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RESUMO

SILVA, Orlando de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro
de 2011. Aproveitamento do bagaco de abacaxi ( Ananas comosus L.
Merril ) para producéo biotecnoldgica de xilitol . Orientador: Frederico
José Vieira Passos. Coorientadores: Ismael Maciel de Mancilha e Flavia
Lopes Maria Lopes Passos.

Bagaco de abacaxi proveniente de uma agroindustria de sucos foi
coletado e caracterizado por sacarificagcdo quantitativa quanto aos teores
dos acucares monoméricos glicose (29,9%), xilose (27,63%), arabinose
(5.48%) e de lignina (15,1%), que compdem a fibra. O bagaco foi usado para
obtencdo de hidrolisado hemicelulésico por hidrélise acido diluido. A
determinacdo das condi¢des de hidrdlise foi feita por superficie de resposta,
com dados levantados por ensaios em reator de bancada, seguindo
planejamento experimental (2°+ 1) esférico, considerando os fatores
temperatura (120 a 160 °C), tempo de reacao (20 a 40 minutos) e concentracao
de H,SO, (2 a 4%). A condigcdo de hidrolise a 140 °C, 20 minutos e 2% de
acido foi selecionada como uma das melhores para executar a hidrolise do
bagaco em reator-piloto (100 L). O hidrolisado hemicelulosico foi concentrado
quatro vezes em relacdo ao seu teor inicial de aglcares, destoxificado pela
combinacao de neutralizagcdo com CaO e adsor¢cdo com carvao ativado. O
hidrolisado foi caracterizado quanto aos teores de glicose (21,3 g L™) e xilose

mais frutose (64,01 g L™), tratado por aquecimento a 60 °C por 120 minutos,
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suplementado com nutrientes ((NH.),SO4 1 g L™, MgSO, 7TH,0 1,1 gLt e
extrato de levedura 5 g L), e fermentado em biorreator (Vmeio = 1,0 L; Xo =
1g L™ pH = 6,0; 30 °C; 2,5 vwm; 200 rpm por 120 h), por Debaryomyces
hansenii UFV-170, resultando em 28 g L™ de xilitol, produtividade volumetrica
de 0,24 g L™ h! e pmax igual a 0,034 h™.0 bagaco de abacaxi proveniente de
agroindustria de sucos € uma possivel matéria-prima para obtencdo de
hidrolisado hemicelulésico por hidrolise acido diluido e excelente substrato
para producao de xilitol por fermentagcdo com Debaryomyces hansenii UFV-
170.
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ABSTRACT

SILVA, Orlando de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January,
2011. Improvement of pineapple bran ( Ananas comosus L. Merril ) for
biotechnological production of xylitol. Adviser: Frederico José Vieira
Passos. Co-advisers: Ismael Macielde Mancilha and Flavia Lopes Maria
Lopes Passos.

Pineapple bran from a juice agribusiness was collected and
characterized by quantitative saccharification for the monomeric sugar
contents, glucose (29.9%), xylose (27.63%), arabinose (5.48%), and lignin
(15.1%), making up the fiber. Then it was used to obtain hemicellulosic
hydrolyzate by dilute-acid hydrolysis. The condition of hydrolysis was
determined by surface methodology, with collected data from tests in batch
reactor, following spherical experimental design (2% + 13), considering the
factors temperature (120 to 160 °C), reaction time (20 to 40 minutes), and
H.SO, concentration (2 to 4%). The hydrolysis condition at 140 <, 20
minutes, and acid 2% was selected as one of the best way to perform the
pineapple bran hydrolysis in a pilot reactor (100 L). The hemicellulosic
hydrolyzate was concentrated four times relative to its sugars initial content,
detoxified by combined method with CaO and adsorption with activated
charcoal. It was then characterized for the glucose contents (21.3 g L™) and
xylose plus fructose (64 g L), heat treated at 60C for 120 minutes,
supplemented with nutrients ((NH4),SO, 1 g L, MgSO, 7H,0 1.1 g L™ and
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yeast extract 5 g L™), and fermented in a bioreactor (Vimeio = 1.0 L, Xo =1 g L™,
pH = 6.0, 30C, 2.5 vvm, 200 rpm for 120 h) by Debaryomyces hansenii
UFV-170, resulting in 28 g L™ of xylitol, volumetric productivity of 0.24 g L™* h?,
and pmax equal to 0.034 h™*.Pineapple bran from juice agribusiness is a potential
raw material for obtaining hemicellulosic hydrolyzate by dilute-acid hydrolysis
and excellent substrate for xylitol production by fermentation with
Debaryomyces hansenii UFV-170.
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1. INTRODUCAO

A producédo de biomassa vegetal ou de materiais lignoceluldsicos pela
fotossintese é a principal fonte de geracao de energia renovavel em nosso
planeta, sendo produzidas cerca de 200 bilhdes de toneladas anualmente.
Menos de 10% desse material € usado na producado de biocombustiveis e de
papel e celulose, e seu excedente se decompde diretamente no solo como
cobertura morta ou € queimado.

A estrutura lignocelulésica da biomassa vegetal refere-se a sua
parede celular, composta por fibras, constituida basicamente de 70 a 80%
(em base seca) de polimeros de hexoses e, ou, pentoses (45 a 50% de
celulose e 20 a 30% de hemicelulose), interligados a uma estrutura macro-
molecular contendo substancias aromaticas, a lignina (15 a 30%).

Residuos lignocelulésicos da industrializacdo de plantios agricolas
sdo considerados matérias-primas viaveis para obtencdo de hidrolisados,
por estarem facilmente disponiveis em patios de agroindustrias. Os residuos
sélidos do processamento de frutas tropicais, por exemplo, sdo abundantes
e de baixo custo para obtencdo de hidrolisados, potenciais substratos para
processos fermentativos.

Entretanto, grandes quantidades desses materiais sdo acumuladas
anualmente, gerando problemas de ordem socioambiental. A necessidade
de agregar valor e de aumentar as opc¢Oes de aproveitamento destes



materiais, que na maioria dos casos sdo usados como ragdo animal ou
adubo, representa a subutilizacdo desses recursos passiveis de
bioconversdo em compostos de elevado valor agregado, como, por exemplo,
biocombustiveis, enzimas, antibioticos, polissacarideos, acidos organicos e
alditois, o que tem estimulado o interesse no desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos.

A conversdo de residuos agroindustriais por via biotecnologica
incrementa 0 avanco tecno-cientifico de paises em desenvolvimento, por
serem grandes produtores de commaodities agricolas, e modestos fabricantes
de produtos industrializados. Vale destacar que nos ultimos trinta anos as
publicacdes cientificas que registram o aproveitamento desses residuos séo
provenientes de grupos de pesquisa regionais, como, por exemplo, grupos
asiaticos e norte-americanos que trabalham com restos de plantio ou do
processamento de arroz e de milho, respectivamente; grupos europeus que
trabalham com madeira; e grupos latinos que trabalham com bagaco de
cana-de-agucar.

Nesse campo, o Brasil € o terceiro maior produtor mundial de abacaxi,
com uma é&rea plantada em cerca de setenta mil hectares, situada
principalmente nos Estados da Paraiba, Minas-Gerais e Para, sendo boa
parte da producao destinada ao processamento de suco, gerando em média
50% do peso total da matéria-prima em residuos solidos, que equivale a
cerca de um milhdo de toneladas de bagaco seco por ano, comumente
usados como racao animal ou descartados sem tratamento.

Para fazer uso dos acucares monomeéricos (xilose, arabinose,
manose) da fracdo hemicelulosica em processos biotecnoldgicos, separa-se
esse heteropolimero da celulose, usando hidrélise com acido diluido, uma
vez que suas cadeias ndo formam estruturas cristalinas, sendo, portanto,
mais suscetivel a hidrolise quimica sob condi¢cdes brandas de temperatura,
tempo de reacdo e concentracado de acido, formando hidrolisados hemicelu-
|6sicos com teor alto de xilose para bioconversao a diversos produtos.

