidades (H, G, S) em
diferentes propor¢des(LAPIERRE; ROLANDO; POLLET, 1995).

De acordo com Billa, Koukios e Monties (1998), na palha de arroz as unidades de
monolignol H, G e S estdo presentes nas proporc¢des de 15, 45 e 40%, respectivamente e,

por isso sdo chamadas de lignina p-hidroxifenil-guaiacil-siringil.

Figura 2.9.Estrutura geral dos principais monoligndis presentes em gramineas: (1) alcool
p-cumaril; (2) alcool coniferil; (3) alcool sinpail

1. R;=R,=H
2. R,=0CH,; R,=H
3. R,=R,=0CH;

Fonte: Adaptado de Buranov e Mazza, 2002
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Figura 2.10. Compostos arométicos produzidos a partir dos monoglicois p-cumaril, &lcool
coniferil e &lcool sinapil, respectivamente.

1
6 2
5 3
2 OCHy  CHg0 OCHg
OH OH OH
p-hidroxifend (H) uaiacil (G) siringil (S)

Fonte: Adaptado de Lewis e Yamamoto (1990)

Outro aspecto importante da lignina de gramineas € a sua ligacdo com a
hemicelulose através dos acidos hidroxicinamicos, especialmente acido ferulico (acido 4-
hidroxi-3-metoxicindmico - AF) e o acido p-cumarico (acido 4-hidroxicinamico - APC)
(SUN et al.,2002). Esses acidos desempenham um papel importante na estrutura do
vegetal, especificamente na integridade da parede celular, uma vez que estes impedem o
ataque de patogenos (FAULDS; WILLIAMSON, 1999; WENDE; FRY, 1997;
EBRINGEROVA, 2006).

O conteudo dos acidos hidroxicinamicos, assim como sua composicao é dependente
da morfologia, localizacdo e o estagio de diferenciacdo do vegetal (SUN et al.,2002).
Segundo Faulds e Williamson (1999). Ferulico é o &cido mais abundante dentro do grupo
dos acidos hidroxicindmicos (que contém também os caféico, sinaptico, p-cumarico).
Como algumas dessas moléculas sdo bifuncionais (acido carboxilico ou fenol), suas
ligacGes na estrutura do vegetal podem ser do tipo éster ou éter. As ligacbes do tipo éster
normalmente ocorrem no O-5 do residuo de arabinose (arabinoxilana) ou 4-O do residuo
de xilose (xiloglicana), enquanto que a ligacdo éter ocorre entre o carbono o do monoglicol
da lignina com o C-4 do anel benzénico do acido hidroxicinamicos (geralmente acido
feralico), formando um complexo lignina/fendlico/carboidrato, (SUN et al.,2002). Ainda
segundo o autor Sun et al. (2002), o &cido feralico funciona como ponte de ligagéo entre a

lignina e a porgéo de carboidrato, permitindo a incorporacdo desse material com as fragoes
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polissacarideas e servindo de sitios de iniciacdo da lignificacdo da parede celular durante o
crescimento do vegetal. Ja o &cido p-cumarico permanece apenas com ligacdo éster apos a
lignificacdo. A Figura 2.11 exemplifica o complexo lignina/fenol/carboidrato presente na
palha de trigo.

Figura 2.11.Complexo lignina/fendlico/carboidrato presente em palha de trigo

Fragmento fenolico Fragmento de carboidrato

OH

Ligacdo labil em
meio alcalino

Ligacdo labil
meio acido

em

Fragmento de lignina

Fonte: Adaptado de Sun et al. (2002)

De acordo com Harvey e Hartley (1986) as ligacdes éster e éter em palha de trigo
ocorrem ao longo do esqueleto polissacarideo sendo o acido p-cumarico esterificado a cada
31 residuos de arabinose, enquanto o acido ferulico é esterificado a cada 15 residuos da
mesma pentose. Além dos compostos como o0s &cidos hidroxicinamicos, que possuem
aplicac@es industriais como antioxidantes (TORRE et al., 2008), a lignina, apesar de baixo
valor de mercado, tem potencial para servir como matéria-prima para obtencédo de vanilina,
acido ferdlico, vinil guaiacol e lignanas (dimeros de monoligndis) opticamente ativas,
tendo alto valor de mercado (FAULDS E WILLIAMSON, 1999).

A celulose, hemicelulose e lignina ndo apresentam as mesmas proporcdes dentro
dos materiais lignocelulésicos e essas diferencas sdo inerentes a natureza da biomassa. Na
Tabela 2.1 sumariza alguns materiais lignoceluldsicos com suas respectivas quantidades de

celulose, hemicelulose e lignina.
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Tabela 2.1. Materiais lignoceluldsicos e suas respectivas porcentagens dos principais

constituintes estruturais

Materiais Celulose  Hemicelulose  Lignina A
lignocelul6sicos* (%) (%) (%) Rk
Palha de Trigo
43,3 31,7 17,3 Sun et al., 2015
Bagaco de cana de acUcar 45,0 25,8 19,1 Canilha et al., 2011
Palha de arroz 43,4 22,9 17,2 Roberto, Mussatto e
Rodrigues, 2003
Casca de soja 40,0 26,0 9,0 Cassales et al., 2011
Bagaco de malte 16,8 28,4 27,0 Mussatto, Dragone e
Roberto, 2007
Palha de sorgo 35,9 26,0 nf Paris; Cardoso et al.,

2014

*A soma das porcentagens ndo resulta no material integral; (nf) ndo informado.

Considerando que os materiais lignocelulésicos sdo fontes potenciais de polimeros
de acucar e de lignina, os quais podem servir de base para producdo de energia, assim
como para obtencdo de produtos quimicos utilizados pela sociedade (MAITY, 2015), o
processamento destes materiais dentro de um contexto de biorrefinarias tem sido

explorado.

2.2. Biorrefinarias

Segundo The National Renewable Energy Laboratory (NREL) biorrefinaria é uma
indlstria que integra equipamentos e processos de conversao de biomassa para producao
de combustiveis, energia e quimicos (NREL, 2009)

Fazer uso de fontes alternativas como biomassa, para producdo de energia de
maneira sustentavel é requisito obrigatorio para conseguir manter as demandas atuais da
humanidade e diminuir a emissdo de gas carbbnico na atmosfera (PARIS; CARDOSO,
2014; AMIDON; LIU, 2009)
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De acordo com a Agéncia Internacional de Energia (IEA), atualmente 55,9% da
energia utilizada no mundo € proveniente de combustiveis fosseis (petroleo e gas natural),

como pode ser visto na Figura 2.12 (IEA, 2014).

Figura 2.12. Distribuigdo das fontes de energia no cenario mundial

Eletricidde
18.1% Outros

Biocombustiveis }
12.4% Carvio

Oleo

Gas Natural 40.7%

15.2%

Fonte :Adaptado de IEA (2014)

Assim como o petroleo, as biomassas tém potencialidades enormes para fornecer
todas as formas Uteis de energias necessarias (eletricidade, calor e combustiveis), além de
produtos quimicos organicos e polimeros (MAITY, 2015). As biomassas (para refinarias)
podem ser divididas em trés categorias, de acordo com a sua natureza quimica (ALONSO;
BOND; DUMESIC, 2010).

1) Materiais Triglicérides: Vegetais oleaginosos como mamona e macauba, gordura
animal, 6leo residual de vegetais e 6leo de microalgas;

2) Material amilaceos e sacarineos: Vegetais amilaceos como milho, trigo, aveia e
sacarineos como cana de agucar, sorgo sacarineo e beterraba sacarinea;

3) Material lignocelulésico: Palhas e bagagos de diferentes biomassas vegetais e

gramineas.
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As biomassas lignoceluldsicas provenientes do setor agroindustrial como bagaco de
cana de acuUcar, casca de trigo, palha de arroz e sabugo de milho, por ndo possuirem alto
valor de mercado, podem ser utilizadas como matérias primas para obtencdo de produtos
mais valorizados comercialmente, (BAYRACKI; KOCAR, 2014; GURAGAIN et al,,
2011; VOHRA et al., 2014).

Em 2004, o Laborat6rio Nacional no Noroeste do Pacifico (PNNL) juntamente com
NREL langaram uma lista com mais de trezentas moléculas que podem ser produzidas a
partir de biomassas seguindo os moldes da refinaria petroquimica. Dentro deste contexto,
foram construidos blocos incluindo varias moléculas precursoras de polimeros,
medicamentos e outros produtos de valor comercial. Em funcdo do grande nimero de
substancias, a lista foi reduzida para doze compostos (plataformas), tomando como base o
seu valor comercial como precursor e a complexidade quimica para obtencdo de outros
produtos (WERPY; PETERSEN, 2004). Na Figura 2.13 estdo ilustrados os 12 grupos de
moléculas biologicas selecionadas a partir de biomassa lignocelulésica sob o conceito de
biorrefinaria.

Essas plataformas quimicas obtidas a partir de biomassas lignocelulésicas sob o
ponto de vista de biorrefinaria (Figura 2.14) tém alto potencial de conversdo para diversos
produtos quimicos de base biologica de alto valor, sendo poliméricos ou ndo. A mudanca
de paradigma de plataforma quimica onde os precursores quimicos sdo provenientes de
hidrocarbonetos (base petroquimica) para plataformas quimicas de base biologica
altamente funcionalizada com oxigénio, ira gerar oportunidades para desenvolvimento
tecnoldgico, uma vez que atualmente as industrias ndo estdo aptas a utilizar essas novas
plataformas em seu processo industrial. O uso de produtos quimicos oxigenados dessas
plataformas de base bioldgica podera eliminar as necessidades de processos oxidativos de
capital intensivo utilizados nas industrias petroquimicas (BOZELL; PETERSENB, 2010)

O uso dos produtos de base biologica teve uma evolucdo significativa desde
lancamento da plataforma quimica, em 2004. Em funcéo desse progresso essa lista com as
12 plataformas quimicas foram alteradas para uma lista chamada "Top 10 + 4", onde novos
grupos foram identificados com base em critérios similares utilizados na lista criada em
2004 (BOZELL; PETERSENB, 2010). Esses compostos estdo representados na Tabela 2.2.



31

Figura 2.13. Plataforma quimica com os 12 grupos de moléculas bioldgicas selecionadas a
partir de biomassa lignoceluldsica sob o conceito de biorrefinaria.
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Figura 2.14. Potenciais rotas de uma biorrefinaria para materiais lignocelulésicos
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Tabela 2.2. Compostos inseridos na plataforma quimica reformulada “TOP 10 +4”
seguindo tendéncias do mercado e da evolucao tecnoldgica.

Etanol Furfural Glicerol e Derivados Acido Latico
5-HMF Acido Furano Isopreno Biohidrocarboneto
dicarboxilico
Acido Sorbitol Acido Succinico Acido
Levulinico hidroxipropandico
Xilitol Aldeido - -

hidroxipropandico

As Figuras 2.15 e 2.16 mostram exemplos de utilizagdo das fracdes, celulésica e

hemiceluldsica, respectivamente, a partir de biomassas lignocelulésicas.

Figura 2.15. Potencial quimico da conversdo da celulose. (DMTHF. 25 -
dimetiltetrahidrofurano, DMF: 2,5-dimetilfuranos, EMF: 5-etoximetil-2-furfural, HMF:
Hidroximetil furano, MF: metil furano, EL: Etil levulinico)
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Figura 2.16. Potenciais usos da fracdo hemicelulésica de materiais lignocelulésicos.
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De acordo com a literatura, o aproveitamento racional de biomassas
lignoceluldsicas, aléem da obtencéo de diversos compostos com valor comercial, contribui
para minimizacdo de residuos e podem servir de base para a producdo de combustivel para
transporte (ALONSO, BONDI, DUMESIC, 2010; DUTTA,PAL 2014).

No Brasil, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a
estimativa de producdo de grdos para o0 ano de 2015 é de 202,23 milhGes de toneladas,
sendo a cultura do arroz responsavel por 6,13% deste total. Ao longo da cadeia de
producdo do arroz, sdo gerados diferentes coprodutos como a palha, casca e farelo, dentro
0s quais a palha de arroz tem sido amplamente estudada como matéria prima para obtencao
de varios compostos tais como etanol (DIEP et al., 2015; SILVA; MUSSATTO,;
ROBERTO, 2010), xilitol (MAITY, 2015) e carvéo ativado (OH; PARK, 2002). De acordo
com Karimi, Kheradmandinia e Taherzadeh (2006) para cada quilograma do gréo de arroz
colhido, séo gerados de 1 a 1,5 Kg de palha. Considerando os dados da CONAB de 2015, a
quantidade de palha de arroz gerada em 2015 no Brasil pode ser estimada em 18 milhGes
toneladas.

Tendo em vista que os materiais lignocelul6sicos sdo compostos por complexos
polimeros heterogéneos de carboidratos, densamente envolvidos pela lignina, sua
utilizagdo em aplicagdes biotecnoldgicas requer uma separacdo seletiva destes

constituintes. A primeira etapa desta separacdo é o chamado pré-tratamento, onde
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diferentes métodos fisicos, quimicos e térmicos, assim como suas combinagdes, podem ser
empregados para promover a reducdo da cristalinidade da celulose, elevar a area
superficial da biomassa e remover a hemicelulose e/ou a lignina (BINOD et al., 2010).

Os métodos fisicos geralmente sdo empregados como uma etapa inicial dos
processos de fracionamento. Tratamentos fisicos como a moagem e trituracdo sdo
processos que tem por finalidade a reducéo do tamanho da particula, levando a redugéo da
cristalinidade da celulose e facilitando etapas posteriores de tratamentos quimicos e
enzimaticos (SUN; CHENG, 2002; BINOD et al., 2010).

Dentre os métodos fisico-quimicos de pré-tratamento de materiais lignocelulésicos,
a explosdo a vapor é o0 método mais estudado. Neste método, a biomassa é tratada com alta
pressdo de vapor saturado, e em seguida a pressdo € subitamente reduzida, submetendo o
material a uma descompressao explosiva, provocando reacfes de auto-hidrolises em que
parte da hemicelulose e da lignina s&o transformados em oligdmeros soluveis (SANCHEZ;
CARDONA, 2008). A explosdo com amonia e a explosdo com CO, sdo outros tipos de
pré-tratamento fisico-quimicos muito semelhantes a explosdo a vapor. Na explosdo com
amonia os materiais lignocelulosicos s@o expostos a aménia liquida a alta temperatura e
pressdo por um determinado periodo de tempo, e em seguida a pressdao é reduzida
rapidamente. Os mesmos principios se aplicam a explosdo com CO,, porém, neste
processo ocorre a formacdo de acido carbbnico, 0 que propicia 0 aumento da taxa de
hidrolise quando comparado com o uso de amdnia (SUN; CHENG, 2002).

Segundo Taherzadeh e Karimi (2007), dentre os métodos quimicos de pré-
tratamento empregados para a separacdo da hemicelulose dos materiais lignocelulésicos, a
hidrolise empregando acido diluido, € um dos mais estudados. Os processos empregam
principalmente H,SO,4, HCI ou HNO3; (CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010). De acordo
com Cardona, Quintero; e Paz (2010), o pré-tratamento com 4&cido sulfdrico diluido
apresenta baixo custo e boa eficiéncia na solubilizacdo da hemicelulose em aclcares
monoméricos, além de melhorar etapas posteriores de conversao da celulose.

Roberto e Mussatto (2003) estudaram o processo de hidrélise da palha de arroz com
acido sulfarico diluido. Neste estudo foram avaliados os efeitos da concentracdo de H,SO4
e tempo de reacdo sobre a seletividade da hidrolise dos acucares da hemicelulose (xilose e
arabinose), e a formagdo de subprodutos de reacdo (furfural, hidroximetilfurfural e &cido
acético). A condigdo 6tima de hidrolise encontrada proporcionou uma converséo de 77%

da hemicelulose, e uma relacdo de 5:1 entre as concentragdes de xilose e glicose. Karimi,
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Kheradmandinia e Taherzadeh (2006) investigaram a hidrdlise da palha de arroz por &cido
sulfarico diluido em um processo de dois estagios, para a separacao dos aglcares presentes
na hemicelulose e celulose. No primeiro estdgio buscou-se 0 méaximo rendimento dos
acucares da hemicelulose e no segundo estagio, 0s aclcares da celulose. Os resultados
mostram que na hidrélise da primeira fase foi possivel obter uma conversédo de 80 % da
hemicelulose, com apenas 25,8 % de conversdo da celulose. Enquanto que na segunda
fase, cerca de 47 % da celulose foi convertida a glicose.

2.3. XILITOL

2.3.1. Quimica do Xilitol

O xilitol (2R, 3R, 4S - pentano-1,2,3,4,5-pentol) € um composto organico
constituido por carbono, hidrogénio e oxigénio. Sua formula molecular € CsH1,0s, € seu
peso molecular € 152,5 g/mol. Sua estrutura é uma cadeia aberta (aciclica) com 5 grupos
hidroxilas, sendo cada uma delas ligada a um atomo de carbono, como representado na
Figura 2.17. O xilitol pertence a classe do alditois, que sdo polialcoois (polidis) de cadeia
aberta que possuem grupos hidroxilas provenientes de reacdes de reducdo de grupos
aldeido e/ou cetona. O alditol € uma classe especial dos alcoois (SOLOMONS, FRYHLE,
2006). A estrutura do xilitol foi avaliada por Angyl, Greeves e Mills (1974) que
verificaram através de estudos espectroscopicos que a molécula do xilitol apresenta uma

conformacéo espacial em zig-zag, semelhante aos hidrocarbonetos aciclicos.

Figura 2.17. Estrutura da molécula do xilitol com seus respectivos centros estereogénicos
e suas configuracdes espaciais. (R,S).

OH OH

HO

Fonte: Arquivo pessoal
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Por ser uma molécula polihidroxilada, este pentitol apresenta caracteristicas
importantes em sistemas bioldgicos. Por exemplo, a estrutura hidroxilada do xilitol,
principalmente em C2, C3 e C4, confere a ele capacidade de formar complexos organicos
(quelatos) com fons como o Ca®* (bivalentes) e fosfato, como ilustrado na Figura 2.18.
Esse quelato estabiliza os ions célcio na saliva humana, contribuindo para a uma menor
perda desse ion nos dentes. (MAKINEN, 2010). Além disso, a auséncia de grupo
carbonilicos na molécula do xilitol faz com que ele seja quimicamente menos reativo em
relacdo a muitos aglcares, 0 que € positivo, pois 0s acUcares carbonilados podem ser
convertidosem &cidos, favorecendo o aparecimento das caries (MAKINEN et al., 2011).

Figura 2.18. Solvatagdo do ion calcio por moléculas de &gua e moléculas e xilitol,
estabilizando sua perda.

N gy

Fonte: Adaptado de Makkinen (2010)

Segundo Hyvonen e Koivistoinen (1982), o calor de dissolucdo do xilitol (36,6
cal/g) é maior do que o de outros aglcares como o sorbitol (23,2 cal/g) e a sacarose (4,34
cal/g). A reacdo de dissolugdo do xilitol ¢ uma reagdo endotérmica (AH>0), requerendo
energia do meio para dissolver causando assim,quando ingerido,uma refrescancia bucal, o
que favorece seu uso em gomas de mascar.

O xilitol é um composto pouco caldrico (2,4 Kcal/g), possui elevado ponto de
ebulicdo (216 °C) e apresenta-se estavel a 120°C, ndo sendo caramelizado. Esse poliol por

ndo possuir grupos aldeidicos e nem cet6nicos ndo reage com aminoacidos presentes nos
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alimentos, reacdo conhecida como reacdo da Maillard. Dessa forma ndo provoca o
escurecimento quimico nos alimentos, que apesar de ser interessante sob o aspecto visual
dos alimentos pode diminuir o teor dos nutrientes dos mesmos, trazendo prejuizo
nutricional ao consumidor. (HYVONEN; KOIVISTOINEN; 1982).

2.3.2. Aplicagdes do Xilitol

O xilitol é um composto bastante versatil podendo ser empregado em varios setores
industriais (HYVONEN; KOIVISTOINEN, 1982). O xilitol € considerado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) um edulcorante que pode ser utilizado em
produtos farmacéuticos e alimenticios em “quantidade suficiente para obter o efeito
tecnologico necessario,” (quantum satis) assim descrito pela legislacdo (BRASIL, 2008).
Esse composto é wusado em dentifricios, enxanguantes bucais, cremes dentais,
medicamentos, alimentos e outros. Estudos realizados desde a década de 1970 revelam que
o xilitol apresenta propriedade anticariogénica. De acordo com Makinen et al. (1975)
células cariogénicas de Streptococcus mutans crescidas no meio de cultura do tipo
trypticase phytone (meio rico ndo seletivo) contendo glicose ou xilitol ou glicose/xilitol
tiveram influéncia no crescimento desta bactéria. Concentracoes de 2,5% (m/v) de xilitol
na presenca de 0,25% (m/v) de glicose foram capazes de retardar o crescimento celular. Os
autores constataram que baixas concentracdes de xilitol (até 55 mg/mL de meio de
crescimento) promoveram um aumento entre 60-80% da atividade polissacaridea,
responsavel pela formacéo do biofilme de adesé@o no dente.

Ishihara et al. (2012) realizaram um estudo com 56 pessoas onde foi oferecido
goma de mascar contendo xilitol (cerca de 4 g/dia, 3 vezes por dia) por 13 meses. Apds
esse periodo o mesmo grupo foi monitorado por mais 15 meses, mas sem uso de goma de
mascar contendo Xilitol. Foi constatado que durante os 13 meses com intervencao da goma
de mascar houve diminuicdo da populacdo da bactéria Streptococcus mutans de maneira
significativa. Além disso, constataram que no periodo seguinte de 15 meses, sem uso da
goma de mascar, niveis de Streptococcus mutans ainda continuavam baixos demonstrando
um efeito prolongado da acdo anticariogénica do xilitol. De acordo com LEE et al. (2011),
este efeito se deve a deficiéncia na producéo de biofilmes em fungéo da pouca atividade da
glicosiltransferase, enzima que contribui para a formagéo de polissacarideo constituinte do

biofilme.
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O xilitol também demonstrou acdo promissora na prevencdo do cancer bucal.
Uittamo et al. (2011) em seu trabalho utilizando micro-organismos do género Candida da
microbiota oral realizaram testes com meios de cultura constituidos por etanol, etanol-
glicose, etanol-frutose e etanol-xilitol onde obtiveram teores de acetaldeido apds a
incubagdo por 30 minutos a 37 °C. Foi verificado que o meio constituido apenas de etanol
gerou cerca de 250 UM de acetaldeido, enquanto o meio contendo etanol-xilitol produziu
cerca de 40 uM. De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (AIPC),
ligada a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), concentracdes acima de 100 uM de etanol
sdo capazes de produzir adducts, que sdo complexos constituidos por DNA ligado a
biomoléculas em que o DNA se altera perdendo a funcéo de divisdo, causando danos as
células (AIPC, 2012). Esse fenbmeno é apontado como a principal causa de cancer bucal
em alcdolatras por terem altas concentragdes de etanol na regido bucal.