Dentre tais produtos, o xilitol € um alditol de elevado poder adogante,
cariostatico, bastante usado em alimentos, bebidas e em farmacos. Sua
obtencdo por via biotecnolégica a partir de hidrolisados hemicelulésicos,

proveniente de residuos agroindustriais, representa uma forma de agregar



valor a esses residuos, além de uma alternativa de baixo custo, em relacao
a sua producao por via quimica, uma vez que seu custo de producéo é cerca
de dez vezes maior que o de obtencdo de sacarose ou de sorbitol, devido as
operacOes de purificacdo do hidrolisado na etapa inicial do processo e a
separacao do catalisador na fase de acabamento.

Com base nas informagOes precedentes foram propostos como
objetivos principais deste trabalho:

a) analisar os efeitos dos fatores temperatura, tempo de reacédo e
concentracéo de acido sobre a hidrdlise acida diluido de bagac¢o de abacaxi;

b) obter hidrolisado hemicelulésico com alto teor de aguUcares
fermentesciveis e baixo de compostos toxicos; e

c) testar o hidrolisado como substrato para producédo de xilitol por

fermentacdo em batelada com Debaryomyces hansenii UFV-170.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biomassa vegetal

As plantas usam a energia solar, CO, e agua para formar seus

carboidratos estruturais e amido, por meio da equacdo quimica
nCO, +nH,0 0 fitf . (CH,0), +n0, (ZHANG, 2008).

A biomassa vegetal é constituida por uma mistura quimicamente
entrelacada, por meio de ligagBes quimicas fracas (pontes de hidrogénio e
forcas de van der Waals) e fortes (covalentes) entre os polimeros de
celulose (CsH100s)p, hemicelulose (CsHgO4)q, lignina e pectina, dependendo
da espécie de planta, do clima, solo e do cultivo (SJOSTROM, 1993).

A celulose € um homopolimero de moléculas de glicose com ligagbes
covalentes 3 (1 — 4), formando cadeias com alto grau de polimeriza¢ao (DP >
1.000), entrelacadas por ligacdes fracas (pontes de hidrogénio), constituindo
as fibras elementares com alta cristalinidade (SJOSTROM, 1993).

A hemicelulose é um heteropolimero ramificado formado por longas
cadeias de xilanas; funciona como material de cimentacao entre as fibras de
celulose e a lignina. As moléculas de xilose sdo unidas por ligacdes
covalentes B (1 — 4) com alta densidade de grupos substituintes laterais

(residuos de hexoses, acidos urbnicos e arabinose) (SJOSTROM, 1993).



A lignina é um polimero aromatico, formado por alcoois aromaticos
(trans-p-coumaril, alcool trans-p-coniferil e alcool trans-p-sinapil) derivados
do &cido p-cinnamico, que age como um selo de protecdo da biomassa ao
ataque de microrganismos e oferece resisténcia as intempéries do ambiente
(SJOSTROM, 1993).

O uso dos principais agucares monoméricos (glicose, xilose e
arabinose) da biomassa (vegetacdo nativa, madeira, sobras de florestas,
restos de plantios, residuos sodlidos agroindustriais) como substrato de
processos fermentativos s6 é possivel pelo pré-tratamento, que reduz ou
elimina os interferentes (lignina e a cristalinidade da celulose) a sacarificacao
da hemicelulose e da celulose por hidrélise (GIRIO et al., 2010).

2.2. Obtengéo de etanol e xilitol por fermentagédo d e hidrolisados de

biomassa vegetal

A Figura 1 apresenta o fluxograma com as etapas de aproveitamento

de biomassa vegetal em bioprocessos.
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Fonte: adaptado de OLSSON; HAHN-HAGERDAL (1996).

Figural — Fluxograma de obtenc&o de etanol e, ou, xilitol por fermentacao de
hidrolisados de biomassa vegetal.



2.2.1. Qualidade e abundancia da biomassa vegetal

A atratividade da biomassa vegetal como matéria-prima na producao
de biocombustiveis e de derivados quimicos deve-se ao seu custo minimo
ou irrisorio, porque € oriunda de restos de plantios ou de colheitas, de
vegetacdo nativa ou de residuos agroindustriais, amplamente distribuida e
abundante em todo globo terrestre, ndo concorrendo por terras feérteis
destinadas a producéo de alimentos ou de ra¢édo animal (HAHN-HAGERDAL
et al., 2006).

A abundéncia e qualidade de uma determinada biomassa com alto
teor de celulose, teores baixos de lignina e cinza, além de umidade
compativel com o método de pré-hidrolise ou hidrolise adotado na
sacarificacdo, sdo caracteristicas desejaveis para ela ser usada como
matéria-prima para producao de hidrolisados com teor de aglcares elevado,
que servirdo de substratos em processos fermentativos (SUN; CHENG,
2002).

A concentragdo alta de lignina em biomassas vegetais é
inconveniente, uma vez que, ao ser tratada, libera diversos compostos
fendlicos toxicos aos microrganismos da fermentacao e reduz a eficiéncia de
hidrélise enzimatica, adsorvendo nas enzimas, reduzindo ou inativando de
forma irreversivel sua atividade (BELKACEMI et al., 1998).

Biomassa com teores de cinza e de umidade altos desgasta os
equipamentos e reduz a eficiéncia de hidrolise nos processos que usam
acido diluido, ou oneram os custos de recuperacdo do acido concentrado,
por dilui-lo. A hidrélise com acido diluido pode usar biomassa com até 50%
de umidade, como, por exemplo, bagaco e palha de cana-de-agucar e restos
de colheita de milho. Para os que adotam a hidrdlise com acido concentrado,
o teor de umidade maxima deve ser de 5%, sendo necessaria uma secagem
prévia desses materiais na propria industria (SUN; CHENG, 2002).

Kim e Dale (2004) estimaram a producdo de etanol dos restos de
plantio (palhas e talos) e residuos gerados do beneficiamento agroindustrial
das principais culturas (milho, cevada, aveia, arroz, trigo, sorgo e cana-de-

acucar) cultivadas nos sete continentes (Tabela 1).



Tabela 1 — Producdo de restos de colheita e de residuos agroindustriais (10° t) e os respectivos volumes de etanol (10° m®)
potencialmente produzidos por bioconversao nos sete continentes

Continente Africa Asia Europa América Norte ~ Ameérica Central Oceania  América Sul  Subtotal
Restos de colheita

Milho 3,12 9,82 1,57 0,30 1,74 0,01 4,13 20,70
Cevada 0,17 1,23 2,01 0,01 0,01 0,19 0,04 3,66
Aveia 0,004 0,06 0,43 0,01 0,001 0,001 0,05 0,55
Arroz 1,08 21,86 0,02 0,96 0,08 0,02 1,41 25,44
Trigo 0,83 10,28 4,09 0,02 0,24 0,82 0,91 17,20
Sorgo 2,27 0,54 0,004 0,00 0,13 0,001 0,18 3,12
Cana 0,46 1,64 0,00 0,00 0,36 0,00 0,74 3,20
Subtotal 7,94 45,43 8,13 1,30 2,56 1,05 7,45 73,86
Etanol (106 m3) 5,33 30,10 5,45 0,87 1,70 0,70 4,95 49,10
Residuo Agroindustrial

Fibra de Milho 0,00 33,90 28,61 133,66 0,00 0,24 7,20 203,62
Palha de cevada 0,00 1,97 44,24 9,85 0,16 1,93 0,29 58,45
Palha de aveia 0,00 0,27 6,83 2,80 0,03 0,47 0,21 10,62
Palha de arroz 20,93 667,59 3,92 10,95 2,77 1,68 23,51 731,34
Palha de sorgo 5,34 145,20 132,59 50,05 2,79 8,57 9,80 354,35
Palha de trigo 0,00 0,00 0,35 6,97 1,16 0,32 1,52 10,32
Bagaco de cana 11,73 74,88 0,01 4,62 19,23 6,49 63,77 180,73
Subtotal 38,00 923,82 216,56 218,90 26,14 19,70 106,30 1.549,42
Etanol (10° m°) 10,8 261,0 63,8 63,2 7,42 5,70 30,2 442,00
Total Etanol 16,1 291,1 69,2 64,0 9,12 6,39 35,1 491,10

Fonte: Kim e Dale (2004).