O xilitol também esta relacionado com tratamento da otite média aguda (OMA).
Uhari et al, (1996) constatou em estudos com criancas de idade média de 5 anos a acdo do
xilitol contra OMA. Os autores verificaram que criancas que receberam chiclete com
xilitol (cerca de 8g / dia) diariamente pelo periodo de dois meses apresentaram menor
indice de OMA.

No metabolismo humano, o xilitol, diferentemente da glicose, ndo requer o
horménio insulina para ser metabolizado, podendo ser utilizado por diabéticos sem alterar
sua glicemia. Durante os estudos realizados por Valero et al. (2001), em pacientes
diabéticos ndo sépticos, os autores verificaram que solucdo constituida por glicose, frutose
e xilitol quando administrada via parenteral, diminuiu a necessidade de insulina em cerca
de 20%, quando comparada com administracdo via parenteral de solucdo de glicose.

Com relacdo a toxicidade do xilitol, Wang et al. (1973) observaram que a dose letal
(LDsp)em coelhos foi de 4 a 6 gramas de xilitol por quilo de animal, quando administrado
oralmente, enquanto em cdes a administracdo acima de 500 mg/kg de animal resultou em
toxicidade hepéatica (DUNAYER et al., 2006). Segundo Culbert et al. (1986), a ingestdo de
xilitol em humanos deve ser limitada a 60 g por dia, pois em quantidades maiores pode
acarretar em distUrbios gastrointestinais.

O uso de xilitol como aditivo em alimentos para consumo humano é autorizado
pelo FDA (Food and Drugs Administration) que, por sua vez, considera este poliol é um

composto do tipo GRAS (Generally Recognized As Safe).



40

2.3.3. Aspectos Metabdlicos da Producdo Biotecnoldgica de Xilitol

A producdo biotecnoldgica do xilitol pode ser realizada empregando diferentes
tipos de micro-organismos. Ha relatos na literatura sobre o uso fungos filamentosos como
Mucor sp e Fusarium oxysporum (PARAJO et al., 1998), Aspergillus (WITTENEEN et
al.,1994), bactérias como Corynebacterium glutamicum (SASAKI et al., 2010)
Enterobacter liquefaciens (YOSHITAKE et al., 1976), Escherichia coli (SUZUKI et
al.,1999), e leveduras (naturais ou recombinantes) como Saccharomyces cerevisiae (KIM
et al., 2012; LEE; RYU; SEO, 2000), Candida tropicalis (GUO et al., 2013), Candida
guilliermondii (CAMARGO et al., 2015) e Kluyveromyces marxianus (ZHANG et al.,
2013; LULU et al., 2013)Apesar da diversidade de micro-organismos, as leveduras sao
consideradas as melhores produtoras de xilitol (WINKELHAUSEN; KUZMANOVA,
1998).

A conversdo da xilose em xilitol em leveduras é realizada em duas etapas (Figura
2.19), sendo que a primeira se inicia logo apos a entrada da xilose na célula, quando entéo
esta pentose é catalisada pela xilose redutase (XR) (EC 1.1.1.2.1), geralmente dependente
de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatada reduzida (NADPH), gerando ao téermino
da reacdo uma nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatada oxidada (NADP™) e xilitol.
Nesse ponto o xilitol pode ser excretado ou ser convertido a xilulose pela enzima xilitol
desidrogenase (XDH) (EC 1.1.1.9), que geralmente é dependente NADP®. Essas duas
reacOes sdo consideradas limitantes no processo de bioconversdo da xilose a xilitol. A
xilulose € entdo fosforilada a xilulose-5-fosfato pela enzima xilulosequinase (EC 2.7.1.17)
que em seguida pode seguir para a via das pentoses fosfato sendo convertida a
gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato. Uma vez formado esses compostos, eles podem
ser metabolizados pela via glicolitica, gerando piruvato. Uma vez produzido piruvato, este
composto pode ser descarboxilado gerando etanol e gas carbdnico ou seguir para o ciclo do
acido tricarboxilico (WINKELHAUSEN, KUSMANOVA, 1998, CHEN et al., 2010).

A enzima xilose redutase pode apresentar especificidade pelo NADH ou NADPH,
dependendo do micro-organismo usado na bioconversdo. Yablochkova et al., (2003),
estudando diferentes leveduras produtoras de xilitol e de etanol a partir de xilose, incluindo
Kluyveromyces marxianus constataram que a atividade enzimatica da xilose redutase em K.
marxianus foi maior na presenca de NADPH do que na presenca de NADH, sendo

observados valores de 0,16 e 0,01 pmol/(min.mg de proteina), respectivamente, indicando
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a especificidade dessa enzima pelo NADPH. Ja a enzima xilitol desidrogenase demostrou
maior especificidade para 0 NAD"do que para o NADP”, sendo os valores da atividade
enzimatica para o NADP" inferiores a 0,01 pmol/(min.mg de proteina), enquanto que para
o NAD*foram observados valores de 0,04 pmol/(min.mg de proteina). O mesmo
comportamento foi relatado por Zhang et al. (2013) e Lulu et al. (2013), empregando

espécies Kluyveromyces marxianus.

Figura 2.19. Resumo das vias metabolicas da D-Glicose e D-Xilose em leveduras.
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Fonte: Adaptado de Yablochkova et al. (2003)

De acordo com a literatura, a conversdao de xilose em Xxilitol € um processo que
pode ser influenciada por diversos fatores como oxigenacdo, pH, temperatura, e tipo de
meio fermentativo devendo cada um deles ser analisado durante o bioprocesso. A
concentracdo de oxigénio, por exemplo, desempenha um papel relevante nesta
bioconverséo.

Estudos realizados por Yablochkova et al. (2004), empregando a levedura

Pachysolen tannophilus demonstraram diferenca nos valores dos fatores de converséo de



42

xilose em xilitol em funcdo de diferente taxas de oxigenacdo empregadas. Os autores
constataram que em meios fermentativos com taxa de oxigenacdo de 0, 5 e 140 mmol
O,/L.h, o micro-organismo alcancou valores de fatores de conversdo diferentes. Para
ambiente anaerdbio o valor do fator de conversdo de xilose em xilitol (Ypss) foi inferior a
0,01 g/g, o qual foi similar ao obtido em ambiente com 140 mmol O,/L.h. Por outro lado,
em ambiente com baixas taxas de oxigenacdo (5 mmol O,/L.h), o valor de Yps foi
aumentado para 0,16 g/g. Os autores atribuem os baixos valores de Yp;s em ambientes
anaerobios a baixa assimilacdo de xilose pela levedura, enquanto que em condicdes
aerdbias, a baixa conversao da xilose em xilitol se deve ao desvio do carbono para a
producéo de biomassa.

O efeito do nivel de aeracdo sobre a eficicia da transformacao de xilose em xilitol é
susceptivel a mudancas induzidas nas atividades da xilose redutase ligadas com NADPH e
NADH. O NADP", que é formado durante a producéo do xilitol pode ser reduzido no ciclo
das pentoses fosfato. A regeneracdo de NADH, durante a transformacdo do xilitol em
xilulose requer um aceptor de elétrons, cuja funcéo é exercida pelo oxigénio. De acordo
com esta hipotese, o fato da regeneracdo do NADH estar envolvida na fase inicial do
metabolismo da xilose, perturba o equilibrio entre NADPH e NAD" e conduz & formagio
de xilitol (YABLOCHKOVA et al., 2004).

Signori et al. (2014), avaliando o efeito da oxigenacdo sobre a fermentacdo de
xilose (20 g/L) por K. marxianus CBS712 demonstraram que as enzimas xilose redutase
(KmXR) e xilitol desidrogenase (KmXDH) apresentaram menor atividade com a
diminuicdo da oxigenacdo do meio (de 20,95 para 11% de oxigénio) o que favoreceu o
acumulo de xilitol. Segundo os autores, esta reducdo de atividade esta relacionada com a
assimilacdo da xilose que decresceu de 12 para 5,9 g/L quando a oxigenacdo diminuiu de
20,95 para 11%, respectivamente.

Em leveduras produtoras de xilitol os cofatores NADP* ¢ NAD" sdo regenerados
independentemente. Em condicGes aerdbias, NADH é completamente oxidado através da
cadeia respiratoria, enquanto em condicdes microaerébia e anaer6bia, o acumulo
intracelular de NADH, retarda e/ou bloqueia o catabolismo de xilose na fase de formacéo
de xilitol. Nas leveduras produtoras de etanol, no entanto, o0 NADH, que é produzido
durante a transformacdo do xilitol em xilulose, pode ser parcialmente regenerado pela
xilose redutase ligada ao NADH. Este ciclo de regeneracao adicional reduz o desequilibrio

entre NADH e NAD" e promove a fermentagdo de xilose a etanol. Com isso, a elevada
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atividade de NADH ligada a xilose redutase é favoradvel para a regeneracédo intracelular de

NADH e NAD" o que reduz a quantidade de xilitol produzido a partir de xilose.
Recentemente, Arora, Behera e Kumar (2015) discutiram algumas diferencas no

metabolismo de pentoses em leveduras termotolerantes, como a espécie K. marxianus,em

relagdo aos micro-organismos classificados como mesofilos (Figura 2.20).

Figura 2.20. Metabolismo de diferentes carboidratos em micro-organismos
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Fonte: Adaptado de Arora, Behera e Kumar (2015)

De acordo com os autores, em leveduras termotolerantes as pentoses (xilose e
arabinose) sdo metabolizadas pela via das pentoses fosfato, onde xilulose-5-fosfato é
epimerizada a ribulose-5-fosfato e posteriormente isomerizada a ribose-5-fosfato pela
enzima ferrodoxina oxidoredutase para producdo de NADPH. Os produtos da via das
pentoses fosfato sdo entdo canalizados para a via EMP (Embden-Meyerhof Parnas) nas
formas de frutose-6-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato, que através da conversao a piruvato
originam diferentes produtos de fermentacdo, tais como o etanol e acido acético. Em
leveduras termotolerantes, quando cultivadas em condi¢cbes de alta temperatura,

normalmente o acetaldeido produzido a partir do piruvato é convertido em &cido acético
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através da acetaldeido desidrogenase que reduz NADP* a NADPH. Segundo Signori et al.
(2014), os cofatores reduzidos gerados por esta via irdo contribuir com um maior
suprimento de NADPH para neutralizar as espécies reativas de oxigénio (ERO) que sdo
produzidas pelas células quando expostas sob condices estressantes, especialmente em
altas temperaturas.

2.3.4. Producdo de Xilitol em Hidrolisados Hemicelul6sicos:Principais Desafios

Os hidrolisados hemicelulésicos de biomassas vegetais tém sido usados como fonte
de carbono para producdo de xilitol hd décadas (RAFIQUL; MIMI SAKINAH, 2013),
porém ainda existem alguns desafios que precisam ser superados para aumentar a
eficiéncia e a produtividade deste bioprocesso. Normalmente, durante o processo de
hidrolise acida visando a obtencdo de hidrolisados hemicelulosicos, além das pentoses
(xilose e arabinose), sdo ainda solubilizadas pequenas quantidades de hexoses, tais como a
glicose. Sdo ainda gerados compostos quimicos, dentre os quais se encontram fendlicos de
baixa massa molar, que sdo provenientes da degradacdo da lignina, o furfural e
hidroximetilfurfural, que sdo formados pela desidratacdo das pentoses e hexoses,
respectivamente, e o acido acético, que é liberado no meio reacional a partir da quebra dos
grupos acetil que estdo ligados na cadeia de hemicelulose (MUSSATTO; ROBERTO,
2004). A presenca de glicose, pode causar repressao catabdlica (RODRUSSAMEE et al.,
2011), assim como a presenca de compostos quimicos, especialmente o acido acético
(RUGTHAWORN et al., 2014) pode inibir o metabolismo do micro-organismo.Tanto a
glicose, quanto os compostos inibidores, podem afetar a captacdo da xilose pela levedura
fazendo com que producdo de xilitol seja mais lenta, ou mesmo ineficiente.

Signori et al., (2014) ao cultivar a levedura K. marxianus CBS172 em meio
semidefinido contendo glicose (20 g/L) e xilose (20 g/L) sob diferentes condi¢bes de
temperatura e suprimento de oxigénio verificaram que, em todas as condi¢es oxigenacao
testadas, a velocidade de consumo de glicose foi superior a da xilose, sendo ainda maior na
tempertaura de 41 °C (20 vezes) do que a 30 °C (10 vezes). Em ambas as temperaturas, a
formacdo de xilitol somente foi observada no menor nivel de oxigénio avaliado,
apresentando um fator de rendimento similar (~ 0,77 g/g). Neste trabalho, foi ainda

mostrada uma correlagdo direta entre o decrescimo da eficiéncia de consumo de xilose com
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a diminuicdo das atividades especificas das duas principais enzimas (xilose redutase e
xilitol desidrogenase) envolvidas no seu catabolismo.

A inibi¢do do consumo de xilose por K. marxianus em meios contendo uma mistura
de glicose (20 g/L) e xilose (20 g/L) em diferentes condicbes de temperatura foi também
relatada por Rodrussamee et al., (2011). A velocidade de consumo de xilose foi
nitidamente reduzida com o aumento da temperatura de 30 para 45 °C, sendo ainda
observado um consumo sequencial da xilose na presenca de glicose. Segundo os autores,
na presenca de glicose, os transportadores de pentoses pela levedura séo inativados, e
como consequéncia a xilose é assimilada por difusdo, que € um processo mais lento.

Segundo Piotrowski et al., (2014), os mecanismos desenvolvidos pelos micro-
organismos para contornar os efeitos inibitérios desses compostos podem ser divididos em
trés categorias principais: (i) destoxificacdo, que consiste na conversdo de compostos
toxicos em outros com menor toxicidade para o micro-organismo, utilizando para isso
cofatores como NADH/NADPH, (ii) o efluxo, que consiste na remoc¢do de prétons do
interior do micro-organismo para o meio extracelular, fazendo uso de bombas localizadas
na membrana celular e consumo de ATP, e (iii) reparo que exige uma demanda de ATP e
outros elementos celulares em funcdo dos danos causados nas membranas, organelas e
outras estruturas celulares. Para diminuir os efeitos desses compostos gerados durante o
aumento da biomassa, diversos tipos de tratamento podem ser realizados ao longo do
processamento desse material até a obtencdo do hidrolisado a ser fermentado. A Figura
2.21 mostra de forma reduzida os principais mecanismos desenvolvidos pelos micro-

organismos para neutralizar os efeitos dos inibidores.
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Figura 2.21 Mecanismos utilizados pelas leveduras para neutralizar os efeitos dos
compostos inibidores.
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Fonte: Adaptado de Piotrowski et al. (2014).

Oliva et al. (2006) avaliaram o efeito de trés tipos de compostos: furfural (0 a 2
g/L), acido acético (0 a 10g/L) e catecdis (0 a 1g/L) sobre a fermentacdo de K. marxianus
CECT 10875 a 42 °C em meios semidefinidos contendo 30 g/L de glicose. Os autores
observaram que o furfural e o acido acético apresentam efeito negativo sobre a velocidade
especifica de crescimento da levedura, enquanto que os catecois nao influenciaram neste
parametro. Na concentracdo de 10 g/L de acido acético, a producédo de biomassa foi inibida
em 50 %. O efeito inibitorio do acido acetico sobre o crescimento de leveduras K.
marxianus foi estudado por Rugthaworn et al. (2014). Segundo os autores, o efeito
inibitorio do acido acético sobre o crescimento celular em cultivos realizados a 30°C
ocorreu a partir de 20 mM (1,2 g/L) deste &cido. Nesta concentracdo, a inibicaofoi de
aproximadamente 10 %, e aumentou para 40 % quando a concentracdo foi elevada para 60
mM (3,6 g/L). O efeito inibitério do acido acético foi ainda maior na temperatura de 42 °C,
onde se observou uma reducdo de 83 % no crescimento celular na presenca de 60 mM,

indicando que em temperaturas elevadas o efeito inibitério é potencializado.
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2.3.5. Principais Métodos de Destoxificagdo de Hidrolisados Hemiceluldsicos

A remoc¢do de inibidores metabdlicos tem sido apontada como uma etapa de
fundamental importancia para melhorar a fermentabilidade dos hidrolisados
hemicelulésicos por micro-organismos. Dentro deste contexto, varios tratamentos de
destoxificacdo baseados em métodos fisicos, quimicos ou biolégicos tém sido
desenvolvidos para minimizar o efeito destes compostos, sendo que a eficiéncia dos
métodos ira depender do tipo de biomassa, do método de hidrolise, e dos micro-
organismos utilizados (MUSSATTO; ROBERTO, 2004).

Os meétodos fisicos de destoxificacdo de hidrolisados hemiceluldsicos estdo
baseados nas diferencas de volatilidade dos inibidores presentes no meio. O processo de
evaporacdo a vacuo é um metodo fisico que reduz os niveis dos compostos volateis, tais
como o acido acético, furfural, hidroximetilfurfural (HMF), vanilina, que normalmente
estdo presentes nos hidrolisados acidos, contudo, este método também aumenta de forma
moderada a concentracdo de compostos ndo volateis, o que constitui uma desvantagem
dessa técnica (MUSSATTO; ROBERTO, 2004; CHANDEL et al., 2011).

Rodrigues et al. (2001) e Larsson et al. (1999) relataram remocdes > 90% de
furfural quando foi aplicado vacuo durante a concentracdo do hidrolisado de bagaco de
cana-de-agcucar e madeira, respectivamente. Geddes, Shanmugam e Ingram (2015)
observaram que o furfural foi completamente removido, enquanto que o &cido acético foi
reduzido em apenas 27%. Por outro lado, nos trabalhos de Yadav et al., (2011), foi
observada uma menor reducdo de furanos (30%) apds concentracdo a vacuo do hidrolisado
hemiceluldsico de palha de arroz. Estas diferencas se devem as condicdes do processo em
termos de temperatura e fator de concentragéo.

Os meétodos quimicos de destoxificacdo dos hidrolisados hemicelul6sicos se
baseiam na precipitacdo e/ou instabilidade de alguns compostos toxicos em determinado
valor de pH (MUSSATTO; ROBERTO, 2004; MARTINEZ et al.; 2000). Dentre os
métodos de quimicos mais utilizados estdo o processo de alcalinizacdo com diferentes tipos
de base (Ca0O), (CaOH), ou (NaOH) e o processo de adsor¢do com carvdo ativado ou
resina de troca ibnica (MUSSATTO; ROBERTO, 2004).

Chandel et al. (2007) realizaram tratamento de destoxificacdo do hidrolisado de
bagaco de cana-de-acUcar utilizando hidréxido de célcio Ca(OH),. O método consistiu em

elevar o pH do hidrolisado até 10 sob agitacdo vigorosa por 1 hora a temperatura ambiente.
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Este procedimento permitiu uma reducdo de 45,8% de furanos e 35,87% de compostos
fendlicos, e segundo os autores, a fermentabilidade do hidrolisado por Candida shehatae
NCIM 3501 foi significativamente aumentada.

Millati, Niklasson e Taherzadeh (2002) estudando diferentes condicGes de pH,
temperatura e tempo sobre a destoxificacdo do hidrolisado hemicelul6sico de madeira com
Ca(OH),verificaram que,independente da temperatura empregada, o tratamento do
hidrolisado por 20 horas em pH 12 foi capaz de remover >90% de furanos. No entanto,
nestas condicdes, foi também verificada uma perda acentuada nas concentracdes de D-
glicose (34%) e D-xilose (72%). Uma perda menos acentuada de acuUcares (~ 16%) foi
verificada por Martinez et al. (2000) empregando Ca(OH), para a destoxificacdo do
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana. O tratamento foi conduzido em pH 9,0, 60
°C por 30 min. Os autores atribuem este fen6meno as modificagcdes quimicas ocorridas nos
acucares em funcéo da presenca de ions calcio nas condicfes avaliadas.

Além da variacdo do pH, o emprego de carvdo ativado para destoxificacdo de
hidrolisados hemicelulésicos tem mostrado eficacia na remocdo de furanos e compostos
fendlicos, levando a melhores resultados nos subsequentes processos fermentativos.
(MUSSATTO; ROBERTO, 2004).

Mussatto e Roberto (2001) avaliaram diferentes propor¢cdes massicas entre
hidrolisado hemiceluldsico e carvao ativado sobre a remoc¢do de compostos fendlicos em
hidrolisado hemicelul6sico de palha de arroz. O melhor resultado (reducdo de 27% no teor
de compostos fenolicos) foi obtido utilizando a proporg¢édo 40 g de hidrolisado/g de carvao
ativado. Nestas condicOes, os parametros fermentativos de producdo de xilitol por Candida
guilliermondii FTI-20037 a partir do hidrolisado tratado foram similares aos obtidos em
meio semidefinido (Yp;s= 0,70 g/g e Qp = 0,60 g/L.h), demonstrando assim a eficiéncia do
método. O efeito da destoxificacdo do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana
combinando variacdo de pH com CaO e adsor¢do com carvao ativado sobre a producdo de
xilitol por Candida guilliermondii foi avaliado por. Arruda et al. (2008). Os autores
constataram uma remocao de 88% dos compostos fendlicos, em relacdo ao hidrolisado ndo
destoxificado, o que resultou em melhorias na fermentabilidade.

Os métodos bioldgicos de destoxificagdo utilizam micro-organismos e/ou enzimas
com capacidades de promover modificacbes na estrutura quimica dos compostos
inibidores, resultando em substancias de menor toxicidade (MUSSATTO; ROBERTO,

2004). Moreno et al. (2012) empregando enzima lacase para destoxificar a suspenséo de palha
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de milho obtida por explosdo a vapor, observaram reducfes de 70 até 100% nos teores de
compostos fendlicos, o que permitiu um ganho de 89% nos valores de produtividade
volumétrica em etanol empregando Kluyveromyces marxianus CECT 10875. A eficiéncia da
destoxificacdo bioldgica empregado a levedura Issatchenkia occidentalis CCTCC M 206097
em hidrolisados hemicelul6sicos obtidos de diferentes biomassas (casca de café, palha de
cana de agUcar e fibra de milho) foi estudada por Fonseca et al. (2011). Os autores
observaram que o nivel de remocdo do furfural pela levedura variou com o tipo de
hidrolisado, sendo encontrados valores de 76,6; 54 e 88%, respectivamente, nos
hidrolisados de casca de café, palha de cana de aglcar e fibra de milho. Além disso, esse
tratamento removeu 100% do &cido acético presente no hidrolisado de casca de café e fibra
de milho e 28% em palha de cana-de-agcucar. Em outro trabalho, Fonseca et al. (2013)
empregaram Saccharomyces cerevisiae como agente biologico para destoxificar o
hidrolisado hemiceluldsico de palha de arroz e de poda de oliveira. Os autores observaram
uma reducédo de 50 e 35% nos teores de furanos totais no hidrolisado de palha dearroz e de
poda de oliveira, respectivamente. Com este tratamento, foi possivel reduzir a toxicidadede
ambos os hidrolisados, a qual foi confirmada pelos ensaios de fermentabilidade com a

levedura Pichia stipitis.

2.4. Producéo de xilitol empregando Kluyveromyces marxianus

A levedura Kluyveromyces marxianus constitui uma espécie termotolerante com
uma longa historia de aplicacdo na fermentacdo de alimentos e devido a sua classificacao
GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FDA (Food and Drug Administration), é
considerado um micro-organismo seguro, 0 que permite sua aplicacdo, assim como seus
derivados em produtos alimenticios e farmacéuticos (FONSECA; HEINZLE;
WITTMANN; GOMBERT, 2008).

Espécies de K. marxianus sdo classificadas como respiro-fermentativa (LANE;
MORRISSEY, 2010) uma vez que, sdo capazes de obter energia tanto na presenca de
oxigénio (respiracdo), quanto na auséncia (fermentacdo). Sua descricdo € como Crabtree
negativa, ou seja, na presenca de oxigénio e alto teor de aclcar o metabolismo é
direcionado para via respiratoria, ndo é totalmente aceita devido a grande variabilidade de
cepas.

A importancia tecnoldgica da levedura K. marxianus esta também relacionada com
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sua capacidade de crescimento e fermentagdo em altas temperaturas, o que reduz o indice
de contaminacéo e dispensa operacgdes de resfriamento do processo, e consequentemente
diminui os custos operacionais (KUMAR et al. 2009).

O emprego de linhagens termotolerantes de K. marxianus na bioconverséo de xilose
em xilitol tem sido ainda pouco explorado na literatura, porém estudos recentes destacam o
potencial desta levedura como modelo biolégico em processos de bioconversdo a partir de
biomassas lignocelulésicas, devido a sua capacidade de assimilar diferentes tipos de
acucares, especialmente os constituintes dos hidrolisados de biomassas lignificadas, tais
como xilose, glicose, arabinose, manose, galactose e celobiose (RODRUSSAMEE et al.
2011).

Wilkins et al. (2008), avaliaram diferentes cepas de K .marxianus (IMB2, IMB4 e
IMB5) quanto a producéo de xilitol sob diferentes condi¢bes de temperaturas (40 e 45 °C)
e pH (4,5; 5,0 e 5,5) em ambiente anaerobio na presenca de 10 g/L de xilose. O melhor
resultado de conversdo de xilose em xilitol (Ygs = 0,25 g/g) foi obtido com a cepa IMB5
em pH 4,5 e 40 °C. Porém, na temperatura de 45 °C no mesmo valor de pH, a cepa IMB2
mostrou um melhor desempenho (Yps = 0,28 g/g). Com base nos baixos valores de
conversao obtidos, os autores sugerem a exploracdo de outras condi¢des de processo
visando melhorias nos resultados. Em outro estudo, Kumar et al. (2009) avaliou o efeito
concentracdo de xilose sobre a producdo de xilitol por Kluyveromyces sp IIPE453 na
temperatura de 50 °C e pH 5,0. A concentragdo maxima de xilitol produzida foi 11,5 g/L
em meio contendo 40 g/L de xilose, o que correspondeu a um fator de conversdo de
aproximadamente 0,57 g/g e produtividade volumétrica de 0,17 g/L.h.

Mueller et al., (2011), avaliando a producdo de xilitol por K. marxianus IMB2 em
meio contendo 50 g/L de xilose na temperatura de 40 °C, observaram uma producdo de
24,09 g/L ap6s 120 h (Yps=0,90 g/g e Qp = 0,24 g/L,h), porém a levedura apresentou um
ineficiente consumo de xilose (47,5%).

A capacidade de leveduras K. marxianus termotolerantes em assimilar xilose e
produzir xilitol a partir de hidrolisados hemicelulésicos de biomassa vegetal foi relatada
por Zhang et al. (2013). Neste estudo, foi empregado o hidrolisado hemicelul6sico de
sabugo de milho previamente destoxificado com uma combinacédo de tratamentos (CaO até
pH 10 e carvdo ativado) contendo xilose na concentracdo de ~26 g/L. Os resultados da
fermentacdo em hidrolisado foram comparados aos obtidos em meio semidefinido, e

segundo os autores, a linhagem recombinante YZB014 de K. marxianus foi capaz de
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produzir quantidades similares de xilitol (12,21 g/L) em ambos 0s meios na temperatura de
42 °C. Em outro trabalho, Albuquerque et al. (2015) investigando a producdo de xilitol por
K. marxianus CCA510 na temperatura de 30 °C em hidrolisado de bagaco de caju
destoxificado com carvao ativado contendo 35 g/L de xilose e 35 g/L constataram uma
baixa producdo de xilitol (6,7 g/L) apds 120 h, o que correspondeu a uma conversdo de
0,36 g/g e produtividade de 0,07 g/L.h.

A producéo de xilitol empregando globo.com cepas de Kluyveromyces marxianus
modificadas geneticamente foi relatada por Zhang et al. (2014). Segundo os autores, a cepa
YZJ015, sobre a qual foi mantido o gene da xilitol desidrogenase, mas com superexpressao
(4 copias) da xilose redutase foi capaz de produzir 35,6 g/L de xilitol, apds 24 h, em meio
contendo 50 g/L de xilose (96% de consumo) quando cultivada na temperatura de 42°C.
Nestas condicdes, o fator de conversdo de xilose em xilitol (Yps) e a produtividade
volumétrica (Qp) atingiram valores de 0,72 g/g e 1,48 g/L.h, respectivamente. Com o
aumento da concentracdo de xilose para 100 g/L, nesta mesma temperatura, a producao de
xilitol atingiu 71,46 g/L, o que resultou em um aumento na conversdo (Yps = 0,88 g/g)
sem alterar a produtividade volumétrica em xilitol (~1,49 g/L.h). Mesmo a 45 °C, a cepa
modificada foi capaz de produzir 60,03 g/L de xilitol a partir de 100 g/L. Com estes
resultados, os autores concluem que a cepa YZJO15 é uma exelente plataforma para a
bioconversdo de xilose em xilitol em elevadas temperaturas.

A toleréncia da K. marxianus frente aos compostos inibidores encontrados nos
hidrolisados hemicelulésicos foi reportada por Kundiyana et al. (2009). Neste trabalho, os
autores avaliaram o efeito do furfural (0; 0,5 e 1,0 g/L )sobre a producdo de xilitol pela
levedura termotolerante Kluyveromyces marxianus IMB4 sob condi¢bes anaerdbias e
microaerdbias, em meios contendo 20 g/L de xilose na temperatura de 40 °C. Os resultados
mostraram que sob condicdes anaerobias, a producao de xilitol foi similar (8,0 g/L) em
todas as concentracdes de furfural avaliadas, indicando que o furfural, nas concentracdes
avaliadas, ndo afetou o bioprocesso. Este mesmo comportamento foi observado sob as
condicdes microaerobias, porém a producdo de xilitol decresceu para 4,0 g/L. De acordo
com os autores, essa diferenca se deve ao desvio do metabolismo de xilose para producéo

celular em detrimento da producao de xilitol.
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3.0BJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a potencial aplicacdo de espécies termotolerantes de Kluyveromyces
marxianus na producgdo de xilitol a partir do hidrolisado hemicelulésico obtido da palha de

arroz

3.2. Objetivos especificos

e Auvaliar o processo de bioconversdo de xilose em xilitol com 4 linhagens de
Kluyveromyces marxianus, sob diferentes condi¢cbes de temperatura, em meio

semidefinido;

e Determinar as condi¢fes 6timas de tratamento alcalino da palha de arroz visando

maximizar a remocao de grupos acetil, com menor perda de agucar;

e Determinar as condi¢des 6timas de hidrolise acida da palha de arroz tratada com
alcali nas condicdes previamente otimizadas; visando maximizar a recuperacdo dos

acucares da fracdo hemicelulosica;

e Avaliar a fermentabilidade do hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz

empregando a levedura Kluyveromyces marxianus selecionada;

e Auvaliar diferentes tratamentos de destoxificacdo do hidrolisado, visando melhorar a

sua fermentabilidade;

e Auvaliar o efeito da glicose sobre o perfil fermentativo da Kluyveromyces marxianus.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Fermentacdo | do Departamento
de Biotecnologia Industrial da Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de S&o Paulo.
A Figura 4.1 é uma representacdo do trabalho proposto.

Figura 4.1: Fluxograma das etapas realizadas neste trabalho.
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4.1. Processamento da Matéria Prima
4.1.1. Obtencao e preparo da palha de arroz

A palha de arroz foi cedida pela empresa Irmdos Ligabo, localizada nas
proximidades da cidade de Lorena, no estado de S&o Paulo, Brasil. O material foi exposto
ao sol para secar até a umidade alcancar cerca de 10%. Em seguida, a palha foi moida em
moinho de martelo (BEMEDETTI — dupla 270) e acondicionada até o momento do uso. O
material moido foi caracterizado quimicamente de acordo com protocolo padrdo do NREL,
com algumas modifica¢des (conforme descrito no item 4.4.2) e armazenado até a
realizacdo dos tratamentos.

4.1.2. Avaliacdo das condicbes de tratamento alcalino da palha de arroz sobre a
remocao dos grupos acetis

O presente trabalho propds um tratamento alcalino na palha de arroz previamente
ao processo de hidrolise &cida, capaz de solubilizar o acetato no licor alcalino e assim,
diminuir a concentracdo deste composto na composi¢cdo do hidrolisado acido. Para tanto
foi realizado um planejamento fatorial do tipo 2° completo com 3 pontos centrais avaliando
como variaveis independentes a temperatura (50, 60 e 70 °C) e a carga de NaOH (20, 60 e
80 mg NaOH/g biomassa), como apresentado na Tabela 4.1. Foi utilizada como variavel
dependente a porcentagem de grupos acetil. Os tratamentos foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo cerca de 5 g de palha de arroz e o volume apropriado de
solucdo de NaOH de 0,2, 0.5 ou 0,8%, de acordo com cada ensaio. A solu¢do de NaOH foi
previamente ambientada a mesma temperatura requerida para cada ensaio (50, 60 ou 70
°C) e entdo adicionadas aos frascos contendo a palha de arroz. Esta mistura foi
imediatamente homogeneizada com um bastéo de vidro e em seguida, colocada em banho-
maria (Banho Dubnoff, Nova Etica, Brasil) com um tempo de residéncia de 45 minutos e
agitacdo de 100 rpm. Apds o tratamento, os solidos foram separados da fracdo liquida
utilizando peneiras de 120 mesh. Os s6lidos recuperados em cada condicdo do tratamento

alcalino foram lavados até pH neutro e secos ao sol até atingir cerca de 10% de umidade.
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Tabela 4.1. Planejamento fatorial 2° completo, com triplicata no ponto central, para
avaliacdo do efeito do tratamento alcalino na concentracdo de &cido acético. Tempo de
reacdo: 45 minutos

T waon e [
(%) Temperatura NaOH Temperatura NaOH
(°C) (mg/g biomassa) (°C) (mg/g biomassa)
01 0,2 -1 -1 50 20
02 0,2 +1 -1 70 20
03 0,8 -1 +1 50 80
04 0,8 +1 +1 70 80
05 0,5 0 0,33 60 60
06 0,5 0 0,33 60 60
07 0,5 0 0,33 60 60
08 0,5 -1 0,33 50 60
09 0,5 +1 0,33 70 60
10 0,2 0 -1 60 20
11 0,8 0 +1 60 80

Visando uma maior quantidade de palha tratada por NaOH, para posterior hidrélise
acida, foram realizados ensaios em reatores de 50L com 40 litros de volume util, provido
de aquecimento por resisténcia elétrica e agitacdo por rotacdo sobre o proprio eixo (Figura
4.2). A reacdo foi realizada a 70 °C, por 45 minutos, com agitacdo de 2 rpm e uma carga de
NaOH de 80 mg/g de biomassa. Apds o tempo de reacédo e resfriamento do reator, o licor
alcalino foi removido, a palha tratada foi lavada até pH préximo de 7,0 e seca ao sol,

guando entdo foi armazenada até 0 momento da analise
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Figura 4.2. Reator de aco inoxidavel de 50 litros capacidade, provido de aquecimento por
resisténcia elétrica e agitacdo por rotacdo sobre o proprio eixo. (1) boca de carga; (2)
valvula de descarga; (3) manémetro; (4) termopar; (5) controle de temperatura; (6) sistema
de agitacéo.

Fonte: Silva (2011)

4.1.3. Avaliacdo das condicdes de hidrolise acida da palha de arroz desacetilada na
recuperacao da fracdo hemicelulésica

A palha obtida ap0s tratamento alcalino como descrito no item 4.1.2, foi submetida
ao processo de hidrolise acida visando obter um hidrolisado hemicelulésico (HHPT) com
elevado teor de xilose e baixa concentracdo de compostos toxicos. Para isso, foi utilizado
um planejamento experimental do tipo 22de face centrada com quadruplicata no ponto
central (Tabela 4.2), tendo como variaveis independentes o tempo (30, 60, 90 minutos) e a
concentracdo de &cido sulfurico (0,5, 1,0, 1,5 % m/v) e a variavel dependente foi a
porcentagem de rendimentos de hidrélise da hemicelulose. Os niveis utilizados estdo
apresentados na Tabela 4.2. Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer com
capacidade de 125 mL, com aproximadamente 4 g de matéria seca (desacetilada) e um
volume total da solucdo acida de 40 mL, o que corresponde a uma relacdo de matéria
seca/solucdo acida de 1:10. Os frascos foram fechados com papel aluminio e levados a
autoclave, onde as reagdes foram conduzidas a uma temperatura de 121 °C, durante 30 a
90 minutos. Apds este processo, a mistura reacional foi filtrada para separagdo dos

residuos solidos (celulignina) da fracdo liquida (hidrolisado hemicelulosico).
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Tabela 4.2. Planejamento fatorial composto 22 com face centrada e quadruplicata no ponto
central para avaliar o efeito das varidveis tempo e concentragdo de H,SO, sobre a
eficiéncia da hdrdlise da hemicelulose

Niveis codificados Niveis reais

Ensaios Tempo H,SO, Tempo H,SO,

(min) (% miv) (min) (Yom/v)
01 -1 -1 30 0,5
02 +1 -1 90 0,5
03 -1 +1 30 15
04 +1 +1 90 15
05 -1 0 30 1,0
06 +1 0 90 1,0
07 0 -1 60 0,5
08 0 +1 60 15
09 0 0 60 1,0
10 0 0 60 1,0
11 0 0 60 1,0
12 0 0 60 1,0

Visando a obtencdo de um volume maior de hidrolisado hemicelulésico a palha de
arroz previamente tratada com NaOH conforme descrito no item 4.1.2 deste trabalho foi
submetida a condicdo de hidrolise acida previamente otimizada, em reator de 50 L de aco
inox, com volume 0til de 40 litros, como ilustrado na Figura 4.2. A hidrolise acida foi
realizada com 4 quilos de palha Umida, utilizando 36 L litros de solucdo acida 1,0% (m/v)
0 que corresponde a uma relacdo de matéria seca/solucdo &cida de 1:10. Apos esse
processo, o hidrolisado hemiceluldsico foi concentrado até obter um fator de concentracao
de cinco vezes, utilizando evaporacdo a vacuo 70 °C + 5 °C visando aumentar o teor de D-
xilose. Este processo foi realizado em um concentrador (Precision Scientific — U.S.A) de 5

litros de capacidade total, operado de forma descontinua.
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4.2. Tratamento de destoxifica¢cdo do hidrolisado hemicelulésico

O hidrolisado hemicelulésico concentrado conforme descrito no item 4.1.3 foi
submetido a diferentes tratamentos de destoxificagdo visando diminuir o teor de compostos

toxicos presentes no meio, conforme descrito a seguir:

4.2.1. Alteracdo do pH com 6xido de Célcio (CaO)

Esse tratamento foi realizado segundo a metodologia descrita por Mateo et al.
(2013). Inicialmente, o hidrolisado concentrado teve seu pH elevado para 10 com CaO e
apos 10 min de agitacdo a 300 rpm, o pH do meio foi reduzido para 5,5 utilizando solucao
de &cido sulfarico (72% m/m). O hidrolisado foi entdo centrifugado (946 x g por 20 min)

para remocéo dos precipitados.

4.2.2. Carvao ativado

Esse tratamento foi realizado segundo a metodologia descrita por Mussatto et al.
(2004). Os ensaios foram realizados em frascos de 250 ml contendo 110 ml do hidrolisado.
Para isso, o pH do hidrolisado concentrado foi ajustado para 2,0 utilizando NaOH (10M) e
em seguida foi adicionado o carvdo ativado (marca Synth) obedecendo a relacdo massica
de 1g carvao /40 g de hidrolisado hemicelulésico. Apds essa mistura, os frascos foram
submetidos a agitacdo de 150 rpm, por 60 minutos a 45 °C. Ao final da reacdo, a mistura
foi centrifugada (946 x g por 20 min) para remocéao do carvao e o obtencdo do hidrolisado

tratado.

4.2.3. Saccharomyces cerevisiae

Esse tratamento foi realizado segundo a metodologia descrita por Fonseca (2014).
Foi empregada Saccharomyces cerevisiae comercial (Dr. Oetker® - Lote SET 2015 3 267)
sob a forma liofilizada. Inicialmente, foi preparada uma suspensdo contendo 5 g/L de
células em base seca. Para o preparo desta suspensdo, a massa desejada da levedura foi
reidratada em &gua destilada esterilizada (massa seca/agua destilada de 1:10), por periodo
de 10 minutos a temperatura ambiente. A suspenséo foi entdo centrifugada (946 x g por 20

min) e a massa obtida foi ressuspendida em hidrolisado concentrado, o qual teve seu pH
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previamente ajustado para pH 3,0. Em seguida, a mistura (hidrolisado + levedura) foi entdo
incubada em agitador giratério a 30°C, 200 rpm por 6 horas. Apds este tempo, a mistura
foi centrifugada(946 x g por 20 min) para remogdo das células e o obtencéo do hidrolisado

tratado.

4.3. Ensaios Fermentativos

4.3.1. Selecdo de uma linhagem termotolerante de Kluyveromyces marxianus em meio
semidefinido para producéo de xilitol

Foram estudadas 4 linhagens de Kluyveromyces marxianus (NRRL Y-6860, 6373,
8287, 2265) as quais foram obtidas da Colecdo de Culturas ARS, URSA, Peoria — IL,
EUA. As linhagens foram mantidas repicadas em tubos de ensaio contendo agar extrato de
malte inclinados e conservada a 4 °C.

O in6culo foi preparado por meio da transferéncia de uma alcada das células recém-
repicadas para tubos de ensaio contendo 5 mL de &gua destilada esterilizada. Aliquotas de
1 mL desta suspensdo foram transferidas para frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50
mL de meio semidefinido descrito por Castro e Roberto (2014) cuja composicdo foi (g/L)
xilose: 30; (NH4),S0yq; 2,0; KH,POy4; 1,0; MgSO,4 7H,0; 0,3 e extrato de levedura; 5,0. As
solucdes concentradas de cada nutriente foram preparadas separadamente e esterilizadas a
121 °C por 20 minutos com excecdo da xilose que foi esterilizada a 111 °C durante 15
minutos.

Os frascos foram incubados em agitador rotatério (TE-420 Tecnal) a 200 rpm, 30
°C durante 24 horas. Apds este tempo, as células foram separadas por centrifugacdo a 3000
rpm por 15 minutos (centrifuga Jowan MR1812) e apds duas etapas de lavagem com agua
destilada esterilizada, as células foram ressuspensas em 25 mL de agua destilada
esterilizada. Esta suspensdo foi entdo utilizada para inocular o meio de fermentacdo com
uma concentracédo celular de 1,0 g/l.

O meio de fermentacdo foi preparado com os mesmos nutrientes utilizados para o
cultivo do indéculo, com excecdo da xilose cuja concentracdo foi de 50 g/L. As
fermentacdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de
meio de fermentacdo, nas temperaturas de 30, 35, 40 e 45 °C com agitacdo de 200 rpm, por
48 horas. Amostras foram coletadas em intervalos de 12 horas para acompanhamento do

crescimento celular, consumo de xilose, producéo de xilitol, etanol e de &cido acético.
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4.3.2. Efeito da suplementacgéo nutricional do hidrolisado sobre a producéo de xilitol

O micro-organismo utilizado nestes experimentos foi a levedura Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-6373, a qual foi selecionada na etapa anterior. O inoculo foi preparado
transferindo-se uma algada de células, proveniente do repiqgue em meio de manutencgdo, para
tubos de ensaios contendo 5 ml de 4gua destilada esterilizada. Aliquotas de 1 mL desta
suspensdo foram transferidas para frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do
meio de crescimento.

O meio de crescimento do inéculo foi preparado com o hidrolisado hemicelul6sico
concentrado conforme obtengé@o descrita no item 4.1.3. Inicialmente, o hidrolisado teve o
pH ajustado para 5,5 utilizando solu¢do de NaOH 10 M e entdo foi centrifugado a 946 x g
por 20 minutos para remogdo dos solidos. Apos a centrifugacédo, o hidrolisado foi diluido com
agua destilada esterilizada para ajustar a concentracéo de xilose em 30 g/L.