Entre todos os residuos apresentados na Tabela 1, o de arroz foi a
matéria-prima mais viavel, seguido dos residuos de trigo, milho e bagaco de
cana-de-acucar. Essas quatro matérias-primas podem produzir 418 milhdes
de metros cubicos de etanol por ano. Sendo o continente asiatico a regido
mais propicia por sua maior disponibilidade de biomassa, ela fica com uma
producdo estimada de 291 milhdes de metros cubicos. Kim e Dale (2004)
destacam também que os residuos do beneficiamento agroindustrial possuem
um maior potencial de uso que a biomassa do campo, por sua pronta disponi-
bilidade e custo irrisério ou zero, uma vez que sdo considerados como
dejetos.

O bagaco de cana-de-acucar, por sua abundéncia e facil
disponibilidade nos patios das usinas e destilarias de alcool do Brasil, se
torna uma possivel matéria-prima para producdo de etanol. O uso do
excedente da queima de bagaco incrementaria a producdo de etanol nessas
unidades fabris, passando de uma producéo atual média de etanol de 6.000
L ha™t para 8.200 L ha™. Considerando apenas a conversdo de 50% do
excedente da queima de bagaco e o uso dos restos de colheita (palhada), a
producdo seria de 9.700 a 10.000 L ha, proporcionando uma reducdo de
30% na area plantada (SOCCOL et al., 2010).

2.2.2. Residuo do processamento de abacaxi

Com uma area plantada de 68.495 hectares e uma producdo média
de 25.538 frutos ha™, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de
abacaxi, ficando atras da Tailandia e Filipinas. Em torno de 97% da
producdo nacional da fruta é consumida fresca, o restante é destinado a
producdo de sucos, xaropes, compotas, doces em calda e cristalizados, e
em casos isolados para vinificacdo, vinagre e aguardente, resultando em
uma geracdo 30 a 40% de residuos sélidos (talos, casca e coroa) em
relacdo ao peso da fruta (GIACOMELLI; PY, 1981; MORETTI; HINOJOSA,
1982; RUGGIERO, 1982; LIMA, 1998; MANICA, 1999).

Segundo dados de producdo de sucos disponiveis no site TODA
FRUTA (2007), a demanda por suco de abacaxi é crescente no mercado

interno e no externo, por ser uma excelente fonte de vitaminas e ter sabor



diferenciado, estimulado também pelas mudancas de habitos alimentares da
populacdo brasileira por alimentos mais saudaveis. Atrelado ao aumento da
industrializacdo da matéria-prima crescem também os residuos gerados,

conforme mostra a Figura 2.

Produgédo de Suco de Abacaxi (1993-2005) [__JSuco Natural
EZZA Abacax

ey Residuo Salido

110000 -
100800 <

0000 -

Z
. 2
30000 - 7 Z ;% é
?I:IE]DI:I: ? ::.: J/ % g
T oo ] 0 ] 4
S 50000 1 ? ? g’; v %
2 50000 - ; é _/ _é /’; g
E 40000 - 7 % ; % g»
1 ? mne. %%
30000 7z /% N ?ﬁ\ N\ %%
0| IS §§ nn g§
1l N ' N AN | N | A
1N N | N | N | N | N
19133 ‘ 1'3I9-5 IB‘E"S ‘ 1‘3135 I‘B‘ErI'T' ‘ QI}DIG" ' :!EIUIE' '

An

o

Fonte: Toda Fruta (2007).

Figura 2 — Producdo estimada de suco de abacaxi e geracdo de residuos.

O bagaco de abacaxi, residuo solido proveniente do beneficiamento
industrial da fruta, é rico em sacarose e outros acgucares fermentesciveis,
com aspecto visual tipo farelo (Figura 3). Quando esgotado por prensagem é
chamado de “torta”, apresenta baixa umidade, sendo rico em material ligno-
celulésico com alta fragdo de hemicelulose (40%), lignina (5%) e celulose
(30%), além do baixo teor de cinzas (0,1%) (MANICA, 1999; LOUSADA JR.
et al., 2006).

No aproveitamento de residuos do abacaxi, diversas alternativas sao
testadas em escala de bancada e, ou, piloto, como, por exemplo, a producéo
de &cido citrico, etanol e vinagre por fermentacdo, obtencéo de bromelina

por extracdo. No entanto, poucas alternativas sédo efetivas, tendo como



Fonte: Manica (1999).

Figura 3 — Bagaco de abacaxi da producéo de suco.

destino mais nobre o arracoamento de animais (BEN-GERA; KRAMER,
1969; CARVALHO; ABREU; GONCALVES, 1998).

Residuos lignocelulésicos com alto teor de hemicelulose, depois de
hidrolisados por via quimica e, ou, enzimatica, podem ser usados como
substrato de processos fermentativos para producdo de xilitol, etanol,
biomassa, &cido latico e 2,3-butanediol (SAHA, 2003).

2.2.3. Moagem

A moagem tem por objetivo aumentar a &rea de superficie especifica,
a densidade, facilitar o manejo e melhorar as taxas de transferéncias de
massa e calor entre a biomassa e a solucéo catalitica (acido ou enzima).
Uma combinacdo de operacbes unitarias como trituragdo, moagem e
peneiramento € usada para reduzir o tamanho das particulas e a
cristalinidade da celulose, aumentando a eficiéncia das outras etapas do pré-
tratamento (SUN; SHENG, 2002).

2.2.4. Pré-hidrélise ou hidrélise acido diluida da biomassa

Essa operacao consiste em eliminar ou reduzir os efeitos de protecao
da hemicelulose e lignina a celulose, além de diminuir sua cristalinidade.
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A parcial ou completa solubilizagdo dos acglcares que compdem o
heteropolimero hemicelulose e a desestruturacdo da lignina sédo catalisadas
por acidos minerais (H,SO, ou HCI) e calor em reatores, operando em
batelada ou continuo. A pré-hidrolise com H,SO,4 na concentracdo de 1 a
10% (m/m) e temperaturas de 120 a 160 °C é um dos métodos mais usados,
por resultar em rendimentos altos de solubilizacdo de xilose, atingindo até
90%. No entanto, apresenta como desvantagens a formacdo de diversos
compostos toxicos, necessidade de lavagem dos soélidos remanescentes do
processo para eliminar o excesso de acidos e compostos de lignina, que
reduzem a atividade das enzimas sacaroliticas na hidrolise enzimatica
(TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

2.2.5. Hidrdlise

Consiste em decompor a celulose em suas unidades monomericas
(glicose), com o acréscimo de uma molécula de agua, catalisada por
reagente quimico (acido diluido ou concentrado) ou por enzimas.

A hidrolise &cida da celulose pode ser realizada com uma solugéo de
acido diluido nas mesmas concentracdes da pre-hidrolise (1 a 3% m/m), com
temperatura entre 160 a 220 °C e tempo de residéncia de 3 a 10 minutos.
Quando se usa H,SO, concentrado (40 a 50% m/m), a temperatura é
mantida a 100 °C por 50 minutos (SUN; CHENG, 2002).

A Figura 4 mostra duas propostas de mecanismos quimicos de
hidrolise acida da celulose, validas também para a hidrdlise das cadeias de
xilanas da hemicelulose. Na primeira proposta (A1), o préton H* aproxima-se
do oxigénio da ligacéo glicosidica 3 (1 — 4), forma um composto interme-
diario instavel que se rompe, liberando o préton e dois residuos de glicose,
um carbocétion (C1, deficiente em elétrons) e um nucledfilo. Em seguida, o
nucleofilo remove um H* de uma molécula de H,O e a hidroxila residual (OH")
se liga ao carbocétion, produzindo duas moléculas de glicose (HUBER,;
IBORRA; CORMA, 2006).

A segunda proposta (A2) considera que o H¥se aproxima do
heteroatomo oxigénio no radical glicosidico que forma com o C1 a ligacéo

B(1 — 4), ocorrendo uma polarizacdo de cargas no oxigénio, com a

11



remocgdo do par de elétrons da ligacdo (-O-C1-) e a abertura do anel B -
glucopiranose, formando um intermediario instavel, que sofrer4 ataque
nucleofilo da H,0O, liberando a glicose (HUBER; IBORRA; CORMA, 2006).

abertura do anel

OH
H O i l  OH
Lon
H
Yingy "G\ WOHCI o Moo
HO g e H o SopT fHo O'PPF
CIHI H H H aH
H H

R
H20 H OH /"“" H20

HOH

HO OH i
r on Ho Glicose
Glicose H H s o
)
H H

Fonte: HUBER, IBORRA; CORMA (2006).

Figura 4 — Mecanismo de hidrdlise acida da celulose.

Na hidrolise enzimatica as condicbes de operagdo sdo mais brandas,
a reacdo ocorre em meio tamponado com pH de 4,5 a 5,0, temperatura entre
40 a 50°C por até 196 horas. Para obtencdo de um rendimento alto de
sacarificacdo é preciso que a celulose tenha uma baixa cristalinidade e que
a concentracdo de compostos fendlicos seja minima. Logo, quanto mais
eficientes as operacdes de moagem e pré-hidrolise, maior sera o rendimento
do processo. Ou seja, mais glicose sera despolimerizada por massa inicial
de celulose (TAHERZADEH; KARIMI, 2007).
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2.2.6. Célculo de rendimento na sacarificacdo de bi  omassa vegetal

O calculo do rendimento consiste em determinar o quanto se pode
obter de um determinado produto a partir de certa massa ou quantidade de
matéria de reagente inicial, considerando ou ndo a formagéo de produtos
secundarios. Quando o calculo do rendimento é feito considerando a
estequiometria de uma Unica reacdo quimica com o consumo de todo
reagente limitante, o rendimento € tido como tedrico (ROCHA-FILHO; SILVA,
2006).

A determinacéo do rendimento em agucares na hidrolise de biomassa
vegetal é analoga ao célculo do rendimento na hidrélise da sacarose,
catalisada pela enzima invertase nas células de leveduras da fermentacéo
alcodlica de mostos de sacarose, obedecendo a uma reagdo quimica com
uma relacdo molar estequiométrica entre reagentes e produtos, conforme

apresenta a equacéo 2.1,

C12H22011+ Hzo O ﬁvﬁtﬁﬁ - 2C6H1206 equagéo 2.1.
3429 189 3609

O rendimento tedrico ou ideal de hidrolise da sacarose é

0= 360 g hexoses
342 g sacarose

=1,0526 g hexoses/g sacarose.

Ou seja, 1,0526 g de hexoses (frutose e glicose) sdo formadas na hidrdlise
de 1 g de sacarose (LOPES; BORGES, 2009).

Na sacarificagcdo dos carboidratos hemicelulose e celulose que
compdem a parede celular da biomassa vegetal ndo é diferente, apenas as
condicbes de hidrdlise sdo mais severas e 0 catalisador pode ser um acido
ou uma mistura de enzimas.

A equacgdo quimica equacdo 2.2, representa a hidrélise acida das

cadeias de xilanas que compdem o heteropolimero hemicelulose.
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(CsHgO4 ) +n Hy0 01 - nCsHy00s equacio 2.2,
Xilanas Xilose

fazendo n =1, tem-se

CsHgO4+H,0 01 - CsHy0s equacio 2.3, logo o rendimento

132g 189 1509
teorico é U =M = 1,1364gxilos¢gxilanas,
132g xilanas

Entdo, 1,1364 g de xilose sdo produzidos na hidrolise de 1 g de
xilanas do heteropolimero hemicelulose (GOLDSTEIN, 1975).

Na hidrdlise da celulose, a equacdo quimica Equacéo 2.4, representa
a sua sacarificacéo acida:
(CH1005)m + m H,0 00 ~ mCgHy»04 equagéo 2.4,
Celulose Gli cos e
fazendom =1,

CgH10O05 +H,0 O Ao - CgH1206 - equagédo 2.5, logo o rendimento
162 g 18 g 180 g

_180gglicose
162 g celulose

tedrico é de O =1,1111g glicose/g celulose,

Entdo, para cada 1 g de celulose hidrolisada produz 1,1111 g de
glicose (GOLDSTEIN, 1975).

Na operacdo pratica de hidréolise é impossivel obter quantidades
estequiométricas, porque ocorre formagdo de produtos secundarios da
degradacéo dos acucares solubilizados (furfural e hidroximetilfurfural), além
de liberacdo de acidos alifaticos (acético e formico), metanol, acetonas que
estdo ligados a cadeia principal do polimero na forma de grupos
substituintes, como é o caso da hemicelulose (SLUITER et al., 2006).

Portanto, o céalculo de rendimento de acucares solubilizados deve ser
realizado considerando a concentracdo do acucar soluvel no hidrolisado,
dividido pela sua maior concentracdo, quando € feita a caracterizacdo da
composicdo quimica do material, conforme a equacéo 2.6 (SLUITER et al.,
2006).
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’ -1
00= [acUcar](g L —1) 100
[actcar]o(g L ™)

equacao 2.6,

em que
[acUcar] é a concentracdo de acuUcar (glicose, xilose) existente no
hidrolisado expresso em g L™*; e
[acucar]p € a concentracdo de acucar(glicose, xilose) determinado na

caracterizacdo da biomassa expresso em g L™,

De acordo com Lynd (1990), é possivel estimar os teores de acucares
totais na hidrélise de biomassa vegetal pela equacdo 2.7, expressao
matematica que relaciona os rendimentos tedricos de sacarificacdo das
fracbes hemicelulésica (150/132) e celulésica (180/162) multiplicada pelas
respectivas concentracdes desses polimeros no material, em termos de
massa seca (% ou g/100 g MS).

00 = (@j x[celulose] + (@j x [ hemicelulose] equacéo 2.7
162 132

em que
[celulose] e [hemicelulose] sdo as concentragbes dos respectivos

polimeros que compdem a biomassa.
2.2.7. Concentracédo do hidrolisado

Esta etapa tem por objetivo aumentar o teor dos aguUcares e remover
alguns compostos téxicos (acido acético e furfural) existentes no hidrolisado,
pela evaporacéo da agua por aguecimento a vacuo da solucéo.

A operagcdo de evaporacao € realizada numa faixa de temperatura
entre 40 a 80°C, resultando numa melhor fermentagcdo de meios de
hidrolisados de biomassa vegetal (PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ,
1998b; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a; RODRIGUES et al., 2003).

O inconveniente dessa operacao unitaria é o alto consumo energético
necessario para aumentar a concentracdo de acucares no hidrolisado em

cerca de quatro a cinco vezes a concentracéo inicial (ZACCHI; AXELSSON,
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1989; MURTHY et al., 2005).

2.2.8. Destoxificacdo do hidrolisado

A destoxificacdo tem por objetivo remover compostos téxicos
existentes em hidrolisados obtidos por hidrélise com acidos minerais (H,SO4
ou HCI). Os compostos toxicos furfural, hidroximetilfurfural, acido acético,
acido férmico, acido levulinico e compostos da degradacao de lignina, acido
p-hidroxibenzoico e vanilina agem sobre os microrganismos da fermentacéao,
inibindo o crescimento e a formacdo de etanol ou xilitol (PALMQVIST;
HAHN-HAGERDAL, 2000b; KLINKE; THOMSEN; AHRING, 2004).

Varios métodos de destoxificacdo sado usados na remocdo de
compostos toxicos de hidrolisados de biomassa vegetal, como, por exemplo,
tratamento biologico com enzima (lacase) ou com fungo (Trichoderma
reesei), tratamento fisico, evaporacdo e extracdo, tratamento quimico com
agentes alcalinizantes (NaOH, CaO, Ca(OH),) e tratamento fisico-quimico
por adsor¢cdo com carvao ativado e resinas de troca de ions (OLSSON;
HAHN-HAGERDAL, 1996; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a).