Os frascos foram incubados a 30°C em agitador rotatorio a 200 rpm por 24 horas. Ap6s
este periodo, as células foram separadas por centrifugacdo a 946 x g por 20 minutos e
ressuspendidas diretamente no meio de fermentagéo.

Os meios de fermentacgdo utilizados nestes experimentos foram preparados da seguinte
forma: hidrolisado concentrado (conforme descrito no item 4.1.3) com o pH ajustado para
5,5 pela adicdo de NaOH 10 M, centrifugacdo 946 x g por 20 minutos e diluicdo com agua
destilada esterilizada para obtencéo da concentragéo inicial de xilose desejada (~50 g/L). Para
a avaliacdo da suplementacdo nutricional, o hidrolisado, ap6s correcdo de pH e diluicdo, foi
suplementado com os mesmos nutrientes utilizados para o cultivo do indculo.

As fermentacbes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50
mL de meio de fermentacdo, a 40 °C, sob agitacdo de 200 rpm por 72 horas. Amostras
foram coletadas em intervalos de 12 horas para acompanhamento do crescimento celular,

consumo de xilose, producéo de xilitol, etanol e de &cido acético.

4.3.3. Avaliacdo da producédo de xilitol em hidrolisado destoxificado

As condicOes de cultivo e preparo do in6culo utilizadas nestes ensaios foram as
mesmas descritas no item 4.3.2.

Para serem utilizados como meios de fermentacdo, os hidrolisados obtidos apos
cada tratamento de destoxificacdo (4.2.1, 4.2.2 e 4.2.3) tiveram seu pH ajustado 5,5 com

NaOH 10 M sendo entdo centrifugados a 946 x g, por 20 minutos para remocao dos sélidos,
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e em seguida diluido com &gua destilada esterilizada para obtencdo de uma concentracdao
inicial de xilose de 50 g/L. Como referéncia (ndo destoxificado), o hidrolisado
hemiceluldsico concentrado foi submetido ao mesmo procedimento de ajuste de pH e de
diluicdo descrito para os hidrolisados destoxificados. Nesta etapa, 0s meios de fermentagédo
ndo foram suplementados com nutrientes.

As fermentacBes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50
mL de meio de fermentacdo inoculado com uma concentracdo celular de 1,0 g/L. Os
frascos foram incubados em agitador rotatério a 200 rpm, 40 °C durante 120 horas.
Amostras foram coletadas em intervalos de 24 horas para acompanhamento do crescimento
celular, consumo de xilose, producéo de xilitol, etanol e de acido acético.

4.3.4. Efeito da presenca de glicose no meio fermentativo sobre a produgéo de xilitol

Nessa etapa, 0 inéculo foi preparado com a levedura Kluyveromyces marxianus
NRRL Y-6373 e cultivado de maneira semelhante ao descrito no item 4.3.1. O meio de
fermentacao foi similar ao meio semidefinido descrito no item 4.3.1, porém nestes ensaios
0s meios foram suplementados com glicose nas concentracdes iniciais de 6, 12, 18 g/L de
glicose.

As fermentacGes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50
mL de meio de fermentacdo inoculado com uma concentracdo celular de 1,0 g/L. Os
frascos foram incubados em agitador rotatorio a 200 rpm, 40 °C durante 48 horas.
Amostras foram coletadas em intervalos de 12 horas para acompanhamento do crescimento

celular, consumo de xilose, producdo de xilitol, etanol e de &cido acético.

4.4, METODOS ANALITICOS

4.4.1 Determinacdo do teor de umidade na palha de arroz

Amostras de aproximadamente 1 grama da palha de arroz foram colocadas em
balanca com secagem por acdo de raios infravermelhos (Gehaka 1V 2000). A secagem foi
realizada a 105 °C até obtencdo de peso constante (variacdo de massa menor que 0,0005
g/min) e a umidade da palha de arroz foi calculada por diferenca de peso antes e apds a

secagem.
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4.4.2. Determinacéo dos teores de celulose, hemicelulose, lignina, grupo acetil e cinzas
na palha de arroz.

Para a determinacdo da composicdo quimica da palha de arroz; foi empregada a
metodologia baseada no protocolo padrdo do National Renewable Energy Labaratory
(SLUITER et al., 2012). Aproximadamente 300 mg de amostra (10% de umidade) foram
transferidas para um tubo de ensaio de 25 mL, onde foram adicionados 3 mL de solugéo de
H,SO04 (72% m/m). A mistura foi mantida em banho termostatizado a 30 + 1,0 °C, por 60
minutos, sendo homogeneizada com bastdo de vidro em intervalos de 10 minutos. Apds
esse tempo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 10 mL de &gua destilada e todo o
contetdo foi transferido quantitativamente para um frasco Erlenmeyer de 250 mL, onde
foram adicionados 74 mL de agua destilada. O frasco contendo o material foi fechado com
papel aluminio e autoclavado a 1 atm, 121 °C, durante 60 minutos, para promover a
hidrolise completa dos oligdmeros restantes. Apds autoclavagem, o frasco foi resfriado até
temperatura ambiente e o material sélido foi separado da fracdo liquida por filtracdo
utilizando papel de filtro previamente tarado. O hidrolisado acido foi recolhido em um
baldo volumétrico e avolumado para 100 mL (Hidolisado acido) e utilizado para a
determinacgéo da concentragdo dos actcares monomericos (glicose, xilose e arabinose) e de
acido acético, as quais foram utilizadas para o calculo da porcentagem de celulose
(equacdo 1), hemicelulose (equacdo 2), acido acético (equacdo 3) e lignina soluvel
(equacdo 4) presente na amostra de palha. A lignina soldvel foi analisada por
espectroscopia de UV (Hitachi U1800) a um comprimento de onda de 205 nm, utilizando a
metodologia descrita por Dence, 1992 apud Ferraz et al., 2000.

O residuo solido (RS) retido no papel de filtro (lignina insolavel + cinzas) foi
lavado com aproximadamente 1,5L de agua destilada e secado em estufa a 105 °C até
atingir peso constante. Para determinacdo das cinzas, cerca de 1 grama de palha de arroz
foi transferida para cadinhos de porcelana previamente tarados e apos calcinacdo em mufla
elétrica com rampa de temperatura (105 °C por 12 minutos, 250 °C por 30 minutos, 575 °C
por 3 horas), a temperatura da mufla foi diminuida para 105 °C e as amostras foram
transferidas para um dessecador, onde permaneceram por 40 minutos, até pesagem em
balanca analitica. As cinzas foram determinadas pela diferenca de peso das amostras, antes
e apds calcinacdo de acordo com a equacdo 5. A lignina insoltvel foi determinada pela
diferenca entre a massa do residuo sélido (RS) e a massa de cinzas presente na amostra de

palha, conforme equacéo 6.
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CiXVe Xk
% Celulose =| ——— |x100
S
Equacdo 1
% Hemicelulose = (CX"*”E“XXVF Xy JxlOO Equagéo 2
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. V_ XF
S
% Lignina Soluvel = AaosXdil, xVe x100 Equacao 4
exM XL
. Mc
%Cinzas = (m)xloo Equacio 5
%Lignina Insollvel = (M}mo Equacdo 6
S

Onde: Cy; = concentragdo de glicose no hidrolisado &cido (g/L); Cxii + ara = CONCeNtracéo de
xilose + arabinose no hidrolisado acido (g/L);Caa = concentracdo de acido acético no
hidrolisado &cido (g/L); Ve = volume final do HA (0,1 L); Fc= fator de conversdo de
glicose em celulose (0,90); F4= fator de conversdo de fator de conversdo de xilose em
hemicelulose (0,88); Fa= fator de conversdo de &cido acético em acetil (0,72); Ms= massa da
amostra de palha seca (g);.Aqs = absorbancia da amostra a 205 nm; dil = dilui¢do amostra; &€ =

absortividade da lignina a 205 nm (105 L/g.cm); L = caminho éptico da cubeta (1cm); Mc= massa

de cinzas (g); Mrs= massa do residuo sélido (g).



64

4.4.3. Determinagdo da concentragdo de glicose, xilose, arabinose, xilitol, etanol e
acido acetico

As concentracdes de glicose, xilose, arabinose, xilitol, &cido acético e etanol foram
determinadas por Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC), em equipamento
Agilent Technologies 1260 Infinity com detector de indice de refracéo e coluna BIO-RAD
Aminex HPX-87H (300 X 7,8 mm) (Hercules, CA, USA), nas seguintes condicdes:
temperatura de 45 °C; eluente: acido sulfurico 0,005 M; fluxo do eluente 0,6 mL/min;
volume de amostra de 20 pL. Para as analises, as amostras foram diluidas de forma que a
concentracdo ficasse dentro da linearidade da curva previamente estabelecida. A diluicéo
foi realizada com agua deionizada e filtrada em Sep-Pack Cartidge C;g (Waters Associate —
MILLIPORE). As concentracGes dos compostos foram calculadas a partir de curvas de

calibracéo obtidas de solucbes padréo.

4.4.4. Determinacao dos teores de furanos e fendlicos

As concentracdes de furanos (furfural, 5-hidroximetilfurfural) e fenolicos (produto
de degradacdo de lignina) de baixo peso molecular foram determinadas por HPLC, em
equipamento Agilent Technologies 1260 Infinity utilizando detector UV (276 nm) e coluna
Waters Spherisorb C18 5 um ODS2 4,6 x 100 mm sob as seguintes condi¢des: 25 °C;
eluente: acetonitrila/agua (1:8 com 1% de &cido acético); fluxo 0,8 mL/min; volume de
amostra: 20 pL. As amostras foram diluidas cinco vezes com agua deionizada e filtradas
em membranas do tipo HSWP com poros de 0,45 um (Waters Associate — MILLIPORE).
As concentracdes destes compostos foram calculadas a partir de curvas de calibracéo

obtidas de solucdes padrao.

4.4.5. Determinacdo da concentracao celular da levedura Kluyveromyces marxianus

O crescimento celular da levedura Kluyveromyces marxianus foi acompanhado por
medida da densidade Otica (DO) a 600 nm em espectrofotbmetro (Hitachi U-1800). A
massa de células, proveniente de amostras de volume conhecido, foi lavada com agua
destilada e devidamente diluida para uma faixa de leitura entre 0,05 a 0,5 unidades de DO.
A concentracéo celular foi determinada utilizando uma equacéo obtida por regresséo linear

dos dados entre massa seca e absorbancia a 600 nm.
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4.4.6. Determinacao dos parametros fermentativos de producéo de xilitol

O fator de conversdo de xilose em xilitol (Yss, g/g) foi calculado pela relagdo entre
a concentracdo de xilitol formado (g/L) e a concentragdo de xilose consumida (g/L). O
fator de conversdo de substrato em celulas (Yxs, g/g) foi calculado pela relagdo entre a
concentracdo de células formadas (g/L) e a concentracdo de substrato (glicose + xilose)
consumido (g/L). O fator de rendimento de xilitol por célula (Yp/x, g/g) foi determinado
pela relacdo entre a concentracdo de xilitol formado (g/L) e a concentracdo de células
presentes no meio de fermentacdo (g/L). A produtividade volumétrica em xilitol (Qp, g/l.h)
foi calculada pela relacdo entre a concentragdo de xilitol formado (g/L) e o tempo de
fermentagdo (h). O coeficiente volumétrico de consumo de xilose (Qs, g/l.h) foi calculado
pela relacdo entre a concentracdo de xilose consumida (g/L) e o tempo de fermentacdo (h).
A eficiéncia de producéo de xilitol (n, %) foi calculada pela relagdo entre os valores de
Ypss obtido (g/g) e o valor maximo tedrico para este parametro (0,917 g/g) de acordo com
Barbosa et al. (1988). Este valor foi calculado utilizando como modelo biolégico a

levedura Candida guilliermondii.

4.4.7. Determinacdo do fator de severidade combinada

O fator de severidade combinada (SC) foi calculado de acordo com a equacéo 7,
conforme proposto por Guo et al. (2008)

cnfit ]

Onde: t € o tempo de hidrolise (min); Ty € a temperatura de hidrélise ( °C); Tr € a
temperatura de referéncia (100 °C); pH “é acidez da concentracdo &cida.

4.5. Analises estatisticas

As anélises estatisticas dos dados foram realizadas nos softwares Statistica 8.0 e
Design Expert 6.0, nos quais foram obtidos modelos que descrevam as repostas avaliadas
em funcdo das condicBGes experimentais empregadas. Os resultados foram expressos em
tabelas de estimativas de efeitos, erro-padrdo, teste t de Student, assim como tabelas de
analise de variancia (ANOVA) dos efeitos e da regressdio do modelo e graficos de

superficie resposta.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecdo de uma linhagem termotolerante de Kluyveromyces marxianus para a
producéo de xilitol

Para este estudo, foram avaliados os cultivos de quatro diferentes linhagens de K.
marxianus (Y- 8287; Y-2265; Y- 6860 e Y- 6373) nas temperaturas de 30, 35, 40 e 45 °C
em meio formulado com 50 g/L de xilose comercial como fonte de carbono.

A Figura 5.1 apresenta os perfis cinéticos do consumo de xilose para as quatro
linhagens de K. marxianus avaliadas. Conforme pode ser visto, as linhagens Y-8287 e Y-
2265 ndo foram capazes de utilizar eficientemente a xilose nas temperaturas estudadas,
apresentando valores de assimilacdo abaixo de 20%, apds 48 h de fermentagédo. Ja para as
linhagens Y- 6373 e Y- 6860, o consumo de xilose variou de 42 a 92% e de 40 a 66%,
respectivamente de acordo com a temperatura empregada. Nota-se que para ambas as
linhagens, o aumento da temperatura de 30 para 35 C favoreceu a eficiéncia de consumo
de xilose sendo alcancado com a linhagem Y- 6373 um incremento de 79 para 92%,
enquanto que para a linhagem Y- 6860 este aumento foi de 56 para 66%, respectivamente.
Nota-se ainda que, nas temperaturas mais elevadas (40 e 45 °C), a eficiéncia de
assimilacdo de xilose pela Y-6373 decresceu para 86 e 42% ap0s 48 h, respectivamente, ao
passo que para Y-6860 estes valores foram ainda menores (47 e 40%). Estes resultados
indicam a superioridade da linhagem Y-6373, em comparacdo as demais quanto a
eficiéncia de consumo de xilose.

Como esperado, para as linhagens (Y-8287 e Y-2265) que apresentaram uma baixa
assimilacdo da fonte de carbono, o crescimento celular foi também limitado, sendo obtido
um valor maximo de biomassa de aproximadamente 4,0 g/L em todas as temperaturas
estudadas (Figura 5.2). Para as linhagens Y-6373 e Y-6880 a concentracdo celular atingiu
valores maximos de 7,5 e 6,0 g/L, respectivamente, nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C.
Com o aumento da temperatura para 45 °C, estes valores decresceram para 5,0 e 4,0 g/L,
respectivamente. Na Figura 5.3, é apresentado o perfil cinético de formacao de xilitol para
as quatro linhagens de K. marxianus. Nota-se que, nas diferentes temperaturas estudadas,
as linhagens Y-8287 e Y-2265 praticamente ndo produziram quantidades apreciaveis do
produto ao longo do processo. Nota-se ainda que, exceto para temperatura de 45 °C, a

concentracdo maxima de xilitol obtida pela linhagem Y- 6373 foi bastante superior a



Figura 5.1. Consumo de xilose por linhagens de K. marxianus em diferentes temperaturas, apds 48 h de cultivo em meio semidefinido
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Figura 5.2. Crescimento das linhagens de K. marxianus em diferentes temperaturas, apés 48 h de cultivo em meio semidefinido

10

—— Y-6860
g | —@Y-6373
—o— Y-8287
Y-2265

Biomassa (g/L)

30°C

20 30 40 5
Tempo (h)

0

—&— Y-6860
g —@—Y-6373
—0— Y-8287
Y-2265

Biomassa (g/L)

0 T T T

40 °C

0 10

Fonte: Arquivo pessoal

20 30 40
Tempo (h)

50

Biomassa (g/L)

Biomassa (g/L)

10

—— Y-6860
g | —#—Y-6373
—o— Y-8287
Y-2265

35°C

20 30 40 50
Tempo (h)

—@— Y-6860
—@— Y-6373
—@— Y-8287

Y-2265

45 °C

20 30 40 50

Tempo (h)

89



Figura 5.3. Produgdo de xilitol por linhagens de K. marxianus em diferentes temperaturas, apos 48 h de cultivo em meio semidefinido
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alcancada pela linhagem Y- 6860. Estes valores foram de 22,5; 23,7; 28,9 e 12,1 g/L para a
linhagem Y- 6373 e de 10,9; 14,2; 12,0 e 10,7 g/L para a linhagem Y-6880, nas
temperaturas de 30, 35, 40 e 45 °C, respectivamente.

Para uma analise mais objetiva destes resultados, foram determinados o0s
parametros fermentativos para as linhagens que apresentaram producdo de xilitol nas

diferentes temperaturas estudadas e os resultados estdo mostrados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Pardmetros fermentativos de K. marxianus em diferentes temperaturas, apos
48 h de cultivo, em meio semidefinido contendo xilose como fonte de carbono.

Parametros K. marxianus K. marxianus
Y-6373 Y-6860

Temperatura (° C) 30 35 40 45 30 35 40 45
Xilose inicial (g/L) 48,2 47,3 483 47,8 49,4 473 476 489
Xilose final (g/L) 102 37 69 276 21,8 16,0 254 295
Biomassa inicial (g/L) 0,77 087 083 083 09 085 09 1,15
Biomassa final (g/L) 783 760 750 4,79 6,83 589 6,27 4,24
Xilitol produzido (g/L) 22,6 23,7 289 121 109 142 12,0 10,7
Xilose consumida (%) 79 92 86 42 56 66 47 39
Yxs (9/9) 0,20 0,17 0,16 0,17 0,22 017 021 0,16
Yeis (9/9) 059 054 0,70 060 039 047 054 054
Yeix (9/9) 295 3,17 437 353 1,77 2,76 257 3,37
Qr (g/L h) 0,47 051 060 025 023 030 025 0,22
Qs (g/L,h) 0,79 091 o085 042 057 065 046 0,40
n(%) 65 62 77 66 43 52 59 59

E possivel observar na Tabela 5.1 um aumento no fator de conversdo de xilose em
xilitol (Ypss) e de produtividade volumétrica (Qp) com a elevacdo da temperatura até 40 °C
para as duas linhagens avaliadas. O maior valor para o fator de conversdo de xilose em
xilitol (Ypss = 0,70 g/g) foi obtido com a linhagem Y-6373 na temperatura de 40 °C. Além
disso, nota-se que nesta condicdo de temperatura foi também observado o maior consumo
de xilose (85%) e a maxima produgdo de xilitol (28,9 g/L). Vale ressaltar que a
concentracdo méxima de xilitol obtida a partir da linhagem Y-6373 foi praticamente o

dobro da obtida com a linhagem Y-6860 na mesma temperatura, o que significa um
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aumento significativo nos valores de produtividade volumétrica em xilitol (Qp= 0,60 g.L/h)
para aquela linhagem.

De uma forma geral, os estudos de producéo de xilitol tém sido realizados, em sua
grande maioria, com leveduras do género Candida, as quais exibem producdo 6tima deste
poliol na faixa de temperatura de 28 a 35 °C. (RAFQUL; SAKINAH, 2013). No entanto, a
conducdo do bioprocesso acima desta faixa de temperatura, utilizando leveduras
termotolerantes, apresenta algumas vantagens, incluindo a redugdo dos custos de
resfriamento do processo, aumento das velocidades de conversdo e menor risco de
contaminagdo (BANAT, 1998). Dentro deste contexto, estudos recentes tém sido focados
para a selecdo de leveduras termotolerantes (naturais ou geneticamente modificadas),
especialmente espécies de K. marxianus, capazes de converter eficientemente a xilose em
xilitol. Além das vantagens citadas anteriormente, o interesse pela K. marxianus reside no
seu status GRAS (Generally Regarded as Safe), ou seja ndo apresenta riscos de toxicidade
e patogenicidade, o que permite sua utilizacao para aplicagdes nas industrias de alimentos e
farmacéutica.

Mueller et al., (2011), avaliando a producdo de xilitol a partir de cinco cepas
termotolerantes de K. marxianus em meio contendo 20 g/L de xilose, numa faixa de
temperatura de 25 a 45 °C, constataram que a temperatura de incubacgéo teve uma forte
influéncia sobre a producao de xilitol, sendo que a media das maiores concentracdes foram
obtidas a 40 °C (6,24 g/L apds 96 h) e as menores a 25 °C (1,09 g/L apds 144 h). Com a
cepa selecionada (K. marxianus IMB2) os autores investigaram o bioprocesso na
temperatura otima (40 °C) em meios contendo uma concentracdo inicial de xilose de 50
g/L. Nestas condicdes, a producéo atingiu cerca de 24,09 g/L apds 120 h (Yps= 0,90 g/g e
Qp = 0,24 g/L,h), porém a levedura apresentou um ineficiente consumo de xilose (X¢ =
47,5%). Estes resultados quando comparados aos obtidos no presente trabalho (Yps = 0,70
g/g; Qp = 0,60 g/L.h e Xc = 86%) demonstram o grande potencial da levedura K.
marxianus Y- 6373 para a producao de xilitol.

Recentemente, Zhang et al. (2014), avaliaram a producéo de xilitol em temperaturas
elevadas (37, 42 e 45 °C) empregando cepas de Kluyveromyces marxianus modificadas
geneticamente. Dentre as varias cepas recombinantes estudadas, a K. marxianus YZJ015 se
destacou pelos resultados obtidos a partir de 50 g/L de xilose. Com esta cepa, 0s autores
obtiveram a melhor producéo de xilitol (35,6 g/L de xilitol, apds 24 h) na temperatura de
42°C. Nestas condicdes, o fator de converséo em xilitol (Yps) foi de 0,72 g/g e a

produtividade volumétrica de 1,48 g/L.h. Estes resultados se comparam de forma
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satisfatoria aos obtidos no presente trabalho uma vez que o valor de Yps da linhagem
modificada geneticamente com superexpressao dos genes de xilose redutase foi similar ao
da linhagem Y-6373 selecionada no presente trabalho, sem qualquer modificacdo genética.
Além disso, os menores valores de produtividade volumétrica obtidos no presente estudo
podem ser melhorados através da otimizacao das condigdes de processo.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a levedura K. marxianus Y-
6373 é uma candidata em potencial para conversdo de xilose em xilitol, sendo a

temperatura de 40°C selecionada para a condugdo dos experimentos nas etapas seguintes.