O método de destoxificagdo por tratamento quimico com Ca(OH), ou
CaO, que consiste em adicionar alcali ao hidrolisado bruto, aumentando seu
pH acima de 10, em condi¢bes controladas de temperatura e tempo de
reacdo, € conhecido por overliming (alcalinizacdo). No final do processo o
pH da mistura é ajustado ao valor de cultivo do microrganismo com H,SO,4 e
o precipitado formado é removido por filtracdo ou centrifugacdo. As
vantagens desse método sdo: baixo custo, remocéo parcial de acido acético
e compostos fendlicos, precipitacdo de ions metalicos toxicos de Fe, Ni, Cr,
e conversdo de furfural a compostos menos toxicos (acido furfurilico),
metabolizavel pelo microrganismo da fermentacdo. Como desvantagens
estdo as perdas de acucares do hidrolisado causadas por conversdo a
compostos toxicos (&cido latico), por arraste na precipitacdo do sal e
problemas de incrustagfes dos sais de calcio formados nos equipamentos
de separacdo, fermentacio e purificacdo (PARAJO; DOMINGUEZ;
DOMINGUEZ, 1998b; MARTINEZ et al., 2001; MOHAGHEGHI; RUTH; SHELL,
2006).
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A destoxificacdo por adsor¢do com carvao ativado é bastante usadapor
tratamento simples ou combinada com alcalinizacdo. O carvdo ativado €
acrescentado ao hidrolisado e mantidos sob agitacéo por determinado tempo
e temperatura. A operacao pode ser também realizada em colunas, em que
o carvao forma o leito fixo e o hidrolisado a fase mével, que é forcada a
percolar o adsorvente, havendo a remocdo de acido acético, compostos
fendlicos derivados de lignina, furanos (furfural e HMF) e clarificacdo. A
principal desvantagem desse método é o limitado reuso do carvao, uma vez
que sua capacidade de adsorcdo se esgota de forma irreversivel em poucos
ciclos de operacao (CHOU, 2000; MUSSATO; ROBERTO, 2004).

2.2.9. Operacdes unitarias alternativas a evaporacd o e destoxificacédo

As operacOes de evaporacgdo e destoxificacdo do hidrolisado, usadas
para aumentar os teores de acgucares e descontaminacédo, sdo as que mais
oneram o0s custos de obtencédo de hidrolisados de biomassa vegetal. Essas
operacfes demandam um consumo alto de energia e de agua, além de
gerar efluentes indesejaveis que poderiam ser recuperados como co-
produtos de valor agregado, reduzindo os custos de producao.

A introducao de sistemas de membranas filtrantes é uma alternativa
em substituicdo a operacdo de evaporacdo convencional, na concentracao
de hidrolisados, porque apresenta um baixo custo de investimento; oferece
uma &rea grande de separacdo, por unidade de volume (m?m?3); é de facil
expansdo; necessita de pouco espaco fisico; apresenta baixo consumo
energético; e possibilita o reuso de agua (SCHLESINGER etal., 2006;
SJOMAM et al., 2006; 2007; NABARLATZ et al., 2007; JEVONS; AWE 2010;
MADAENI; ZERESHKI, 2010).

Na destoxificacdo, evitar-se-ia a geracdo de efluentes, como, por
exemplo, a formacdo de gesso no tratamento por alcalinizagdo; proporcio-
naria o fracionamento e posterior purificacdo dos compostos toxicos, resultando
em coprodutos, como, por exemplo, os compostos fendlicos, furaldeidos e
acidos alifaticos permeados seriam separados, purificados e comercializados
ou empregados com fins diversos em outras linhas de producéo da prépria
indastria (HANA et al.,, 2006; WICKRAMASINGHE; GRZENIA, 2008;
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RESTOLHO et al., 2009; WENG et al., 2009; 2010; GRZENIA; SCHELL,
WICKRAMSINGHE, 2010).

2.2.10. Fermentacéao de hidrolisados de biomassa veg etal

O hidrolisado de biomassa vegetal € uma mistura de varios
monossacarideos (hexoses e pentoses) e diversos compostos inibidores. As
hexoses sdo prontamente fermentesciveis por Saccharomyces cerevisiae;
as pentoses, como, por exemplo, a xilose, sdo de dificil assimilacdo por
essas espécies de leveduras, por falta da enzima xilose isomerase
(E.C. 5.3.15), que converte a xilose em xilulose (VAN MARIS et al., 2006).

De acordo com Hahn-Hagerdal et al. (1994) e Felipe (2004), o
metabolismo de xilose, por leveduras (Pichia stipitis, Candida shehatae e
Pachysolen tannophilus), consiste inicialmente no transporte da xilose
através da membrana celular, em seguida a xilose é reduzida a xilitol, reacéo
catalisada pela enzima xilose redutase (aldose redutase EC 1.1.1.21), que
usa como cofatores NADPH/NADH. O xilitol formado € parcialmente
excretado da célula ou oxidado a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase
(EC 1.1.1.9) dependente da NAD/NADP, que é substrato da enzima xilulose-
quinase, formando xilulose-5-fosfato, podendo ser catabolizado pelas vias
fosfopentose, Embden-Meyerhof-Parnas ou fosfocetolase, resultando em
outros produtos, como, por exemplo, diéxido de carbono, acido acético e
polissacarideos (Figura 5).

Diversas pesquisas quanto ao metabolismo de xilose em leveduras e
fungos mostram que a conversao a D-xilulose é feita em duas etapas, pelas
enzimas xilose redutase (EC 1.1.1.21) e pela xilitol desidrogenase (EC 1.1.1.9),
enquanto em bactérias a mesma conversao é feita em apenas uma etapa,
catalisada pela enzima xilose isomerase (EC 5.3.1.5), embora, a enzimas
xilose isomerase tenha sido detectada nas leveduras Rhodotorula e Candida
boidinii 2201 (PRAKASHAM; SREENIVAS; HOBBS, 2009).
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Figura 5 — Metabolismo de xilose existente em hidrolisados hemiceluldsicos
por leveduras, resultando em xilitol.

Leveduras silvestres, como, por exemplo, Candida guilliermondii,
Debaryomyces hansenii, Pachysolen tannophilus, apresentam satisfatoria
conversdo dos hidrolisados a etanol e xilitol. Um rendimento médio de 0,28 a
0,48 g g e uma produtividade (0,02 a 0,66 g L™ h™') fazem delas as espécies
mais estudadas, embora o rendimento em etanol seja inferior ao tedrico,
uma vez que produzem xilitol e reassimilam o etanol, como é o caso da
Pachysolen tannophilus (LEE et al., 1986; PARAJO; DOMINGUEZ;
DOMINGUEZ, 1998b).

Algumas espécies de bactérias silvestres apresentam alto rendimento
em etanol, como, por exemplo, a Clostridium thermohydrosulfuricum, que
nao apresenta diauxia no consumo de glicose e xilose, além de satisfatorio
rendimento em etanol por grama de xilose metabolizada (0,39 gg™) (PATEL
et al., 1988).

Modificagbes genéticas em bactérias € uma ferramenta viavel por
proporcionar aumentos de rendimento (0,44 a 0,57 g g™ xilose) e produtivi-
dade (0,18 a 0,96 g L™ h™) em etanol na fermentacdo de hidrolisados de
biomassa (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996).

A Zymomonas mobilis € um bom exemplo da aplicacdo dessa técnica,

por proporcionar altos rendimento e produtividade em etanol, porém suas
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fontes de carbono s&o resumidas a glicose, frutose e sacarose. Modificagbes
genéticas nesta bactéria, pela introducéo de dois operons de assimilacdo de
xilose (xilose isomerase e xiluloquinase) e enzimas da via fosfopentose
(transaldolase e transcetolase), resultaram em expressivo aumento de
produtividade (0,57 g L™* h™) e rendimento de 0,44 g g em etanol (ZHANG
et al., 1995).

O uso de bactérias modificadas é restrito a escala de laboratorio. Os
fatores que limitam sua adocdo em escala industrial sdo as condicbes de
pouca assepsia em que é conduzido o processo fermentativo, fazendo-as
alvo facil de bacteri6fagos e por sua baixa tolerancia a teores alcodlicos
elevados (VAN MARIS et al., 2006).