5.2. Avaliacdo das condicOes de tratamento alcalino da palha de arroz sobre a
remocao dos grupos acetil

De acordo com a literatura, o acido acético é um potente inibidor do metabolismo
microbiano e, portanto, a extracdo dos grupos acetil que se encontram esterificados com a
estrutura hemicelulésica da biomassa, constitui uma importante estratégia para reduzir a
liberacdo de &cido acético no hidrolisado hemicelulosico obtido por catélise acida,
melhorando assim sua fermentabilidade. O objetivo do tratamento alcalino, empregando
condices operacionais brandas, é promover a solubilizacdo do acetato no licor alcalino
(desacetilacdo), sem degradar ou remover 0s principais polissacarideos da estrutura
lignocelulésica (celulose e hemicelulose). Segundo Chen et al. (2011), a remocdo bem
sucedida de grupos acetil a partir da biomassa lignocelulésica empregando extracao
alcalina diluida, pode potencialmente aumentar a producéo de xilose monomérica durante
0 processo de hidrélise, melhorar a digestibilidade de celulose, e reduzir a toxicidade do
licor de fermentacdo. No entanto, essas reacdes nao sao totalmente seletivas para remogéo
do acetil, e dependem do tipo de biomassa empregada, sendo entdo necessario definir as
condicdes de reacdo que permitam maior extracdo do acetato sem comprometer as fracdes
acucaradas.

Visando estabelecer as melhores condicdes para realizacdo deste tratamento, foi
proposto um planejamento experimental para avaliar o efeito da temperatura (50 a 70 ° C)
e da carga de alcali (20 a 80 mg de NaOH/g de biomassa) sobre a desacetila¢do da palha de
arroz. Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer conforme descrito no item 4.1.2

de materiais e métodos e os resultados estdo mostrados na Tabela 5.2. Observa-se que 0s



Tabela 5.2. Composi¢do quimica da palha de arroz antes e apds o tratamento alcalino, sob diferentes condi¢fes operacionais.

Variaveis Composicéo da palha tratada SR® Remocéo durante o tratamento alcalino
Ensaio Independentes? (9/100 g) (%) (%)

X1 Xa Cel Hemi Lig Cinzas  Acetil Cel Hemi Lig Cinzas  Acetil
1 50 20 37,9 24,2 16,3 9,7 2,0 91,0 2,3 7,5 15,2 21,9 30,0
2 70 20 37,6 24,3 15,6 9,9 1,8 93,5 <0,5 4,5 16,6 18,1 35,3
3 50 80 42,4 27,5 13,3 59 0,2 82,8 <0,5 4,3 37,1 56,8 93,6
4 70 80 43,3 27,3 12,5 57 0,04 80,5 1,2 7,7 42,5 59,4 98,8
5 60 60 41,5 26,8 14,5 6,2 0,3 83,9 1,4 5,5 30,5 53,9 90,3
6 60 60 42,1 26,7 15,2 6,9 0,2 86,9 0 2,5 24,5 46,9 93,3
7 60 60 40,7 26,4 15,7 6,8 0,3 85,2 1,8 5,5 23,6 48,7 90,2
8 50 60 41,8 26,9 14,9 7,1 0,4 82,1 2,8 7,2 30,1 48,4 87,4
9 70 60 42,2 28,1 14,3 6,2 0,3 84,6 0 <05 30,8 53,6 90,2
10 60 20 38,1 24,7 15,8 9,6 1,7 86,2 6,9 10,5 22,2 26,8 43,6
11 60 80 42,1 26,7 13,7 4,6 0,2 81,9 2,3 8,1 35,9 66,7 93,7
PNT® - - 35,3 23,8 17,5 11,3 2,6 100 - - - - -

X, = temperatura(°C); X, = (mg NaOH/g palha); SR "= % de sélidos recuperados apds tratamento; PNT © = (palha ndo tratada), Cel =
celulose; Hemi = hemicelulose; Lig = lignina.

€L
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teores de celulose e de hemicelulose ndo variaram fortemente nas condic¢Oes avaliadas (de
37,6 % no ensaio 2, a 43,3 % no ensaio 4) e (de 24,2% no ensaio 1, a 28,1% no ensaio 9),
respectivamente. Considerando as variacOes de massa recuperada apds cada tratamento, as
perdas observadas nestas fragdes foram pequenas e atingiram um valor maximo de 6,9 e
10,5 %, respectivamente, na condi¢cdo do ensaio 10. Observa-se ainda que, os teores de
lignina também variaram com as condicGes de reacdo (de 13,3% no ensaio 3, a 16,3% no
ensaio 1) sendo a maior remocéo desta fracdo (42,5%) obtida no ensaio 4.

As maiores variacdes estruturais da palha, ap6s o tratamento alcalino, foram
observadas na fragdo de cinzas e acetil (Tabela 5.2). E possivel observar nesta tabela que a
remocdo destes componentes foram mais acentuadas nas maiores cargas de NaOH
empregada, independentemente da temperatura. De fato, a remocdo de acetil atingiu
valores acima de 87% quando se empregou 60 ou 80 mg NaOH/g de palha, enquanto que
para a carga de 20 mg de NaOH/g de palha, estes valores decresceram para
aproximadamente 30-40%. A maior remocdo de acetil (98,8%) foi observada nas
condicdes do ensaio 4 (70 °C, 80 mg de NaOH /g de palha, 45 min). Nestas condigdes,
foram removidas 42,5% de lignina e 59.4% de cinzas com pequenas perdas nas fracdes de
celulose (1,2 %) e de hemicelulose (7,7%). Chen et al. (2011), encontraram um valor
inferior de remocéo de acetil (75 % m/m) durante o tratamento alcalino da palha de milho
com uma carga de 48 mg de NaOH/ g de material, a 80 °C por 3 h. Este resultado foi 30 %
inferior ao obtido no presente estudo e, embora o0s autores tenham utilizado uma carga
inferior de NaOH, tanto a temperatura quanto o tempo de reacdo foram superiores. No
trabalho de Chen et al. (2012) foi constatado que, o impacto da desacetilacdo sobre
composicdo quimica da palha de milho € altamente dependente da variedade do vegetal.
Neste estudo, o tratamento foi conduzido com 48 mg de NaOH, 70 °C por 3 h e os autores
encontraram uma variacdo de 55 a 68% na remocao de acetil, em funcdo da variedade de
palha de milho empregada.

Para definir as condicdes de temperatura e carga de NaOH que maximizam a
remocdo dos grupos acetil a partir da palha de arroz, foram realizadas analises estatisticas
dos dados. As estimativas dos efeitos, 0s erros-padrdo, o teste t de Student e os niveis de
significancia para o modelo que representa a remocdo de grupos acetil em funcdo da

temperatura (X;) e carga de NaOH (X5), estdo mostrados na Tabela 5.3.
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Tabela 5.3. Coeficientes de regressdo, erros-padrdo, teste t de Student e nivel de
significancia para o modelo que representa a remogdo de grupos acetil durante o
tratamento alcalino da palha de arroz.

Parametro Coeficientes pE;J?éSE) testatistico p-valor
Constante 83,5768 1,97013 38,5730 0,0000*
Temperatura (X;) 2,21667 1,39904 1,4458 0,2079**
NaOH (X5) 29,5333 1,39904 19,2839 0,0000*
X1. X2 -0,1541 1,8425 -0,0836 0,9366***
X2 -3,39211 2,15308 -1,4392 0,2096**
X2 ~15,4821 2,47113 -5,7233 0,0023*

*significativo ao nivel de 99% de confianca; **significativo ao nivel de 80% de confianca;
***ndo significativo.

Como pode ser visto na Tabela 5.3, o efeito principal da carga de NaOH (X5), assim
como o termo quadratico desta variavel sdo significativos ao nivel de 99% de confianca
(p<0,01).Vale ressaltar que, embora o efeito da temperatura (principal e quadratico) nao
tenha mostrado um alto nivel de significancia (p<0,2), esta variavel foi relevante para
obtencdo de um modelo com elevado ajuste. Nota-se ainda, que a interacdo entre
temperatura e carga de NaOH (X;.X2) ndo foi significativa ao processo (p = 0,9366), ou
seja, o efeito da carga de NaOH, independe da temperatura utilizada no tratamento. Neste
caso, esta interacdo foi excluida do modelo.

A analise de variancia (ANOVA) da regressao do modelo mostrada na Tabela 5.4,
confirmou a relevancia estatistica do modelo obtido (p<0,0001) com elevado coeficiente
de determinacdo (R?= 0,98). Isto significa que os dados experimentais se ajustam bem ao
modelo quadratico selecionado e, portanto o efeito das variaveis temperatura e carga de
NaOH sobre a resposta avaliada (remocdo de grupos acetil durante o tratamento alcalino
da palha de arroz) pode ser descrito pela Equacéo 1.

A

Y, =83,6+2,2X, +295X, —3,4X> 155X ? Equacéo 1

Onde: Y, representa o valor estimado da remocéo de acetil (%); X1 e X, representam 0s

niveis codificados das variaveis temperatura e carga de NaOH, respectivamente.
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Tabela 5.4. Analise de variancia (ANOVA) de regressdo do modelo representativo da
remocdo de grupos acetil a partir da palha de arroz tratada sob diferentes condicGes de
temperatura e carga de NaOH.

Fonte de Soma Graus de Média
) . ) . F p-valor
variagao Quadratica liberdade Quadratica
Modelo 6921,86 4 1730,47 147,35 <0,0001
Residuo 70,4635 6 11,7439
Total (corr) 6992,33 10
R*=0,98

Através da equacdo obtida para o modelo \a, foi possivel construir uma
representacdo tridimensional da superficie de resposta que representa o efeito da
temperatura e carga de NaOH sobre a remocéo de acetil durante o tratamento alcalino da
palha de arroz. De acordo com o modelo obtido, a maxima remocéo de acetil (97,2%)
pode ser alcancada empregando as seguintes condi¢cdes de tratamento alcalino: (70 °C, 80
mg de NaOH /g de palha, 45 min). Nestas condi¢Ges do processo, as remogdes de lignina e
de cinzas foram de 41,3 e 62,3%, respectivamente. Estas remoc¢fes poderdo impactar
positivamente as etapas posteriores de processamento desta biomassa, uma vez que, a
lignina é responsavel pela liberacdo de inibidores no hidrolisado hemicelulésico obtido por
catalise acida, sendo assim sua remocéo é favoravel. Além disso, a permanéncia de lignina
no residuo solido juntamente com as cinzas pode aumentar a recalcitrancia da biomassa
frente ao processo de hidrélise enzimatica da celulose. Portanto, pode-se dizer que a palha
de arroz tratada sob as condi¢cdes de tratamento alcalino otimizadas, produziu um sélido
com caracteristicas favoraveis para obtencdo tanto do hidrolisado hemicelulésico quanto

do celulésico.
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Figura 5.4. Superficie de resposta descrita pelo modelo \?1 que representa o valor estimado
da remocé&o de acetil em funcdo da temperatura e carga de NaOH.

Grafico de Superficie Resposta para a variavel
Remocio de Acetil (% mim)

(s ofa) TR T OEROIITE

I =G0
B <52
=72
[]<5&2
] < 52
B < 42
<32

Fonte: Arquivo pessoal

Ap0ds definicdo das condicdes de temperatura (70 °C) e carga de NaOH de 80 mg
NaOH/g de palha para o tratamento alcalino da palha, foram realizados ensaios em reator
de 50 L visando a obtencdo de uma maior quantidade de palha tratada para os estudos

referentes a otimizacdo das condicbes de hidrdlise com acido diluido, assim como para

obtencdo do hidrolisado necessario para os testes fermentativos.
A Tabela 5.5, mostra os resultados da composicdo quimica da palha de arroz antes e

apos o tratamento alcalino realizado em reator, sob as condi¢des previamente definidas,

assim como a massa de biomassa recuperada e a remogéo de cada fragao.
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Tabela 5.5. Composi¢do quimica, massa recuperada e remocao de cada fracdo da palha de
arroz apds tratamento em reator de 50L empregando uma relagdo solido liquido de 1:10, 80
mg de NaOH/ g de palha na temperatura de 70 °C por 45 min.

Composicao Massa

o (9/1009) recuperada* Re(rgu/;) ()an
In natura Tratada (9

Celulose 35,3 42,8 34,2 3,1
Hemicelulose 23,8 28,3 22,6 5,0
Xilana 19,9 23,9 19,1 4,0
Arabinana 3,9 4.4 3,5 10,2
Grupos acetil 2,6 0,5 0,4 84,6
Lignina total 17,5 16,5 13,2 24,6
Lignina insoluvel 13,0 11,5 9,2 29,2
Lignina soluvel 4,5 3,7 2,9 20,0
Cinzas 11,3 6,4 51 54,8
Outros 9,5 55 4,4 48,8
Total 100 100 80,0 20,0

* Calculada considerando a recuperacéo de 80% de solidos.

Nota-se que apos o tratamento alcalino, o rendimento de recuperacdo da palha de
arroz foi da ordem de 80%. Como esperado, o grupo acetil foi o principal componente
removido (84,6%), restando 0,4 g a partir de 2,6 g presente na palha original. Nesta etapa,
a remocdo de cinzas e de lignina total foi também relevante (54,8 e 24,6%,
respectivamente), enquanto que a fracdes polissacaridicas (celulose e hemicellulose) foram
eficientemente recuperadas, ou seja, apenas uma pequena porcao destes componentes foi
perdida apos o tratamento (< 5%).

O licor alcalino produzido nesta etapa foi quantificado quanto a solubilizacdo de
acucares, compostos fendlicos e acetato (Tabela 5.6). Verifica-se que 0s principais
compostos liberados foram o acetato (2,1 g/L) e os acidos hidroxicinamicos (0,463 g/L de

feralico e 0,26 g/L de p-cumarico).
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Tabela 5.6. Composi¢do quimica do licor alcalino obtido durante o tratamento da palha de
arroz em reator nas seguintes condi¢des (relacéo sélido liquido de 1:10, 80 mg de NaOH/ g
de palha, temperatura de 70 °C e tempo de residéncia de 45 min).

Concentracao

Componentes
> (g/L)

Glicose nd
Xilose nd
Arabinose nd
Acetato 2,1+0,1
Alcool vanilil 0,030 + 0,001
Acido vanilico 0,038 + 0,005
Vanilina 0,027 + 0,001
Acido fertlico 0,463 + 0,001
Acido p-cumérico 0,260 + 0,002

nd = ndo detectado

Considerando o teor de grupos acetil presente na palha in natura, a recuperacdo de
acetato no licor alcalino foi de 60 %. Porém, de acordo com a Tabela 5.5, a remocéo de
acetil apds o tratamento atingiu 84 %, o que potencialmente poderia solubilizar até 3,0 g/L
de acetato no licor. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato de que, no presente
trabalho, a quantificacdo do acetato no licor se referiu apenas a sua forma livre. De acordo
com Chen et al. (2012), no licor alcalino, o acetato estd presente em duas formas: 1) livre
(acetato/acido acético) liberado a partir da xilana; e 2) ligado (grupos acetil covalentemente
ligados aos oligdmeros de xilana solubilizados). Assumindo esta hipétese, os resultados do
presente trabalho sugerem que 24% do acetato solubilizado no licor alcalino encontram-se
ligado em oligomeros de xilana.

A presenca de acidos hidroxicinamicos no licor alcalino era também esperada, uma
vez que a palha de arroz pode conter de 5 a 15% de acidos hidroxicindmicos com base no
teor de lignina total (SUN et al., 2002) e que estes acidos fendlicos sdo facilmente
liberados durante o tratamento alcalino (BURANOV; MAZZA, 2008; MUSSATTO,;
DRAGONE; ROBERTO, 2007 ). Visando estudar a separacdo e concentracdo de acidos
hidroxicinamicos a partir de um licor alcalino de palha de arroz, Li et al. (2015) também
constataram que os principais compostos fenolicos solubilizados no licor foram o &cido
feralico e p-cumarico com concentragdes de 0,634 e 0,180 g/L, respectivamente. Quando
comparado ao presente trabalho, nota-se que a concentracdo de &cido feralico foi 37%

inferior, enquanto que o &cido p-cumarico foi superior em 44%. Estas diferencas podem
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ser atribuidas as diferentes condi¢fes experimentais utilizadas. No trabalho de Li et al.
(2015) foi empregada uma solugdo de 0,5 M NaOH com uma relagdo solido:liquido de
1:10 em temperatura de 120 °C por 2 h. Além dos &cidos hidroxicindmicos, os autores
também encontraram outros compostos fendlicos, incluindo o p - hidroxibenzaldeido,
vanilina, acido vanilico, e siringaldeido nas concentragdes de 0,117; 0,052; 0,042 e 0,038

g/L, respectivamente.

5.3. Avaliacdo das condicbes de hidrolise acida da palha de arroz desacetilada na
recuperacdo da fragdo hemiceluldsica

Estes ensaios foram propostos para avaliar a recuperacdo de acucares da fracdo
hemiceluldsica da palha de arroz desacetilada em meio acido, sob diferentes condicgdes de
reacdo. Nesta etapa, foi utilizado um planejamento experimental composto de 2% com face
centrada para avaliar a influéncia das variaveis tempo (de 30 a 90 min) e concentragéo de
acido sulfurico (de 0,5 a 1,5% m/v). Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer
mantendo-se a relacdo sélido:liquido de 1:10 e temperatura de 121 °C, conforme descrito
no item 4.1.3 de materiais e métodos.

Paralelamente, foram também conduzidos ensaios com a palha in natura para uma
analise comparativa do comportamento da reacdo de hidrolise. Os hidrolisados obtidos nas
diferentes condicdes de reacdo foram quantificados quanto aos teores de acucares (glicose,
xilose e arabinose) e de compostos inibidores ao metabolismo microbiano, incluindo os
furanos (furfural, hidroximetilfurfural), acido acético, e acidos fenolicos (ferulico e p-
cumarico) e os resultados estdo mostrados na Tabela 5.7.

Com relacdo aos inibidores (furanos e é&cidos fenolicos), verifica-se que a
solubilizacdo destes compostos variou com as condicdes de hidrélise em ambas as palhas
avaliadas (in natura e desacetilada), sendo os maiores niveis dos furanos observados sob as
condicBes mais severas de processo (ensaio 4), onde as reacdes foram realizadas no maior
tempo de reacdo (90 min) e maior concentracdo acida (1,5%), enquanto para os acidos
fendlicos os maiores niveis foram observados no maior tempo de reacdo (90 min) e
concentracdo acida intermediaria (1,0%).

Nota-se que, os furanos (furfural e HMF) foram encontrados em pequenas

quantidades nos hidrolisados obtidos (< 0,4 g/L), o que demonstra uma baixa degradagéo



Tabela 5.7. Composicdo quimica dos hidrolisados hemicelulésicos obtidos sob as diferentes condi¢des de operacdo do processo.

Variaveis Acucares Furanos Acidos
. sC /L mg/L mg/L EHH
Ensaio Palha e FS0. (9/L) (mg/L) (mg/L) o
(min) (%) Gli Xil  Ara Furfural HMF Acético Feralico p-Cumarico

Desacetilada 01 28 42 130 113 nd 24,8 80,8 21,8

1 In natura 30 05 110 o1 1,6 22 109 359 04 27,2 105,0 14,7
Desacetilada 0,2 10,6 45 81,9 13,9 nd 31,1 94,9 46,9

§ In natura %0 05 158 3 65 24 536 552 09 53,0 192,5 34,4
Desacetilada 06 166 47 706 85 nd 45,7 108,1 66,2

3 In natura 30 15 158 06 139 27 520 531 13 56,7 1845 64,1
Desacetilada 18 203 44 3281 275 01 34,4 56,8 76,8

t e 0 15 506 18 175 29 2938 1005 17 794 120,0 78,7
Desacetilada 03 136 48 392 39 nd 34,1 112,9 57,2

° In natura 30 10 141 o3 88 23 351 558 09 52,0 198,7 42,8
Desacetilada 14 204 50 2228 234 nd 48,9 91,4 79,0

i In natura %0 10 18 15 174 26 1984 911 19 78,3 163,0 77,2
Desacetilada 01 66 45 441 62 nd 23,2 94,3 34,5

! In natura 60 05 141 03 36 24 251 484 06 325 1536 2372
Desacetilada 14 178 43 2083 135 nd 34,1 66,9 68,7

i s 60 15 18 16 182 25 1795 698 18 736 110,2 86,9
g Desacetilada 60 10 0,7 17,9 48 98,3 8,7 nd 49,2 116,6 70,9
In natura ’ 1,71 08 159 3.0 819 750 1,5 69,1 212,1 69,9

*média dos pontos centrais; HMF = hidroximetilfurfural; SC = severidade combinada; EHH = eficiéncia de hidrolise da hemicelulose (xilana + arabinana).

18
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dos acgucares durante o processo de hidrélise acida. Apesar disso, € importante observar
que os niveis de furfural nos hidrolisados da palha desacetilada foram ligeiramente
superiores aos observados nos hidrolisados da palha in natura, enquanto que os teores de
HMF mostrou um comportamento inverso. Estes resultados sugerem que a palha
desacetilada é mais susceptivel as reacBes de desidratacdo das pentoses. As maiores
concentracdes destes compostos (328 mg/L de furfural e 100,5 mg/L de HMF) foram
obtidas nas condi¢des do ensaio 4 (90 min e 1,5% de acido) empregando a palha
desacetilada e in natura, respectivamente.

Quanto ao é&cido acético, nota-se que este composto ndo foi detectado nos
hidrolisados obtidos a partir da palha desacetilada, o que ja era esperado, devido a etapa de
desacetilagcdo da biomassa. Por outro lado, nos hidrolisados obtidos a partir da palha in
natura os niveis deste acido variaram de 0,4 até 1,9 g/L. De acordo com Fengel; Wegener
(1989), a concentracdo de acido acético liberada depende das condigcdes do processo e do
tipo de biomassa, e relaciona-se fortemente com a frequéncia do grupamento acetil
presente no material. Mussatto e Roberto (2005) estudando o efeito da concentracao acida,
tempo e relacdo solido-liquido sobre a composicéo do licor hemicelulésico do bagaco de
malte constataram que a concentracdo de &cido acético variou de 0,76 a 1,39g/L. Com base
nos teores de grupos acetil do bagaco de malte (1,35% m/m), estima-se que a recuperacao
méaxima de acido acético foi de 59%, sendo este resultado similar ao obtido no presente
trabalho que foi de 53 % para a palha in natura.

Alem do furfural, hidroximetilfurfural e cido acético, todos os hidrolisados obtidos
continham &cidos fendlicos (ferulico e p-cumarico), em concentra¢cdes que variaram de
acordo com a palha utilizada (in natura ou desacetilada). Nota-se ainda que, para ambas as
palhas avaliadas, os niveis do acido p-cumarico foram superiores aos de acido ferulico. Os
dados revelam que as proporcdes ferulico/p-cumarico nos hidrolisados variaram de 0,2 até
0,66, e que quando comparadas ao licor alcalino que apresentou uma proporcao de 1,7,
revelam um comportamento inverso de solubilizacdo. Estas diferencas podem ser
explicadas pelas ligacbes moleculares dos acidos hidroxicindmicos junto ao complexo:
lignina - carboidrato. Os acidos fendlicos, especialmente fertlico e p-cumarico, estdo
diretamente envolvidos na associacdoda lignina com as hemiceluloses da parede celular.
As principais formas de interacdo molecular estdo bem estabelecidas e envolvem
principalmente ligagdes éster com os carboidratos e éter com as unidades condensadas da
lignina (BURANOV E MAZZA 2008). Portanto, o tratamento alcalino favorece a

clivagem da ligagdo éster, promovendo maior solubilizacdo do &cido ferulico no licor
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alcalino, enquanto que as ligagdes do tipo éter, as quais sdo as ligagdes predominantes com
a lignina, sdo rompidas com o tratamento &cido.

Com relacdo a solubilizacdo dos agUcares, nota-se que, independentemente das
condicdes avaliadas e do tipo de palha de arroz empregada, os niveis de glicose foram
relativamente baixos (< 1,8 g/L) sugerindo uma baixa degradacdo da fracdo celulosica.
Nota-se ainda que as concentracdes de arabinose, em ambos os materiais avaliados, néo
variaram significativamente com as condi¢des de hidrdlise, apresentando em média um
valor de 2,2 g/L no hidrolisado da palha in natura e de 4,5 g/L no hidrolisado da palha
desacetilada. Por outro lado, as concentracGes de xilose variaram fortemente com as
condicdes do processo (de 2,8 a 20,4 g/L) e de (1,6 e 18,2 g/L) para a palha desacetilada e
in natura, respectivamente, demonstrando uma forte influéncia das variaveis avaliadas
sobre a eficiéncia hidrélise da hemicelulose. Ainda com relagdo aos agucares, verifica-se
que as concentragbes de xilose e arabinose foram mais elevadas nos hidrolisados
hemicelulosicos da palha desacetilada. Porém, isto ndo significa que a eficiéncia de
hidrolise da palha tratada foi superior, uma vez que os teores de xilana e arabinana neste
material foram maiores do que os obtidos na palha in natura (Tabela 5.7).

Com base na concentracdo das pentoses solubilizadas nos hidrolisados, foram entéo
calculadas as eficiéncias de hidrolise da hemicelulose (xilana + arabinana) e os resultados
foram analisados em funcdo da severidade combinada (SC) do processo. A severidade
combinada (SC) é uma varidvel que integra em um Unico valor, as variacbes de
temperatura, tempo e concentracdo de acido de uma dada reacdo. Esta variavel tem sido
aplicada amplamente nos estudos de fracionamento de biomassas lignocelulosicas,
especialmente nos pré-tratamentos com acido diluido (HSU, 2010, CHEN, 2011, LEE;
JEFFRIES, 2011; GUO et al., 2008; LLOYD; WYMAN, 2005). Uma das principais
vantagens da utilizacdo desta variavel é a possibilidade de comparacdo dos resultados a
partir de diferentes condicdes.

A Figura 5.5 mostra o efeito da severidade combinada sobre a eficiéncia de
hidrolise da hemicelulose (EHH), assim como na solubilizacdo dos subprodutos da reacao.
Nota-se na Figura 5.5A, que a EHH aumentou com a severidade do processo até o limite
de 1,88, ndo sendo constatadas melhorias no processo acima deste valor de severidade. E
interessante verificar ainda que, para ambas as palhas avaliadas, valores de EHH superiores

a 70 % somente foram alcangados quando a SC foi superior a 1,70. Este mesmo perfil foi
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Figura 5.5. Eficiéncia de hidrdlise da hemicelulose (A) e formacdo dos sub-produtos:
acido acético (B), furanos (C) e acidos hidroxicinamicos (D) nos hidrolisados obtidos a
partir da palha de arroz in natura e desacetilada, em funcdo da severidade combinada.
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Fonte: Arquivo pessoal

verificado com relacdo a liberacdo do &cido acético a partir da palha in natura (Figura 5.5
B). Este fato se justifica uma vez que os grupos acetil estdo estruturalmente ligados a
fracdo hemiceluldsica. Vale ressaltar que as maiores concentracfes deste acido (> 1,4 g/L)
foram obtidas nas condi¢bes do ensaio 4, 6 e 8, 0s quais também proporcionaram as
maiores eficiéncias de hidrolise (> 75 %). Este comportamento foi também relatado por
Hsu et al. (2010) e Guo et al. (2008) que alcancaram a maxima solubilizacdo de &cido
acetico no hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz nas mesmas condi¢des que foram
atingidas as maiores eficiéncias de hidrolise.

No presente estudo, o maior valor de EHH (86,9 %) foi obtido com a palha in
natura nas condigdes do ensaio 8 (60 min; 1,5% de acido e SC = 1,89). Estes resultados
sdo comparaveis aos obtidos por HSU et al. (2010) que obtiveram um méaximo rendimento

de xilose (89%) a partir da palha de arroz pré-tratada com 1% (m/m) de acido sulfurico a
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160 °C por 5 min, o que correspondeu a uma fator de severidade combinada de 1,8. Neste
trabalho, os autores também verificaram que acima de 2,0 de severidade, o rendimento de
hidrélise decresce gradualmente, o que foi atribuido a parcial degradagdo da xilose em
furfural.

No que se refere a eficiéncia de hidrolise da hemicelulose a partir da palha
desacetilada, os maiores valores (~ 78 %) foram alcancados nas condi¢des dos ensaios 4
(SC = 2,06) e 6 (SC = 1,88), os quais foram conduzidos com concentracdo acida de 1,5 e
1,0 %, respectivamente, por um periodo de 90 min. Nestas condigdes, a eficiéncia de
hidrélise da palha in natura foi similar, sugerindo que sob condigdes mais severas de
hidrélise, a solubilizacdo da hemicelulose ndo é influenciada pela etapa de desacetilacéo.
Este comportamento foi também constatado por Chen et al. (2012), que avaliaram o
impacto da desacetilagdo da palha de milho sobre o rendimento de mondmeros de xilose
durante o pré-tratamento com acido diluido. Os autores verificaram que o aumento do
tempo de residéncia reduziu a diferenca entre o rendimento de xilose da palha de milho
ndo tratada (controle) e desacetilada. Segundo os autores, os resultados podem ser
explicados pelo fato de que, sob as condi¢des de maior severidade, a fracdo esterificada da
xilana, que pode atingir até 40% da biomassa, é facilmente hidrolisada e, portanto, o efeito
do tratamento alcalino torna-se atenuado.

A Figura 5.5 C mostra um perfil exponencial de formacdo de furanos (furfural +
hidroximetilfurfural) em funcdo da severidade combinada. Tal comportamento demonstra
que a velocidade de degradacdo dos aclcares € muito sensivel a severidade do processo.
Hsu et al. (2010) também encontraram um aumento exponencial dos furanos em funcéo da
severidade da hidrolise acida da palha de arroz. Porém, os valores encontrados por estes
autores foram superiores aos obtidos no presente estudo. Por exemplo, no presente estudo,
0s maiores niveis de furanos (~ 0,4 g/L) foram obtidos quando o processo foi conduzido
na maior severidade (SC = 2,06); enquanto que no trabalho de Hsu et al. (2010)
empregando um fator similar de severidade (SC = 2,1) a quantidade de furanos foi cerca de
4 vezes superior (1,6 g/L). Esta diferenca pode estar relacionada com as condi¢cbes de
processo utilizadas pelo autor (160 °C, 1,0% (m/m) de H,SO,4 € 5 min).

Com relacdo a solubilizacdo dos &cidos hidroxianamicos (Figura 5.5 D), verifica-se
um aumento nos niveis destes compostos até a severidade de 1,7, sendo que a partir deste
valor ocorre um decréscimo. Verifica-se ainda que, as maiores concentragdes destes acidos

foram encontradas nos hidrolisados obtidos a partir da palha in natura, o que pode ser
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explicado pelo fato de que na palha desacetilada, parte destes acidos foi extraida durante o
tratamento alcalino. A maxima concentracdo de acidos hidroxicindmicos liberados apos a
hidrélise &cida foi de aproximadamente 281 mg/L (69 mg/L de ferulico + 212 mg/L de p-
cumarico) na palha in natura e de 165,8 mg/L (49,2 mg/L de ferGlico + 116,6 mg/L de p-
cumarico) na palha desacetilada. As quantidades totais destes acidos fendlicos nos
hidrolisados &cidos sdo bastante inferiores daquelas obtidas no licor alcalino (Tabela 5.6),
as quais atingiram um valor de 723 mg/L (463 mg/L de ferdlico + 260 mg/L de p-
cumarico). Conforme discutido anteriormente, o tratamento alcalino favorece a clivagem
da ligacdo éster, promovendo maior solubilizacdo do &cido ferulico no licor alcalino. Por
outro lado, as ligagdes do tipo éter, as quais sdo as ligacbes predominantes com a lignina,
sdo rompidas com o tratamento acido. Portanto, pode-se inferir que os acidos
hidroxicinamicos solubilizados nos hidrolisados hemiceluldsicos sdo predominantemente
provenientes, em grande parte, da degradacéo da lignina.

E importante ainda observar que, valores similares de SC (Tabela 5.7) podem ser
obtidos com distintas condicGes de tempo e temperatura. Por exemplo, nos ensaios 2 e 3,
os quais foram conduzidos com 90 min; 0,5% de acido e 30 min; 1,5% de acido,
respectivamente, o valor de SC foi de 1,58. No entanto, os resultados de eficiéncia de
hidrolise da hemicelulose no ensaio 2, o qual foi conduzido com um maior tempo, porém
em uma concentracdo acida cerca de 3 vezes menor em relacdo ao ensaio 3, mostrou um
decréscimo de 40% na eficiéncia de hidrélise. Este fato sugere que, mesmo para valores
similares de severidade, os efeitos destas variaveis sdo distintos e, que a concentracdo
acida pode ter maior influéncia sobre o processo. Neste sentido, foram realizadas as
andlises estatisticas para identificar os efeitos estimados de cada variavel no processo. Esta
andlise foi realizada apenas para o hidrolisado proveniente da palha tratada com NaOH
uma vez que o objetivo deste trabalho foi o de avaliar a producdo de xilitol por
Kluyveromyces marxianus a partir de um hidrolisado hemicelul6sico com caracteristicas
favoraveis com relacdo aos niveis de inibidores produzidos. Conforme demonstrado na
Figura 5.5, a palha desacetilada forneceu um hidrolisado hemicelulésico com teor de xilose
similar ao hidrolisado controle (palha in natura), porém com menor nivel dos compostos
toxicos avaliados.

A andlise estatistica referente ao processo de hidrélise acida da palha desacetilada
(Tabela 5.8) revelou que ambas as varidveis (tempo de reacdo e da concentracdo acida),
apresentaram efeitos significativos, ao nivel de 95% de confianca, sobre a eficiéncia de

hidrélise da hemicelulose. Observa-se ainda que, o efeito da concentracdo acida (+36,17)
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foi praticamente o dobro do efeito do tempo (+19,17), confirmando a anélise direta dos
dados, que sugeriu uma maior influéncia da concentracdo de acido sobre a resposta.
Destaca-se ainda que, a interacdo entre o tempo e a temperatura mostrou efeito negativo
(-3,86), indicando que a eficiéncia de hidrolise da hemicelulose é favorecida quando séo
empregadas maiores concentracdo &cidas. Além disso, o termo quadrético da variavel
concentracdo de &cido apresentou efeito de sinal negativo (—14,9), indicando que a

eficiéncia de hidrolise da hemicelulose pode ser maximizada na regido estudada.

Tabela 5.8. Estimativa dos efeitos, erros-padrdo e teste t de Student para a resposta
eficiéncia de hidrolise da hemicelulose, durante a hidrolise acida da palha de arroz
desacetilada.

Variaveis Estimativa dos Erros-padrio ;

Independentes Efeitos P calculado
Média 70,21 + 0,857 81,92*
Tempo (X1) 19,17 + 1,533 12,50*
H,SO4 (X2) 36,17 + 1,533 23,59*
X;2 -1,47 +2,299 0,64
X,2 —34,47 +2,299 14,99%
X1 X2 -7,25 +1,877 3,86*

%significativo com 95 % de confianga.

A significancia estatistica dos efeitos foi confirmada pela analise de variancia
(ANOVA) mostrada na Tabela 5.9, a qual mostrou um elevado coeficiente de correlacéo
(R*=0,99).
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Tabela 5.9. Anélise de variancia (ANOVA) dos efeitos para a resposta eficiéncia de
hidrélise da hemicelulose, durante a hidrélise acida da palha de arroz desacetilada.

Fonte de variacao Som,a_ C_;raus de Méd,ia_ p-valor
Quadratica liberdade Quadratica
Tempo (X1) 551,042 1 551,042 156,29  0,0000*
H,S04 (X2) 1962,04 1 1962,04 556,50  0.0000*
X;2 1,4406 1 1,440 0,41 0,5463
X2 792,121 1 792,121 224,67 0,0000*
X1 X2 52,5625 1 52,562 14,91 0,0084*
Erro Total 21,154 6 3,5256
Total (corr) 3504,89 11
R*=0,99

#significativo com 95 % de confianca.

Uma analise de regressdo multipla (Tabela 5.10) foi entéo realizada para a obtencéo

de um modelo matematico capaz de descrever a relacdo entre as variaveis independentes e

a resposta avaliada. Para esta anélise excluiu-se o efeito quadrético do tempo X2, devido a
sua baixa significancia estatistica (p = 0,5463). Conforme mostrado na Tabela 5.11, a
analise de variancia (ANOVA) de regressdao do modelo confirmou a relevancia estatistica
do mesmo (p<0,00001), com elevado coeficiente de correlacdo (R? = 0,99), o que significa
uma forte concordancia entre os resultados experimentais e os valores previstos pelo

modelo matematico representado pela Equacéo 2.

Tabela 5.10. Analise de regressdao mdltipla para a resposta eficiéncia de hidrélise da
hemicelulose, durante a hidrolise acida da palha de arroz desacetilada.

A - Erros-
Parametro Coeficientes —— e p-valor
Constante 69,9633 0,733463 95,3877 0,0000
Tempo (X1) 9,58333 0,733463 13,0659 0,0000
H2S04 (X2) 18,0833 0,733463 24,6547 0,0000
X2 -17,48 1,03727 -16,8519 0,0000

X1X2 -3,625 0,898305 -4,03538 0,0050
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Tabela 5.11. Analise de variancia (ANOVA) de regressdao do modelo representativo da
remocao de grupos acetil a partir da palha de arroz tratada sob diferentes condic¢des de
temperatura e carga de NaOH.

Fonte de Soma Graus de Média valor
variacao Quadratica liberdade Quadratica P
Modelo 3482,3 4 870,57 269,71 <0,0001
Residuo 22,6 6 3,2278
Total (corr) 3504,9 10
R?=0,99

Y, =69,9+9,6X, +181X, —3,6X,X, ~17,5X? Equacio 2

Onde: YA2 representa o valor estimado da eficiéncia de hidrolise da hemicelulose (%); X1 e

X, representam 0s niveis codificados das variaveis tempo e concentracdo de H,SO,,

respectivamente.

A partir da equacdo do modelo, foi construida uma representacéo tridimensional da
superficie de resposta na regido experimental estudada (Figura 5.6). Esta figura mostra
claramente que elevados valores de eficiéncia de hidrolise da hemicelulose (> 75%) podem
ser alcancados com diferentes combinagdes de tempo e concentracéo acida.

Com o objetivo de maximizar a eficiéncia de hidrdlise da hemicelulose (EHH), e ao
mesmo tempo obter um hidrolisado hemicelulésico com menor grau de toxicidade, foi
entdo realizada uma analise de otimizacdo numérica empregando o programa Design
Expert 6.0. De acordo com esta analise, foram definidas as seguintes condi¢bes de
tratamento &cido: (121 °C; 1,0% de H,SO,4 e 85 min). Nestas condi¢bes do processo, 0

modelo prevé uma eficiéncia de hidrolise da hemicelulose (EHH) de 78 + 2,0%.
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Figura 5.6. Superficie de resposta descrita pelo modelo Y, que representa o valor

estimado da eficiéncia da hidrélise da hemicelulose em funcdo do tempo e concentracao
acida.
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5.4. Efeito da suplementacéo nutricional do hidrolisado hemiceluldsico obtido a partir
da palha de arroz desacetilada sobre a producéo de xilitol

Apos a definicdo das condicBes 6timas para o processo de hidrélise acida da palha
de arroz desacetilada (1% m/v de H,SOy4, 121 °C e 85 min), foram entéo realizados ensaios
em reator de 50 litros visando a obtencdo de uma maior quantidade de hidrolisado para os
estudos fermentativos. No entanto, para ser utilizado como meio de fermentacdo, o
hidrolisado produzido nesta etapa foi submetido a uma etapa de concentracdo para
aumentar o teor de xilose a valores acima de 50 g/L. Vale ressaltar ainda que, durante esta
etapa podem ocorrer algumas modificagdes na composicdo quimica do hidrolisado, as
quais podem influenciar o desempenho do micro-organismo durante a fermentacdo. Neste

sentido, a composi¢do quimica do hidrolisado na sua forma original e concentrada, foi
analisada e os resultados estdo apresentados na Tabela 5.12. Vale ressaltar ainda que, com

base nos teores de xilose e arabinose obtidos, a eficiéncia de recuperacdo da hemicelulose
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foi de 76%, o0 que esta de acordo com os valores previstos pelo modelo obtido na etapa de
otimizacdo das condi¢des de hidrolise acida.

Tabela 5.12. Composicdo quimica do hidrolisado hemicelulésico da palha de arroz
desacetilada sob as condic¢fes 6timas de hidrdlise acida, nas formas diluida (original) e
concentrada.

Concentracao
Componentes Hidrolisado o Hidrolisado
original concentrado
Glicose 21+0,1 11,8 +0,2
Xilose 19,2+0,5 96,8+ 1,3
Arabinose 52+0,2 22,7+0,3
Acido acético nd nd
5-HMF 0,027 £+ 0,0004 0,172 + 0,007
Furfural 0,369 + 0,0024 0,163 + 0,004
Acido furdico 0,127 + 0,0028 0,813 + 0,032
Alcool vanilil 0,013 + 0,0018 0,107 + 0,013
Acido vanilico 0,008 £ 0,0005 0,046 £ 0,003
Vanilina 0,013 + 0,0004 0,048 + 0,005
Acido p-cumérico 0,018 + 0,0004 0,031 + 0,003
Acido fertlico 0,013 + 0,0001 0,029 + 0,0002

nd = ndo detectado

Nota-se na Tabela 5.12, que apds a concentracdo do hidrolisado os niveis dos
acucares foram aumentados proporcionalmente ao fator de concentracédo utilizado (cerca de
5 vezes), revelando que ndo ocorreu degradacao destes componentes durante esta etapa. No
entanto, os teores dos subprodutos, com excecdo do furfural que teve sua concentracdo
reduzida em 56%, foram aumentados de forma ndo proporcional ao fator de concentracao,
sugerindo que estes compostos podem ter sido parcialmente volatilizados ou degradados
durante esta etapa. Comportamento semelhante foi relatado por Mussatto et al. (2005),
empregando o hidrolisado hemicelulésico de bagaco de malte. Durante a etapa de
concentracdo do hidrolisado (Fc = 4), os autores observaram uma reducdo de 70% nos

niveis de furfural, que foi atribuida a volatilidade deste composto durante a concentragdo a
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vacuo, e um aumento de 2,5 vezes na concentracdo de fendlicos totais. Em outro estudo,
Dehkhoda et al. (2009) empregando o hidrolisado hemicelulésico de abeto, compararam
dois métodos de concentracdo do hidrolisado. No primeiro denominado - VEH, a
evaporacao foi conduzida sob vacuo a 80 °C /0,5 bar de presséo e no segundo, denominado
- HPEH o processo foi conduzido ausente de vacuo a 107,5 °C/1,3 bar. Os resultados
mostraram que, em ambos 0s procedimentos, ndo ocorreu decomposicdo dos acucares e
dentre os inibidores avaliados, o furfural teve sua concentragdo reduzida (> 90%),
enquanto que o HMF e a lignina solavel foram aumentados na mesma proporg¢do do fator
de concentracdo (Fc = 3). A partir dos resultados obtidos, os autores concluiram que,
ambos 0s métodos podem ser usados em escala industrial para aumentar a concentragao de
acucares fermentesciveis.

Para o estudo da fermentabilidade do hidrolisado hemiceluldsico obtido foi
utilizada a levedura termotolerante K. marxianus Y - 6373, previamente selecionada (item
4.3.1) por sua capacidade de produzir xilitol em meio semidefinido a 40 °C.

Conforme mostrado na Tabela 5.12, o &cido acético ndo foi detectado no
hidrolisado obtido, porém varios outros inibidores do metabolismo microbiano, incluindo
furanos (furfural, 5-HMF e acido furdico) e acidos hidroxicinamicos (ferulico e p-
coumarico) estdo presentes em sua composicdo. Considerando que a tolerancia de
leveduras fermentadoras de pentoses aos compostos inibitdrios, especialmente os furanos
(furfural e 5-HMF), pode ser melhorada com uma adequada suplementacdo nutricional
(SLININGER et al., 2009), esta etapa teve como objetivo, avaliar a fermentabilidade do
hidrolisado de palha com e sem suplementacdo nutricional. Os nutrientes utilizados nesta
etapa foram os mesmos empregados na etapa de selecdo.