A fermentacdo de meios de hidrolisados de biomassa vegetal pode
ser conduzida em batelada, batelada-alimentada ou continua. A escolha
mais adequada dependerd das propriedades cinéticas do agente
fermentativo sobre o substrato e da viabilidade econdmica do produto que se
deseja obter (OLSSON; HAHN-HAGERDA, 1996).

No projeto de uma unidade de fermentagdo alcodlica usando
hidrolisado de biomassa vegetal como substrato, a concentragcdo de
compostos inibidores deve ser adotada como parametro de projeto, além da
concentracdo, rendimento e produtividade especifica em etanol, considera-
dos de regra. A existéncia de compostos téxicos no substrato provoca
fermentacdes incompletas e prolongadas. Para superar esse ponto critico, o
aumentado da densidade celular, pela implementacdo de um sistema de
retencdo ou de recirculacao de células € uma acéo eficaz (OLSSON; HAHN-
HAGERDAL, 1996; PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a).

O sistema de fermentacdo alcodlica de hidrolisados de biomassa
vegetal em batelada apresenta uma baixa viabilidade celular. O uso de uma
concentracdo alta de inéculo é uma alternativa para superar a toxidez do
meio (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000a).

A adocédo de sistema de fermentagéo alcodlica operando em modo
batelada alimentada é uma estratégia para reduzir os efeitos dos compostos
inibidores dos mostos de hidrolisados de biomassa. A alimentacdo do
fermentador em fluxo baixo reduz os teores de compostos toxicos do meio,

proporcionando o consumo ou a conversado dos inibidores em produtos
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menos téxicos, como, por exemplo, o metabolismo do furfural e hidroximetil-
furfural (HMF) a alcodis, por Saccharomyces cerevisiae (PALMQVIST,;
HAHN-HAGERDAL, 2000a).

A fermentacdo continua de hidrolisados é mais vulneravel a
contaminagdes que a de substratos convencionais, porque 0 meio em
fermentacdo tem um menor teor alcodlico e necessita de pH mais préximo
da neutralidade para haver uma boa conversao dos acucares fermentes-
civeis, quando bactérias recombinantes, leveduras que fermentam pentoses,
sdo os agentes fermentativos, ou a propria Saccharomyces cerevisiae em
combinacdo com a enzima xilose isomerase (OLSSON; HAHN-HAGERDAL,
1996).

Segundo Prakasham et al. (2009), o processo de producédo de xilitol
por bioconversdo em escala de laboratorio € comumente feito em modo a
batelada, em frascos agitados ou em reatores tipo tanque agitado, usando
células livres ou imobilizadase meios a base de xilose ou de hidrolisados
hemiceluldsicos, resultando em valores de produtividade variando entre 0,55
a 0,78 g L™ h™*.A adoc&o desse processo em escala industrial é considerada
antieconOmica, por exigirumaalta demanda de mé&o de obra para assepsia
dos equipamentos e preparo do inoculo, além de resultar numa baixa
produtividade volumétrica.

O uso de cultura continua fornece melhor produtividade e rendimento,
embora a velocidade de producgéo de xilitol diminua com o aumento da taxa
de diluicdo (WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998).

O processo em batelada alimentada, por trabalhar com uma
densidade celular alta e vazdo de alimentacdo de substrato em niveis
baixos, proporciona ganhos maiores de produtividade volumétrica em xilitol e
reduz os efeitos de inibicAo de compostos toxicos sobre a levedura
(WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998).

A toxidez dos hidrolisados hemicelulésicos pode ser superada
usando, além dos métodos convencionais de destoxificacdo, o aumento da
densidade celular no meio de cultivo, que resulta em maiores rendimento e
produtividade volumétrica em produto. Parajo; Dominguez e Dominguez
(1996) verificaram que, aumentando em cerca de trés vezes o teor de

in6culo (Debaryomyces hansenii NRRL Y-7426) na fermentacdo de
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hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado com carvdo ativado, a
produtividade volumétrica aumentou em cerca de dez vezes e o rendimento
em xilitol em 1,3 vez. No entanto, Roberto, Sato e Mancilha (1996) verifica-
ram que um aumento de 3,6 vezes na concentracdo de inoculo (0,67 para
2,41 g LY na fermentacéio de hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz
reduziu a produtividade volumétrica de 0,55 para 0,32gL* h' e o
rendimento em xilitol, de 0,71 para 0,47 g g*. Sreenath e Jeffries (1987)
constataram que na fermentacdo alcodlica em batelada com reciclo de
células (Candida shetatae ATCC 22984) de meios semidefinidos com xilose,
o aumento da concentracdo celular em dez vezes (0,72 para 7,6 g L™
resultou num aumento de 2,5 vezes (0,28 para 0,69 g L* h?) na

produtividade volumétrica.
2.2.11. Rendimento da fermentacao de hidrolisados a  etanol e xilitol

Os calculos de rendimento de producdo de etanol na fermentacéo da
xilose a etanol ndo obedecem a equagéo quimica de Gay-Lussac. A equagéo
quimica estequiométrica, equacdo 2.8, representa 0 processo global de

hidrolise de polimeros de pentose e a fermentacédo alcodlica da xilose.

3 CgHgO, +3H,0 O [T - 3 C5H 005 0 0 0.0 - 5 CoH5OH +CO,
3969 549 H 4509 feveaira 230g 2209

equacao 2.8, logo o rendimento € de

0= 230 g etanol

= : =0,511g etanol/g xilose .
450 g xilose

Entdo, 1 g de xilose fermentada rende 0,511 g de etanol (DEMIRBAS
2005; ZHANG et al., 1995).
Na determinacdo do rendimento em termos de massa inicial de

matéria-prima usada, considera-se a equacéo 2.8, entao

0= 230 g etanol

= - =0,581g etanol / g xilanas.
396 g xilanas
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Logo, cada 1 g de polimeros de xilose (xilanas) hidrolisada e fermentada
resulta em 0,581 g de etanol.

No célculo de rendimento da bioconversao de xilose a xilitol, Barbosa
et al. (1988) consideraram as condigbes microaerobiose e anaerobiose de
cultivo da levedura para obtencdo do poliol. Portanto, em condi¢cdes de
microaerobiose a equagdo quimica equacado 2.9, a seguir, representa esse
fendmeno.

126C5H;005 +3 O, +48H,0 0 [ [ 1) — 114 CsH, (OH )5 +60 CO,
1890019 96l 864g evedura 1734519 264019

equacao 2.9, logo o rendimento de xilitol em termos de xilose fermentada é
de:

_17.345 g xilitol
18.900 g xilose

=0,917 g xilitol/g xilose =0,905 mol xilitol / mol xilose

Entdo, cada 1 g de xilose fermentada resulta em 0,917 g de xilitol, em
condi¢cOes de microaerobiose.

Em condicdoes de anaerobiose a Equacdo 2.10 representa a
transformacao de xilose a xilitol.

48 C5H1gO5 +15 H,O [ P Ddl:ﬂ:’ - 42 C5H7(OH )5+3 CoH5OH+24 CO,

720019 27009 evedura 6390 g 13809 264019

equacdao 2.10, logo o rendimento de xilitol em termos de xilose fermentada é
de:

_6.390 g xilitol

= _ = 0,888 g xilitol/g xilose = 0,875 mol xilitol / mol xilose
7.200 g xilose

Entdo, cada 1 g de xilose fermentada resulta em 0,888 g de xilitol, em

condi¢cbes de anaerobiose.

2.3 Xilitol: propriedades e usos

O xilitol foi descoberto no inicio de 1890 pelos quimicos Emil Herman
Fisher (alemé&o, 1852-1919) e M. G. Bertrand (francés, 1867-1962), na forma

de xarope, a partir da reacdo da xilose existente em cavacos de madeira
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com amalgama soddica (liga Hg-Na). Esta descoberta contribuiu para
Fisherser ser premiado com o Nobel de quimica em 1902 (MAKINEN, 2000).

O xilitol pode ser encontrado em varias frutas, vegetais, cereais e
cogumelos, em quantidades inferiores a 900 mg/10 g, o que torna sua
extracdo inviavel. E formado no metabolismo humano de 5 a 15 g por dia,
como um composto intermediério do ciclo do &cido urdnico para producao de
acido glucuronico (PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998a).

As propriedades fisico-quimicas do xilitol (Tabela 2) tornam propicio
Seu uso na industria de alimentos, por ter uma alta estabilidade quimica e
microbiolégica mesmo em baixas concentragbes, sendo usado como
conservante e adocante na formulacéo de alimentos infantis, em produtos de
panificacdo e na fabricacédo de chocolates (PEPPER; OLINGER, 1988).

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas do xilitol

Propriedades

Valor

Férmula empirica
Massa molar
Aparéncia

Cor

Odor

Ponto de fuséo
Ponto de ebulicdo
pH

Densidade
Solubilidade
Viscosidade
Calor de solucao
Valor caldrico
Poder adocante
indice de refracéo

CsH7(OH)s

152,15 g/mol

P4 cristalino

Branca

Nenhum

92 a 96 °C

216 °C

5 a 7 (solucdo aquosa a 10%)

1,03 g/mL (solug&o aquosa a 10%)

63 g/100 g de 4gua a 20 °C

1,23 cP a 20 °C (solucéo aquosa a 10%)
+ 34,8 callg

2,4 kcallg

Igual ao da sacarose, superior ao do manitol e sorbitol
1,3471 (solugcéo aquosa a 10%)

Estabilidade térmica
Fonte: Mussato e Roberto (2002).

Estavel a 120 °C (nao carameliza)

Diversas pesquisas com animais e humanos demonstram que o xilitol,
além de poder ser usado como um ingrediente alimentar possui varias

aplicaces clinicas.
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A anticariogenicida do xilitol se deve por ser um acUcar
infermentescivel pelas bactérias da flora bucal, reduzindo o crescimento de
Streptococcus mutans e Lactobacillus; por estimular a formagéo da saliva
(sem aumentar a producdo de acidos na placa dentéria), estabilizando os
ions calcio e fosfato e, consequentemente remineralizando os dentes, além
de estabilizar as caries ja formadas; e controlar o pH da placa e a
capacidade tamponante da saliva, apés o consumo de sacarose (MUSSATO;
ROBERTO, 2002).

Em pessoas portadoras de Diabetes mellitus tipo | ou tipo Il, o xilitol
por ser consumido sem causar transtornos comumente detectados no
metabolismo dos aglcares convencionais (sacarose, glicose e frutose), que
sao a hiperglicemia, distarbios no metabolismo de lipideos e sintomas como
sede e fome exageradas. Porque seu metabolismo no organismo humano,
indiferente de onde seja absorvido (intestinos ou figado), independe da
insulina (PEPPER; OLINGER, 1988).

O uso de xilitol na alimentacéo parental de pacientes em estados pos-
traumatico ou pos-operatério é possivel por ser inerte aos aminoacidos da
mistura nutritiva, facilitando a produgéo de infusbes e devido aos tecidos
poderem consumir o xilitol (YLIKAHRI, 1979).

A administracéo diaria de dosagens contendo de 8,4 g a 10,0 g de
xilitol na forma de xarope a criancas foi eficaz na prevencéo de otite média
aguda (infec¢do aguda do ouvido médio) por inibir o crescimento e a adesao
de espécies de Pneumococcus e de Haemophilus influenzae em células da
nasofaringe (UHARI; TAPIAINEN; KONTIOKAR, 2000).

De acordo com Mattila et al. (1999) o xilitol é eficaz no combate a
osteoporose, uma vez que estimula a absor¢cdo de calcio pelo intestino,
facilitando sua passagem do sangue para 0S 0Ss0sS, além de preservar 0s
minerais neles existentes, evitando o enfraquecimento de suas propriedades

biomecanicas.

2.3.1. Vias de obtencéo de xilitol

A Figura 6 resume as tecnologias disponiveis para obtencao de xilitol.

A producdo por via quimica é usada em escala industrial pela reducéo
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(hidrogenacédo) de xilose existente em hidrolisados hemicelulésicos de
madeira ou materiais lignoceluldsicos agricolas (PARAJO; DOMINGUEZ;
DOMINGUEZ, 1998a).

Frutas/vegetais Materiais Lignocelulésicos Xilose comercial
Extragéo Hidrélise
sélido/liquido

Solugao contendo xilose

A y

Hidrogenacéo catalitica Destoxificagéo
A y y
Produtos de reacéo Bioconversao
(microrganismos/enzimas)

, L

Separacao/purificagao

XILITOL

Fonte: Parajé; Dominguez e Dominguez (1998a).

Figura 6 — Tecnologias para producao de xilitol.

O custo de producao do xilitol por via quimica é cerca de 10 vezes
maior que o da sacarose ou sorbitol. A purificacdo da xilose é a etapa critica
do processo, uma vez que o hidrolisado € submetido a uma série de
operacdes de purificagdo com resinas de troca de ions, para remover
impurezas indesejaveis, principalmente as ligninas, que envenenam a catalise
e paralisam a hidrogenacdo (JAFFE; SZKRYBALO; WEINERT, 1974). No
entanto, o mercado é atrativo, com um crescimento anual de 2 a 3%
(GRANSTROM; IZUMIRI; LEISOLA, 2007b).

Cerca de 1,4 milhao de toneladas de polibis foi comercializado no ano
2000/2001, equivalendo a um faturamento da ordem de 1,3 bilhdo de
dolares, sendo o xilitol a segunda maior parcela (12%) desse mercado,

perdendo apenas para o sorbitol com 48%. Estima-se que a produgéo
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mundial por ano de xilitol esteja compreendida entre 20.000 a 40.000 de
toneladas, com um valor de mercado estimado em 40 a 80 milhdes de libras
(PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998a; GRANSTROM; IZUMIRI;
LEISOLA, 2007a; BUSINESS COMMUNICATIONS, 2008).

Como um processo alternativo ao convencional, o xilitol pode ser
obtido por via biotecnoldgica, através de microrganismos, a partir da
fermentacao de solucbes de hidrolisados lignoceluldsicos agricolas (bagaco
de cana-de-acucar, palhas e cascas de trigo, arroz e sobras de eucalipto)
com alto teor de xilose, sem a necessidade de purificacdo prévia do
substrato (GRANSTROM; IZUMIRI; LEISOLA, 2007a).

As principais vantagens da via biotecnoldgica é a alta especificidade
dos microrganismos na conversao da xilose a xilitol, sendo desnecessaria a
purificacdo do hidrolisado, proporcionando maiores rendimentos de produto,
facilidade de purificacdo e, consequentemente, menor custo de producao.
No entanto, esse processo € limitado pela capacidade do microrganismo em
sintetizar algumas enzimas-chave para ocorrer atransformacéo.

A enzima xilose redutase (XR — aldolase redutase, EC 1.1.1.21)
executa a reducao da xilose a xilitol, tendo como cofator NADPH ou NADH.
Uma alta atividade dessa proteina ou baixa atividade da enzima xilitol
desidrogenase (XHD — EC 1.1.1.9) é usada como critério na selecao de
microrganismos bons produtores de xilitol. Alguns géneros de leveduras sé&o
considerados os melhores produtores (PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ,
1998a; SAHA, 2003; GRANSTROM,; IZUMIRI; LEISOLA, 20073, b).
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3. MATERIAL E METODOS

A presente investigacéao foi realizada no Departamento de Ciéncias e
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa e contou com a
colaboracdo da infraestrutura dos seguintes laboratérios: Laboratério de
Processamento de Frutas e Vegetais: IFAL, campus Satuba, AL; Laboratorio
de Conversdo de Biomassa Vegetal, Modelagem Mateméatica e Simulacéo:
Departamento de Biotecnologia, EEL-USP; Laboratério de Microbiologia
Aplicada e Bioprocessos: Departamento de Biotecnologia, EEL-USP; Labo-
ratério de Engenharia Bioquimica e Processos Fermentativos: Departamento
de Tecnologia de Alimentos, UFV; e Laboratério de Fisiologia de Microrga-
nismos (BIOAGRO): Departamento de Microbiologia, UFV.