Visando comparar o desempenho da levedura em meio ausente em compostos
toxicos, ensaios foram também realizados em meio semidefinido e os resultados estdo
mostrados na Figura 5.7 (A-C). Observa-se que o comportamento fermentativo de K.
marxianus Y-6373 em hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz (com e sem
suplementacdo nutricional), em termos de consumo de agUcares, producdo de biomassa,
etanol, xilitol e acido acético foi similar (Figura 5.7 A e B). Nota-se que, nas primeiras 12
horas de cultivo ocorreu o esgotamento total de glicose e que este consumo foi
concomitantemente com a assimilacdo de xilose. Porém, apds 24 h, a assimilacdo desta
pentose foi paralisada e ao final de 72 h, 0 meio ainda continha uma elevada concentracéo

residual de xilose (39,0 g/L), 0 que correspondeu a um consumo total de 22%.
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Figura 5.7. Perfil fermentativo de K. marxianus Y- 6373 em hidrolisado hemiceluldsico de
palha de arroz na auséncia (A) e presenca (B) de suplementacdo nutricional e em meio
semidefinido (C).
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Este perfil de consumo de xilose n&o foi observado no meio semidefinido contendo
50 g/L desta pentose como Unica fonte de carbono (Figura 5.7 C). Observa-se nesta Figura
que, a levedura consumiu quase que completamente a xilose (86%), apds 48 h, com uma
velocidade média de 0,86 g/L.h. Esta diferenca de comportamento pode ser explicada pela
composi¢do quimica do hidrolisado, uma vez que além dos inibidores, a presenca de outros
acucares, especialmente a glicose, pode exercer repressao catabdlica sobre os mecanismos
de transporte e/ou inducéo das enzimas envolvidas na assimilagdo de xilose (SU, 2013).
No entanto, o nivel de repressdo depende do tipo de micro-organismo utilizado e das
condi¢des de cultivo empregadas, sendo que a base fisioldgica deste fendmeno ndo esta
totalmente esclarecida.

A influéncia da glicose sobre o perfil fermentativo de Candida guilliermondii em
hidrolisado hemicelulosico de bagago de cana-de-agucar foi estudado por SILVA; FELIPE
(2006). Neste estudo, a concentragdo de xilose no hidrolisado foi mantida em 46 g/L e a de
glicose foi variada de 4 a 18 g/L. De acordo com os autores, quando o indculo foi cultivado
em meio contendo apenas a Xilose como fonte de carbono, o consumo desta pentose no
hidrolisado hemicelulésico de bagaco-de-cana foi de 86%, ap0s 48 h de fermentacao,
independentemente da proporcdo glicose:xilose presente no hidrolisado. No entanto, a
producdo de xilitol foi influenciada positivamente com o aumento da proporcao
glicose:xilose no hidrolisado mostrando uma producdo maxima de 27,8 g/L (Ygs = 0,59
g/g; Qp = 0,53 g/L,h) quando se utilizou a relacdo de 1:5. Os valores dos parametros
representaram um aumento de 15 e 23%, respectivamente, em relacdo a condicdo de
controle (glicose:xilose = 1:25). Ainda neste trabalho, os autores ndo verificaram qualquer
correlacdo das melhores condi¢des de producdo de xilitol com os niveis das atividades das
enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH).

Ainda na Figura 5.7 A e B nota-se que, durante as primeiras 12 horas de cultivo,
foram produzidas pequenas concentracdes de etanol e de &cido acético em meio
hidrolisado. A partir deste tempo, observa-se que a concentracdo de &cido acético continua
aumentando, enquanto o etanol apresenta uma queda. Provavelmente, o etanol foi
assimilado para a producdo de acido acético. A formacdo de etanol e acido acético pela
levedura K. marxianus foi também observada em meio semidefinido, porém a partir de 24
h e de forma mais atenuada (Figura 5.7 C).

Cabe ressaltar que, a arabinose ndo foi assimilada durante o cultivo e que o
crescimento celular, assim como a producéo de xilitol atingiram valores maximos de (6,1 e

8,7 g/L) e de (7,1 e 10,4 g/L), nas fermentacOes dos hidrolisados sem e com
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suplementacdo, respectivamente.

Recentemente, Signori et al, (2014) avaliando o perfil metabolico de K. marxianus
CBS712 na temperatura de 41 °C, sob diferentes niveis de oxigénio (1,75; 11 e 20,95%),
em meios contendo uma mistura de glicose e xilose (20 g/L cada) como fontes de carbono,
constataram que a glicose foi totalmente consumida apds 15 h, e que a xilose foi
parcialmente consumida em todas as condi¢cdes de oxigenacgdo testadas. No menor nivel de
oxigénio (1,75%), o consumo desta pentose foi de apenas 15% e nestas condigdes, 0S
autores também observaram a maior concentracdo de xilitol (2,5 g/L), o que correspondeu
a um fator de conversdo de 0,75 g/g. Além disso, foi também observado um pico na
concentracdo de etanol apds o consumo de glicose e em seguida a acumulacdo de &cido
acetico em detrimento do etanol. Os autores atribuiram este comportamento metabdlico a
demanda de NADPH pelas células. De fato, a literatura reporta que, além da via das
pentoses fosfato, a oxidacdo do etanol em acetaldeido com posterior conversdo em acetato
pela acdo da acetaldeido desidrogenase pode contribuir de forma significativa para o
suprimento deste cofator (RODRUSSAMEE et al., 2011).

Os resultados do presente trabalho, estdo consistentes com o0s observados por
Signori et al, (2014) e sugerem que a glicose presente no hidrolisado, mesmo em baixas
concentragdes contribuiu para o limitado consumo de xilose no hidrolisado. O perfil de
assimilacdo de xilose em meio semidefinido contendo apenas Xxilose como fonte de
carbono, reforca também esta hipotese.

A Tabela 5.13 apresenta os parametros fermentativos de K. marxianus em
hidrolisado hemiceluldsico de palha de arroz (com e sem suplementacao nutricional) e em
meio semidefinido. Comparando os resultados da fermentacdo de K. marxianus Y-6373
empregando o hidrolisado com e sem adi¢do de nutrientes, verifica-se que a suplementacao
nutricional ndo promoveu melhorias nos parametros do processo. No entanto, quando 0s
resultados obtidos em hidrolisado foram comparados aos do meio semidefinido, diferencas
importantes foram observadas nos parametros do processo, especialmente nos fatores de

conversao e produtividade volumétrica em xilitol.
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Tabela 5.13. Pardmetros fermentativos obtidos durante o cultivo de K. marxianus Y-6373
em hidrolisado hemiceluldsico de palha de arroz com e sem suplementacdo nutricional e
em meio semidefinido.

Pardmetros Hidrolisado ) Hidrolisado I_\/Iei(_) |
Suplementado  N&o Suplementado  Semidefinido

Tempo de fermentagéo (h) 72 72 48
Xilose inicial (g/L) 51,84 48,72 48,30
Xilose final (g/L) 39,70 38,74 6,9
Xilose consumida (%) 23,4 20,5 86
Glicose inicial (g/L) 6,24 7,12 -
Glicose final (g/L) 0 0 -
Biomassa inicial (g/L) 1,07 0,93 0,83
Biomassa final (g/L) 7,16 6,11 7,50
Xilitol final (g/L) 10,45 8,73 28,9
Etanol final (g/L) 0,27 0,37 1,64
Acido acético inicial (g/L) 0,13 0,16 0
Acido acético final (g/L) 1,90 1,76 1,21
Yxs (9/9) 0,10 0,09 0,16
Yess (9/9) 0,86 0,87 0,70
Yeix (9/9) 8,6 9,7 4,37
Qs (g/L,h) 0,17 0,14 0,86
Qr (g/L h) 0,14 0,12 0,85
n(%) 94 96 77

Nota-se que 0s maiores fatores de conversdo em xilitol (~ 0,86 g/g) foram obtidos

nas fermentacdes dos hidrolisados; valores estes muito proximos ao maximo teorico (0,91

g/g) e que representam um aumento de 23% quanto comparado ao meio semidefinido.

Estes resultados sugerem que, a levedura K. marxianus apresenta uma elevada capacidade

de conversdo de xilose em xilitol a partir do hidrolisado, o que foi confirmado pelos

elevados valores de Yp/x obtidos (praticamente o dobro do meio semidefinido). No entanto,

devido a incompleta utilizacdo de xilose nos hidrolisados, a concentracao final de xilitol foi

cerca de 3X inferior a obtida em meio semidefinido. Consequentemente, a produtividade

volumétrica em xilitol (Qp) Nno meio semidefinido foi mais elevada, atingindo 0,60 g/L,h ao

final da fermentacgéo.
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Os resultados de producgédo de xilitol em meio semidefinido obtidos no presente
trabalho comparam favoravelmente aos reportados na literatura empregando outras
linhagens termotolerantes de K. marxianus. Por exemplo, Muller et al. (2011) empregando
um meio contendo 50 g/L de xilose em cultivos realizados a 40 °C e 1,0 g/L de células
alcancaram com a linhagem IMB2 de K. marxianus uma produgdo maxima de xilitol de
24,09 g/L em 120 h (Yps = 0,90 g/g e Qp = 0,20 g/L.h). Embora os resultados de
conversdo estejam proximos aos obtidos no presente trabalho, os valores de produtividade
volumétrica foram bem inferiores (cerca de 4 vezes) e a concentracao de xilose residual foi
elevada (23, 0 g/L), indicando um ineficiente consumo de xilose (54%). Resultados ainda
inferiores aos obtidos no presente trabalho foram relatados por Kumar et al. (2009),
utilizando a levedura Kluyveromyces sp 1IPE453 em cultivos realizados a 50 °C. Os
autores relataram uma concentragdo maxima de xilitol de 11,5 g/L, ap0os 67 h de cultivo
(Yps = 0,65 g/g € Qp = 0,17 g/L.h) a partir de meio semidefinido contendo 40 g/L de
xilose. Nestas condices, o consumo de xilose foi de apenas 43%. Em outro estudo,
Wilkins et al. (2008) cultivando K. marxianus IMB4 a 40 °C em meio semidefinido
contendo 20 g/L de xilose, relataram um consumo de 68% de xilose em 96 h, com uma
producéo de 7,36 g/L de xilitol (Yps = 0,54 g/g e Qp = 0,08 g/L.h).

E importante destacar que os estudos referentes a producéo de xilitol por leveduras
termotolerantes de K. marxianus empregando hidrolisados hemicelulésicos de biomassa
lignoceluldsica tem sido ainda pouco explorados. Recentemente, Zhang et al. (2013)
avaliaram o perfil fermentativo de uma linhagem recombinante de K. marxianus
denominada YZB014 em hidrolisado hemicelulésico de sabugo de milho contendo 25,88
g/L de xilose. Neste trabalho, o hidrolisado foi previamente destoxificado empregando
uma combinacdo de tratamentos (CaO até pH 10 e carvao ativado). De acordo com 0s
autores, a levedura foi capaz de consumir 21,41 g/L de xilose e produzir 12,21 g/L de
xilitol e 4,09 g/L de etanol a 42 °C, apos 48 h. Estes resultados, quando comparados aos
obtidos com K. marxianus em hidrolisado no presente estudo, revelam que a levedura
YZB014 mostrou um eficiente consumo de xilose (83%) com o dobro de produtividade
volumétrica (Qp = 0,25 g/L.h). No entanto, sua capacidade de conversdo de xilose em
xilitol (Yp;s = 0,57 g/g) foi inferior. E importante ressaltar que no presente trabalho, o
hidrolisado de palha de arroz foi utilizado sem qualquer tratamento prévio de
destoxificacdo e com uma maior concentragéo inicial de xilose. Considerando estes dois

aspectos, somados ao fato de que a levedura K. marxianus Y-6373 ndo foi modificada
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geneticamente, o baixo consumo de xilose, assim como 0s menores valores de

produtividade volumétrica obtidos no hidrolisado de palha de arroz séo justificaveis.

5.5. Avaliacdo de diferentes métodos de destoxificacdo do hidrolisado hemicelul6sico
obtido a partir da palha de arroz desacetilada sobre a producéo de xilitol

A etapa de destoxificagdo normalmente é requerida quando os hidrolisados
apresentam niveis elevados de compostos toxicos e/ou quando 0 micro-organismo
fermentativo apresenta baixa tolerancia a estes compostos. Nos experimentos anteriores,
foi verificada uma limitada utilizagdo de xilose por K. marxianus em meios constituidos de
hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz. Este comportamento pode ser atribuido a
dois fatores: 1) baixa tolerancia da levedura aos compostos tOXicos presentes no
hidrolisado e 2) presenca de glicose no meio. Visando elucidar estas hipoteses, nesta etapa,
foram avaliados trés diferentes metodos de destoxificacdo do hidrolisado. Além disso,
alguns ensaios em meio semidefinido foram também realizados para verificar o efeito da

glicose no metabolismo fermentativo de K. marxianus.

5.5.1. Composicao dos hidrolisados apés os tratamentos de destoxificacao

Os hidrolisados obtidos apds tratamentos de destoxificacdo empregando: 1) CaO
(overliming); 2) Saccharomyces cerevisiae e 3) carvao ativado, conforme detalhamento
descrito no item 4.2 de material e métodos, foram devidamente diluidos para ajustar a
concentracdo inicial de xilose até 50 g/L. Estes hidrolisados foram entdo analisados quanto
aos teores de acUcares (xilose, glicose e arabinose) e de compostos inibidores ao
metabolismo microbiano incluindo os furanos (furfural e 5-HMF) e os &cidos
hidroxicinamicos. Os resultados referentes a composi¢cdo quimica dos hidrolisados obtidos
estdo mostrados na Tabela 5.14. Como esperado, ndo foi detectada a presenca de acido
acetico nos hidrolisados os quais foram submetidos a uma etapa de desacetilacdo
previamente ao processo de hidrolise &cida. No entanto, variacfes importantes foram
obervadas nos niveis dos furanos (furfural e 5-HMF) e &cidos hidroxicindmicos em funcao
do tratamento empregado. Para avaliar a perda ou remoc¢do destes compostos, utilizou-se
como referéncia a composicdo do hidrolisado neutralizado com NaOH, o qual foi

denominado de “nao-tratado”.



99

Tabela 5.14. Composic¢ao quimica dos hidrolisados hemiceluldsicos utilizados como meio
de fermentacdo, ap0s os tratamentos de destoxificacéo.

Tratamentos de Destoxificacao

Composicao

N30 tratado® Ca0® Biolégico” ~ Carvdo

ativado

Acucares (g/L)
Xilose 48,7 55,9 52,7 50,9
Glicose 5,8 7,4 4,9 6,5
Arabinose 11,6 13,9 12,9 12,5
Inibidores (mg/L)
Acido acético nd nd nd nd
Furfural 85,0 nd nd 6,5
5-HMF 89,5 53,5 51,7 8,9
Acido p-cumérico 15,8 18,9 10,1 nd
Acido feralico 14,8 nd nd nd
Perda em volume (%V/v) 10 46 12 17

# (NaOH pH 5,5); ° (“overliming "CaO pH 10, H,SO, pH 5,5); ¢ (NaOH pH 3,0, 5 g/L de S. cerevisiae, 30
°C; 200 rpm 6 h, NaOH pH 5,5; ¢ (NaOH pH 2,0, ¢ hidrolisado:carvio de1:40, 45 °C, 150 rpm, 1h, NaOH
pH 5,5).

Analisando a Tabela 5.14, verifica-se uma total remocéo de furfural apds tratamento
biolégico e com CaO do hidrolisado, e de 92% a partir do carvao ativado. Nota-se ainda
que, o tratamento com carvéao ativado promoveu uma elevada reducdo nos niveis de 5-
HMF (90%), enquanto que para os demais tratamentos (biologico e CaO) foi constatada
uma reducdo de aproximadamente 40%. No que se refere aos acidos hidroxiandmicos,
verifica-se que os todos os tratamentos avaliados foram efetivos em remover o acido
feralico, e que apenas o carvao ativado removeu totalmente o acido p-cumarico, sendo
ainda observada uma reducdo de 36% deste acido apods tratamento bioldgico e nenhuma
remocao empregando CaO. Ainda na Tabela 5.14, verifica-se que o método de
alcalinizacdo com CaO até pH 10, foi o que promoveu a maior perda em volume de
hidrolisado (46%), seguido do carvéo ativado (17%) e biologico (12%).

Resultados similares aos obtidos no presente trabalho foram relatados por Mussatto
et al. (2005) utilizando o carvdo ativado para destoxificar o hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de malte. Os autores observaram uma total remogdo dos furanos e de 48% nos

niveis dos compostos fendlicos. Consideraveis remocdes nos niveis de furanos (83%) e
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compostos fenodlicos (72%) em decorréncia do tratamento de “overliming” com CaO foi
reportado por Mateo et at. (2013) empregando o hidrolisado hemicelul6sico de poda de
oliveira. Ja utilizando o método de destoxificacdo biolégica com Saccharomyces
cerevisiae, Fonseca et al. (2013) constataram que o nivel de reducdo destes compostos foi
dependente do tipo de hidrolisado utilizado. Por exemplo, em hidrolisado hemicelulésico
de palha de arroz, a concentracdo de furanos e de compostos fendlicos foi reduzida em 50 e
36%, respectivamente, enquanto que no hidrolisado hemicelulésico de poda de oliveira
estes valores decresceram para 35 e 13%, respectivamente.

Como pode ser visto na Tabela 5.14, no presente trabalho, a perda de volume durante
a destoxificacdo com CaO foi elevada (46%), o que, do ponto de vista econdmico, podera
limitar sua utilizagdo. De fato, uma analise econémica para uma planta de producdo de
etanol a partir de pentoses realizada por Von Silver et al. ( 1994) revelou que o custo de
destoxificacdo representa 22% do custo total do processo.

De uma forma geral, os resultados revelaram que o tratamento com carvéao ativado
foi o que apresentou maior efetividade na remocgédo dos compostos inibidores presentes no
hidrolisado (~ 92%), seguido do biologico (~75%) e CaO (~ 65%). No entanto, ndo se
pode afirmar que o tratamento com carvao ativado ird fornecer um hidrolisado com menor
toxicidade para o processo fermentativo, uma vez que a tolerdncia aos compostos
inibidores depende do micro-organismo empregado. Entdo, o melhor tratamento de
destoxificacdo s6 podera ser definido ap6s a avaliacdo da fermentabilidade destes
hidrolisados, a qual foi realizada através de cultivos de K. marxianus, conforme

apresentados a seguir.

5.5.2. Avaliacdo da fermentabilidade dos hidrolisados destoxificados

Os perfis de consumo de acgucares, assim como de producédo de xilitol, etanol, acido
acetico e biomassa por K. marxianus NRRLY-6373 em hidrolisado hemicelulésico de
palha de arroz, apos diferentes tratamentos de destoxificacdo, estdo apresentados na Figura
5.8 (A-D). Verifica-se que, para todos os hidrolisados avaliados, a levedura consumiu
totalmente a glicose nas primeiras 12 horas de cultivo e que, neste periodo, a xilose foi
também assimilada, demonstrando um perfil de consumo simultdneo destes acucares
(Figura 5.8 A). Nota-se ainda que, com excecdo do hidrolisado tratado com carvao ativado,
0 consumo de xilose nos demais hidrolisados, foi praticamente paralisado entre 24 e 72 h,

0 que revelou uma fase de laténcia de 48 h. Apds este periodo, verifica-se uma retomada
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no consumo de xilose, no entanto, a eficiéncia de assimilagdo variou com o tratamento de

destoxificacdo empregado.

Figura 5.8. Consumo de xilose e glicose (A); producéo de xilitol e etanol (B), biomassa
(C) e &cido acético (D) durante o cultivo de K. marxianus em hidrolisado hemicelulésico
de palha de arroz sem tratamento (==) ¢ ap0s destoxificagdo: CaO (==); Biologico (=) e
Carvéo ativado (=).
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Fonte: Arquivo pessoal

Como pode ser visto na Figura 5.8 A, o tratamento do hidrolisado com CaO foi o que
apresentou a melhor eficiéncia no consumo de xilose ap6s 120 h (92%), sequido pelo
tratamento com carvao ativado (77%) e bioldgico (54%). Nota-se ainda que, a eficiéncia de
consumo de xilose no hidrolisado ndo tratado (51%), foi similar a obtida no hidrolisado

tratado com agente biologico, o que sugere a ineficacia deste método em reduzir a
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toxicidade do hidrolisado. Em principio, o menor consumo de xilose observado no
tratamento biolégico ndo pode ser atribuido aos niveis iniciais dos compostos inibidores
quantificados neste estudo, uma vez que estes foram similares aos do hidrolisado tratado
com CaO. Porém, considerando que o mecanismo de destoxificacdo biolégica se baseia na
biotransformacdo dos compostos toxicos, e que a identificacdo/quantificacdo destas
substancias € de dificil realizacdo, ndo se pode descartar a possibilidade de formacao de
produtos ainda mais téxicos durante o tratamento bioldgico e, portanto mais prejudiciais ao
metabolismo fermentativo. J& os métodos quimicos de destoxificacdo do hidrolisado,
através da alcalinizacdo com CaO, ou por adsor¢cdo com carvao ativado se baseiam em
mecanismos que promovem a remocdo destes compostos, 0 que pode explicar 0s
resultados obtidos.

A Figura 5.8 B, mostra que o perfil de producdo de xilitol seguiu 0 mesmo
comportamento observado para o consumo de Xilose, ou seja, até 24 h ocorreu uma
crescente excrecdo deste poliol no meio fermentativo em fungdo do consumo de xilose.
Porém, durante o periodo de paralisacdo de assimilacdo de xilose (24 até 72 h), a producao
de xilitol foi atenuada, sendo entdo aumentada com a retomada do consumo de xilose pela
levedura. Vale ressaltar, que a concentracdo final de xilitol variou com o tratamento
empregado sendo obtidos valores de 38,7; 30,9 e 22,2 g/L nos hidrolisados tratados com
CaO, carvdo ativado e S. cerevisiae, respectivamente. Comparando estes resultados ao
obtido no hidrolisado ndo-tratado (18,3 g/L), nota-se um aumento na producdo de xilitol
de 111, 69 e 21%, respectivamente, 0 que demonstra que o0 método da alcalinizacdo do
hidrolisado com CaO foi o mais efetivo para a melhorar a fermentabilidade do hidrolisado
hemicelulésico de palha de arroz com vistas a producdo de xilitol por K. marxianus. Ainda
nesta Figura, nota-se que a maxima concentracdo de etanol (~2,5 g/L) foi atingida ap6s 12
h, coincidindo com o esgotamento da glicose do meio. Apés este tempo, ocorreu uma
reassimilacdo deste composto, o qual se esgotou apos 72 h, periodo este que correspondeu
a retomada do consumo de xilose e producdo de xilitol pela levedura. Signori et al. (2014)
estudando o efeito da temperatura e da oxigenacao do processo sobre o perfil fermentativo
de K. marxianus CBS7212 em meio contendo uma mistura de xilose e glicose também
constataram um co-consumo de etanol e xilose, apds o esgotamento da glicose no meio.

Quanto a formacdo de biomassa, a Figura 5.8C mostra claramente que os tratamentos
de destoxificacdo que favoreceram a producdo de xilitol, também promoveram o maior
crescimento celular. As maiores concentragdes celulares obtidas (17,3 e 11,9 g/L) foram

observadas ap6s 120 h de fermentacdo nos hidrolisados tratados com CaO e carvéao
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ativado, respectivamente. Nota-se ainda que, nos cultivos realizados em hidrolisado néo
tratado, o crescimento celular foi praticamente estacionado apds 48 h, mostrando uma
producéo de apenas 4,0 g/L de biomassa.

No que se refere a formacdo de acido acético (Figura 5.8 D), nota-se que em todos 0s
hidrolisados avaliados, este metabolito foi produzido durante a fase inicial dos cultivos. De
fato, a formagdo de &cido acético por K. marxianus, especialmente em elevadas
temperaturas, tem sido reportada por outros autores (Signori et al. 2014; Wilkins et. al.
2008). De acordo com Signori et al. 2014 a acumulacdo de acetato por K. marxianus
CBS7212 foi dependente das condi¢Oes de oxigenagdo e temperatura, sendo observado o
maior nivel deste composto (8,5 g/L) nos cultivos realizados sob as mais elevadas
condicdes de oxigenacao (20,95% de O,) e de temperatura (41 °C) avaliadas. De acordo
com estes autores, a acumulacdo de acetato pode estar relacionada com a demanda de
NADPH pelas celulas, uma vez que, ndo apenas a via das pentoses fosfato, mas também a
via do &cido acético (acetaldeido desidrogenase) pode contribuir para regeneracdo deste
cofator. Os autores também relataram que a via do acetato pode ser necessaria para
neutralizar o acimulo de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais promovem estresse
oxidativo para as células. O furfural, por exemplo, tem sido apontado como uma substancia
capaz de induzir o acimulo de ERO em Saccharomyces cerevisiae, provocando danos as
membranas das mitocondrias e vacuolos (ALLEN et al. 2010). Desta forma, a acumulacéao
de acetato observada no presente trabalho pode ser explicada pela condicdo de estresse
(alta temperatura e oxigenacédo) na qual a levedura foi submetida

A Tabela 5.15 apresenta os parametros fermentativos de K. marxianusY-6373 em
hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz, ap6s diferentes tratamentos de
destoxificacdo. Para efeito de comparacdo, sdo mostrados também os parametros obtidos

em meio semidefinido contendo xilose como fonte de carbono.



104

Tabela 5.15. Parametros fermentativos de K. marxianus em hidrolisado hemicelul6sico de
palha de arroz com e sem destoxificagdo, apos 120 h e em meio semidefinido, apds 48 h.

Tratamentos de Destoxificacao

Parametros

N&o tratado CaOo ;?\:;:g Bioldgico sem:\g;?ni do
P (g/L) 18,3 38,7 30,9 22,2 28,9
Yeis (9/9) 0,68 0,74 0,79 0,77 0,70
Ys (9/9) 0,13 0,28 0,25 0,25 0,16
Qr (g/Lh) 0,15 0,32 0,26 0,18 0,85
Xc (%) 51 92 77 54 86

P = xilitol; Yp;s = fator de conversdo de xilose em xilitol; Yy;s = fator de conversao de (xilose +
glicose) em células; Qp = produtividade volumétrica em xilitol; Xc = xilose consumida.

Analisando os parametros fermentativos de K. marxianus mostrados na Tabela 5.15,
nota-se que a composicdo dos meios de cultivo avaliados ndo interferiu fortemente na
capacidade das células em converter a xilose consumida em xilitol, uma vez que o fator de
conversao de xilose em xilitol variou de 0,68 g/g (hidrolisado ndo tratado) até 0,79 g/g
(hidrolisado destoxificado com carvdo ativado), o que corresponde a uma variacao de 16%.
Porém, a eficiéncia de utilizacdo da xilose (Xc) variou consideravelmente (de 51 a 92 %),
o que refletiu nas quantidades de xilitol produzido, assim como nos valores de
produtividade volumétrica em xilitol (Qp). Em termos de Qp, nota-se que dentre as
fermentacdes dos hidrolisados destoxificados, o tratamento com CaO foi 0 meio que
proporcionou o maior valor deste parametro (0,32 g/L.h), o que significa um aumento de
113% em relacdo ao hidrolisado ndo tratado. Porém, quando comparado ao meio
semidefinido onde se obteve um valor de 0,85 g/L.h, verifica-se um decréscimo de 62%.
Estes resultados revelam a necessidade de uma etapa de destoxificacdo do hidrolisado
hemicelulésico de palha de arroz obtido no presente estudo visando a producdo de xilitol
por K. marxianus. Dentre 0os métodos avaliados, a alcalinizacdo com CaO e a adsor¢éao
com carvao ativado, foram os que proporcionaram os melhores resultados. Ja o tratamento
biolégico com S. cerevisiae ndo mostrou melhorias na fermentabilidade do hidrolisado por
K. marxianus, como foi demonstrado por Fonsenca et al., (2013) durante a produgéo de
etanol por Pichia stipitis em hidrolisado de palha de arroz utilizando este mesmo

procedimento. Isto mostra que os métodos de destoxificagdo devem ser definidos para cada
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caso.

Os resultados do presente estudo obtidos com K. marxianus em hidrolisado
hemiceluldsico de palha destoxificado com CaO (Yps = 0,74 g/g; Qp = 0,32 g/L.h e Xc =
92 %) foram superiores ao obtidos por Zhang et al., (2013) durante o cultivo de uma
linhagem recombinante de K. marxianus em hidrolisado hemicelul6sico de sabugo de
milho previamente destoxificado com uma combinacdo de tratamentos (CaO até pH 10 e
carvdo ativado) e também aos reportado por Albuquerque et al. (2015) que investigaram a
producdo de xilitol por K. marxianus CCA510 em hidrolisado de bagaco de caju
destoxificado com carvao ativado (Yp;s= 0,36 g/g; Qp = 0,07 g/L.h e Xc = 94%).

O efeito inibitério de varios compostos tdxicos presentes no hidrolisado de madeira
pré-tratada por explos@o a vapor sobre o crescimento e a producéo de etanol pela levedura
termotolerante K. marxianus CECT 10875 foi investigado por Oliva et al., (2003). O
hidrolisado continha (furfural 490 mg/L; catecol 30 mg/L; vanilina 18 mg/L e 4-
hidroxibenzaldeido < 10 mg/L) e segundo 0s autores, nestas concentracdes, nenhum destes
compostos individualmente afetaram significativamente o bioprocesso.

No presente trabalho, ndo foram realizados estudos sobre a influéncia dos
compostos inibidores presentes no hidrolisado de palha sobre a producdo de xilitol,
vislumbrando-se a possibilidade de realizacdo de trabalhos futuros para um melhor
conhecimento da tolerancia desta levedura aos principais compostos toxicos identificados
no hidrolisado obtido. Porém, com o presente trabalho ficou demonstrado a possibilidade
de desenvolver um eficiente processo de producdo de xilitol a partir da fracdo

hemicelul6sica da palha de arroz, com a implementacao de uma etapa de destoxificacao.

5.6. Efeito da presenca de glicose no meio de fermentacdo sobre a producdo de xilitol
por K. marxianus Y-6373

Nos experimentos anteriores foi verificado que a fermentabilidade do hidrolisado
hemicelulésico de palha de arroz por K. marxianus, foi bastante melhorada apds o
procedimento de destoxificacdo, devido a reducdo dos niveis de compostos inibidores
presentes no licor. Porém, a velocidade de consumo de xilose, assim como de produc¢édo de
xilitol se mostraram ainda inferiores em relagdo as obtidas em meio semidefinido contendo
apenas xilose como fonte de carbono. Esta diferenca de comportamento pode ser atribuida

a presenca de glicose no hidrolisado, uma vez ha relatos na literatura sobre o efeito de
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repressdo catabdlica desta hexose sobre o metabolismo de xilose por K. marxianus
(RODRUSSAMEE et al. 2011). Para verificar esta hipétese, foram realizados ensaios
fermentativos em meio semidefinido contendo xilose na mesma concentragdo do
hidrolisado, porém, variando a concentracdo inicial de glicose de 0 até 18 g/L. Os
resultados destes ensaios em termos de consumo de agucares, producdo de metabdlitos e de
biomassa estdo apresentados na Figura 5.9 A-D.

Com relacdo ao consumo de xilose (Figura 5.9 A), nota-se uma diminuicdo da
velocidade volumétrica de assimilacdo desta pentose com o aumento da concentragdo de
glicose no meio. Apds 48 h de cultivo, a levedura consumiu 86% de xilose em meio
contendo apenas a xilose como fonte de carbono, o qual decresceu para 49,6% e quando
foi adicionado de glicose, respectivamente.

A inibigdo do consumo de xilose por K. marxianus em meios contendo uma mistura
de glicose (20 g/L) e xilose (20 g/L) foi também relatada por Rodrussamee et al., (2011).
Segundo os autores, a repressdo catabolica aumentou com a elevagdo da temperatura do
cultivo (45 °C > 40 °C >30 °C). Especificamente, os autores verificaram que a 30°C, a
glicose foi totalmente consumida ap6s 12 h, e somente ap0s este periodo ocorreu a
assimilacdo de xilose com uma eficiéncia de 80%, ap6s 96 h. Com o aumento da
temperatura do cultivo para 40 °C, o perfil de consumo de glicose foi similar ao de 30 °C,
porém a velocidade de consumo de xilose foi nitidamente reduzida e, apos 96 h, apenas
20% desta pentose foi assimilada. Na temperatura de 45 °C, praticamente ndo ocorreu
consumo de xilose. Para os autores, a sensibilidade dos sistemas de transporte de K.
marxianus a inativacdo catabolica, pode ter sido responsavel pela repressdo observada. De
fato, Stambuck et al., (2003) estudando a cinética e regulacdo de assimila¢do de xilose por
K. marxianus ATCC 52486, observaram uma forte inibicdo do transporte de xilose pela
glicose, e concluiram que, sob condicbes repressivas, 0 transporte € mediado por um
sistema de difusdo facilitada de baixa afinidade para a xilose. Estas observaces podem
explicar, pelo menos em parte, o perfil de assimilacao de xilose na presenca de glicose pela

linhagem de K. marxianus utilizada no presente trabalho.
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Figura 5.9. Consumo de xilose e glicose (A); producéo de xilitol e etanol (B), biomassa
(C) e acido acético (D) durante o cultivo de K. marxianus Y-6373 em meio semidefinido
contendo 50 g/L de xilose adicionado de diferentes concentragdes de glicose (g/L): 0 (==);
6 (==); 12 (==) e 18 (==).
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Fonte: Arquivo pessoal

Quando se analisa a producdo de xilitol (Figura 5.9 B), verifica-se que em meio
ausente de glicose, a concentracdo deste poliol atingiu um valor maximo de 27 g/L ap0s 48
h, enquanto que na presenca de 6, 12 e 18 g/L de glicose, a concentragdo maxima de xilitol
atingiu 0 maximo com 24 h com valores de 9,7; 7,2 e 7,0, respectivamente, e praticamente
se estabilizou apos este periodo. Ainda nesta figura, é possivel observar que a levedura
produziu pequenas quantidades de etanol em todos 0s meios avaliados e que a
concentracdo deste subproduto aumentou ligeiramente com o aumento do nivel de glicose
inicial.

Com relagédo ao crescimento celular, verifica-se na Figura 5.9 C que a maior

concentracdo de biomassa (~8 g/L) foi obtida no meio contendo apenas xilose como fonte
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de carbono, apds 36 h. Ja na presenca de glicose, o crescimento atingiu a fase estacionaria
apos 24 h com valores de 5,0; 4,7 e 3,6, na presenca de 6, 12 e 18 g/L de glicose,
respectivamente. Foi ainda observado producdo de acido acético em todos os ensaios
(Figura 5.9 D), porém o perfil de formagdo deste &cido no meio contendo apenas xilose
como fonte de carbono foi diferente do observado nos meios que continham a mistura
xilose + glicose. E possivel observar na Figura 5.9 D que na presenca de xilose e glicose, a
producdo de &cido acético atingiu seu valor maximo (~3,0 g/L)com 36 h, e a partir deste
tempo o &cido passou a ser consumido pelas células, enquanto que na presenca apenas de
xilose, a producdo decresceu para 1,5 g/L, ndo sendo observado consumo do mesmo.

Comparando os ensaios fermentativos em meio semidefinido contendo apenas xilose
como fonte de carbono (MSD1) e uma mistura de xilose e glicose simulando a composic¢ao
do hidrolisado (MSD2) com os ensaios em hidrolisado ndo destoxificado (HND) e
destoxificado com carvdo ativado (HDCA), alguns aspectos importantes podem ser
discutidos (Tabela 5.16).

Tabela 5.16. Comparacdo dos parametros fermentativos de K. marxianus Y-6373 em
diferentes meios de cultivo, apos 48 h.

Hidrolisado Hemicelulésico Meio Semidefinido

Parametros
HND HDCA MSD1 MSD2

Yeis (0/9) 0,47 0,69 0,70 0,41
Yxs (9/9) 0,13 0,25 0,16 0,08
Qr (g/L.h) 0,16 0,24 0,85 0,20
Qs (g/L.h) 0,35 0,34 0,86 0,49
Xc (%) 34 30 86 49

MSD1 = meio contendo 50 g/L de xilose como fonte de carbono; MSD2 = meio contendo 50 g/L
de xilose + 6 g/L de glicose; HND = hidrolisado néo destoxificado; HDCA = hidrolisado
destoxificado com carvao ativado.

Nota-se que, na fermentacdo do meio semidefinido na auséncia de glicose (MSD1),
ocorreu um aumento significativo em todos os parametros do processo em comparacao aos
obtidos em meio contendo xilose e glicose (MSD2), sugerindo que, a repressdo catabdlica
causada pela glicose pode estar envolvida na inibi¢do tanto dos sistemas de transporte da

xilose quanto das enzimas responsaveis pela conversao de xilose em xilitol. Por outro lado,
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na fermentacdo do hidrolisado destoxificado nota-se que, 0os parametros relativos ao
produto (Ypis € Qp) foram aumentados em cerca de 50%, em relacéo ao hidrolisado néo
destoxificado, enquanto que os parametros relativos ao consumo de substrato ndo mostrou
uma variacdo significativa. Estes resultados evidenciam o efeito negativo da glicose sobre
a assimilacéo da xilose, uma vez que essa hexose contribui para o aumento da producédo de
acido acético, porém ndo influencia na eficiéncia do metabolismo de conversao de xilitol.
Além disso, os resultados revelam que a remocéo parcial dos inibidores através da etapa de
destoxificacdo € crucial para aumentar a excrecdo de xilitol no meio.

E também interessante notar na Tabela 5.16, que o bioprocesso foi mais afetado pela
presenca de glicose do que pela presenca de inibidores, uma vez que os parametros obtidos
no meio hidrolisado ndo destoxificado (HND) sdo proximos aos obtidos no MSD2 (meio
com glicose sem inibidores). Portanto, para contornar este problema, alternativas visando a
remoc&o da glicose podem ser avaliadas. A realizacdo do processo em duas etapas visando
inicialmente a assimilacdo da glicose, seguido de um novo inoculo para efetiva conversdo
da xilose em xilitol tem mostrado resultados positivos, comprovando assim a eficacia do
método (LEATHERS E DIEN 2000).

Estudando o potencial fermentativo K. marxianus 36907 em meio semidefinido
simulando a concentracdo de acgucares encontradas no hidrolisado hemicelulosico de
bagaco de cana-de-acucar (50 g/L de xilose; 4 g/L de glicose e 7,5 g/L de arabinose), da
Silva et al., (2015) também observaram um consumo parcial de xilose, assim como a
producdo de acido acético durante o cultivo da levedura. Segundo os autores, o rendimento
em xilitol a partir da fermentacdo em hidrolisado destoxificado foi 53,8% superior em
comparacdo ao meio semidefinido simulando a concentracdo de acUcares, o que foi
atribuido a presenca de compostos presentes nos hidrolisado, tais como o acido acético,
que, em concentracGes ndo inibitorias, tem mostrado favorecer o metabolismo de xilitol em
Candida guilliermondii (FELIPE et al., 1995). No presente trabalho, o favorecimento do
rendimento em xilitol no meio hidrolisado destoxificado em relacdo ao meio semidefinido

simulado foi de 69%, ou seja, ainda superior ao observado por Felipe et al., (1995).
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6. CONCLUSOES

Os resultados experimentais obtidos neste trabalho permitiram concluir que:

v A linhagem termotolerante de Kluyveromyces marxianus Y-6373 selecionada em
meio semidefinido contendo xilose como fonte de carbono, foi capaz de produzir xilitol
com boa eficiéncia, sendo os melhores resultados obtidos na temperatura de 40 °C (Yess =
0,70 g/g e Qr= 0,60 g/L.h).

v O tratamento alcalino da palha de arroz, empregando condicdes alcalinas brandas
(desacetilagdo), mostrou ser um método eficaz na remocéo dos grupos acetil da biomassa.
Além disso, permitiu uma reducdo parcial de lignina e de cinzas, sendo ainda um
procedimento util para a liberacdo de acidos fenolicos, especialmente os acidos ferulico e
p-cumarico no licor alcalino.

v' Os melhores resultados de tratamento alcalino da palha de arroz foram obtidos
quando o processo foi realizado a temperatura de 70 °C durante 45 minutos com uma carga
de 80 mg de NaOH/g de palha. Em reator de 50 L, o tratamento foi capaz de remover
84,6% de grupos acetil, 54,8% de cinzas, 28,3% de lignina e <5% das fracbes acucaradas.
Portanto, pode-se dizer que sob as condi¢fes de tratamento alcalino otimizadas, foi
produzido um sélido com caracteristicas favoraveis para obtencdo tanto do hidrolisado
hemiceluldsico quanto do celulésico.

v A eficiéncia de hidrélise da hemicelulose (EHH) a partir da palha de arroz in natura
e desacetilada foi positivamente influenciada pela severidade combinada do processo (SC)
até o limite de 1,88, ndo sendo constatadas melhorias no processo acima deste valor de
severidade.

v As condi¢des de hidrélise acida que permitiram a obtencdo da maxima recuperacao
da hemicelulose variaram com a palha utilizada. O maior valor de EHH empregando a
palha in natura (86,9%) foi obtido com uma concentracdo de &cido sulfdrico de 1,5%
(m/v) durante 60 min (SC = 1,89). Para a palha desacetilada, o0 maior valor (~ 78%) foi
alcancado com 1,0 ou 1,5% de acido durante 90 minutos, o que correspondeu a um valor
de SC de 1,88 e 2,06, respectivamente.

v A composicdo quimica do hidrolisado hemicelulésico da palha de arroz
desacetilada obtido em reator, sob as condi¢fes otimizadas estatisticamente (1,0% de &cido

durante 85 minutos), revelou uma menor concentragdo de compostos toxicos em relagéo ao
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hidrolisado da palha in natura, demonstrando assim que a etapa de desacetilacdo foi uma
estratégia eficaz para obtencdo de um licor de aglcares com menor toxicidade.

v A producdo de xilitol pela levedura Kluyveromyces marxianus Y-6373 a partir do
hidrolisado hemiceluldsico da palha desacetilada contendo 50 g/L de xilose, ndo foi
influenciada pela suplementacdo nutricional, mas foi fortemente afetada pela presenca do
acido acético produzido a partir da glicose no meio, e pela toxicidade quimica do
hidrolisado.

v' A efetividade na remocdo dos compostos inibidores presentes no hidrolisado
hemiceluldsico da palha desacetilada variou com o tipo de tratamento de destoxificacdo
empregado, sendo os melhores resultados obtidos com carvao ativado (~ 92%), seguido do
tratamento com S. cerevisiae (~ 75%) e CaO (~ 65%). Porem, levando em consideracao a
fermentabilidade dos hidrolisados por K. marxianus Y-6373, o melhor tratamento de
destoxificacdo foi baseado no uso CaO, seguido de carvao ativado e S. cerevisiae.

v' A etapa de destoxificacdo do hidrolisado é de fundamental importancia para
aumentar a excrecdo de xilitol no meio, melhorando assim a produtividade volumétrica em
xilitol. Empregando o hidrolisado destoxificado com CaO foi possivel obter valores de
Yeris e Qp de 0,74 g/g e 0,35 g/L.h, respectivamente, enquanto que no hidrolisado nao
destoxificado, estes parametros foram reduzidos em 9% e 133%, respectivamente.

v' Em fermentacGes em meio semidefinido, ficou evidenciado que a presenca de glicose
afeta negativamente todos os parametros da bioconversdo, sugerindo que, a repressao
catabodlica causada pela glicose pode estar envolvida na inibicdo tanto dos sistemas de
transporte da xilose quanto das enzimas responsaveis pela conversdo de xilose em xilitol.
v' A partir do perfil fermentativo de K. marxianus Y-6373 em meio semidefinido
simulando a proporcdo xilose:glicose encontradas no hidrolisado destoxificado ficou
demonstrado que a glicose impactou negativamente a assimilacdo da xilose, mas nao
afetou a eficiéncia do metabolismo de conversao de xilitol, a qual se mostrou superior em
hidrolisado.

De uma forma geral, conclui-se que a levedura Kluyveromyces marxianus Y-6373 é
uma candidata em potencial para ser utilizada na bioconversdo de xilose em xilitol em
elevadas temperaturas, sendo necessaria a avaliacdo de estratégias de conducdo do

processo que minimizem o efeito inibitorio causado pelo &cido acético formado.
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