O trabalho foi dividido em trés etapas. A primeira constou de obten-
cdo, preparo e caracterizagdo fisico-quimica do bagaco de abacaxi. A
segunda constou da obtenc¢éo e concentracdo do hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco de abacaxi. A terceira envolveu a destoxificacdo e avaliacdo do
hidrolisado como matéria-prima para producédo de xilitol por fermentacéo,
empregando como agente fermentativo levedura produtora de xilitol.

A Figura 7 mostra um diagrama com as atividades experimentais ao

longo do desenvolvimento deste trabalho.
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12 ETAPA COLETA DO
BAGACO

y

MOAGEM E
SECAGEM

:

CARACTERIZAGAO
FiSICO-QUIMICA

22 ETAPA

DO HIDROLISADO

|
OBTENGAO E CONCENTRAGCAO :
|

_____________________________________________________________

32 ETAPA

DO HIDROLISADO

i DESTOXIFICACAO E FERMENTACAO

Figura 7 — Fluxograma das principais etapas experimentais da presente
pesquisa.

3.1. Obtencéo, preparo e caracterizacao fisico-quim ica do bagaco de

abacaxi

O bagaco de abacaxi foi obtido do processo nao tradicional de
producdo de suco. As frutas, depois de removidas a coroa, foram subme-
tidas a uma lavagem com agua clorada e em seguida trituradas em moinho
de faca ou de martelos e prensado. A polpa prensada junto com as coroas

forma o bagaco de abacaxi.
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O bagaco de abacaxi usado no presente trabalho foi fornecido pela
agroindustria de sucos e polpa de frutas MULTI-FRUTAS, situada no
municipio de Anadia, zona da mata do Estado de Alagoas.

O bagaco foi coletado logo apdés o processamento da fruta,
transportado até o setor de beneficiamento de frutas e vegetais do IFAL
campus Satuba-AL, e picado em picador Nogueira modelo DPM 4, sem
peneira e seco ao sol (Figura 8). Em seguida foi acondicionado em sacos
plasticos de 25 kg e transportado até o Departamento de Biotecnologia/EEL-
USP, na cidade de Lorena, S&o Paulo, onde foi armazenado a 5 °C em
camara de resfriamento, até o uso.

A caracterizacdo fisico-quimica do bagaco de abacaxi foi feita de

acordo com os métodos descritos no item 3.5.

1. Transporte do bagaco de abacaxi.

i- fﬂc e , iy

Y =rra
3. Bagaco de abacaxi picado

4. Secagem ao sol.

Figura 8 — Etapas de preparo do bagaco de abacaxi.
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3.2. Hidrdlise do bagago de abacaxi

A hidrdlise foi conduzida em condi¢cdes brandas, usando H,SO,
diluido, para maximizar a despolimerizacdo da fragdo hemicelulésica do

bagaco de abacaxi e minimizar a formag¢ao de compostos inibidores.

3.2.1. Determinacdo dos parametros de hidrélise aci do diluido do

bagaco de abacaxi

Inicialmente foram feitos diversos ensaios de hidrolise para selecao
dos fatores temperatura (°C), tempo de reagédo (minutos) e concentragéo de
H.SO, [% (m/m)] em reator de bancada, seguindo planejamento
experimental completo tipo esférico, mostrado na Tabela 3. Com esses
ensaios foram obtidas relagbes empiricas quantitativas das influéncias dos
fatores sobre as respostas do rendimento em xilose, em &cido acético, em
furfural, em fendis e seletividade ([xilose]/[glicose]), determinadas conforme
descrito em analise de resultados, item 3.6.1.

Os dados foram ajustados a equacbes polinomiais de segunda
ordem, pela andlise de regressao, e usados os testes t e F na avaliacdo dos
efeitos e na qualidade do ajuste. A equacéo polinomial adotada como padréo
é descrita pela equacéo 3.1:

3 3 2 2 3 N
y =5 +_Zlﬁi><i +(_Zlﬁixij +_ZID_22,3inin +& equagcéo 3.1,
1= 1= i=1 j=

em que y = resposta estimada; x; = fatores codificados; % = constante; £ =

coeficientes lineares; [ = coeficientes de interacdo; G = coeficientes

quadraticos; e £= erro

As relacbes empiricas das respostas estatisticamente significativas
foram otimizadas pela superposi¢cdo de suas curvas de contorno, resultando
nos valores 6timos dos fatores que serviram de parametros operacionais
basicos para o reator-piloto de 100 litros de capacidade.

Os ensaios de hidrélise seguindo o planejamento experimental da
Tabela 3 foram feitos em quatro reatores cilindricos de aco inoxidavel de

volume de 200 mL, com tampas rosqueaveis, aguecimentos por banho de
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Tabela 3 — Matriz de planejamento experimental (2% + 1) esférico da hidrélise
acido diluido da fracdo hemicelulésica de bagaco de abacaxi
realizada em reator de bancada

Fatores*
Tratamento
X1 Xz X3 A B C
1 -1 -1 -1 120 20 2,0
2 1 -1 -1 160 20 2,0
3 -1 1 -1 120 40 2,0
4 1 1 -1 160 40 2,0
5 -1 -1 1 120 20 4,0
6 1 -1 1 160 20 4,0
7 -1 1 1 120 40 4,0
8 1 1 160 40 4,0
9 -(3)"? 0 0 105 30 3,0
10 (3)"? 0 0 175 30 3,0
11 0 (3)12 0 140 13 3,0
12 0 (3)12 0 140 47 3,0
13 0 0 -(3)"? 140 30 1,3
14 0 0 (3)*? 140 30 4,7
15 0 0 140 30 3,0
16 0 0 0 140 30 3,0
17 0 0 0 140 30 3,0

*X, = valor codificado da temperatura [A (°C)]: X; = (A - 140)/20; X, = valor codificado do
tempo [B (minutos)]: X, = (B - 30)/10; e X5 = valor codificado da concentracao de H,SO, [C
(% m/m)]: X3 = (C - 3,0)/1,0.

Oleo vegetal, por meio de resisténcia elétrica, com controle externo de
temperatura (CANETTIERI et al., 2007b). Os reatores foram carregados com
bagaco de abacaxi e solugédo acida, e a relacdo de solido para liquido (S/L)
adotada foi de 1/10. Durante os ensaios, 0s reatores foram carregados com
15,0000 g de bagaco seco moido em moinho tipo Wiley, com peneira de 1
mm, vertidos 100 mL de agua destilada aquecida a 80 °C, homogeneizado;
em seguida foi adicionada solucdo de H,SO,4, preparada com o restante da
agua e H,SO, seguindo cada tratamento (Tabela 3), para avolumar 150 mL
e colocados no banho de 6leo previamente aquecido na temperatura de
hidrélise. Vencido o tempo de reacgédo, os reatores foram retirados do banho
de 6leo, imersos em banho de agua contendo gelo para resfriamento rapido,
abertos e a mistura separada em sistema de filtracdo a vacuo, usando como
meio filtrante tela de aco inoxidavel. A fracdo liquida foi usada para as

determinacdes de glicose, xilose, arabinose, acido acético, HMF, furfural e
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compostos fendlicos, conforme descrito em “Analises fisico-quimicas”, itens
3.5.5e3.5.6.

3.2.2. Obtencédo, concentracdo e caracterizacdo fisi co-quimica do

hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi (HH BA)

O hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi foi obtido em
reator-piloto (100 L), conforme mostra a Figura 9. Sua operacdo seguiu 0
fluxograma mostrado na Figura 10, que consistiu em carregar o reator com
45 L de 4gua e 5,0 kg de massa seca de bagaco de abacaxi e aguecer a
mistura a 80 °C sob agitacdo; em seguida acrescentou-se 4,5 L de solucéo
de H,SO, fechado e aquecido sob temperatura e tempo, conforme foi
definido no item 3.2.1. Vencido o tempo de reacao, o reator foi descarregado
a quente, e o hidrolisado filtrado em tela plastica, numa temperatura proxima
a 60 °C, para facilitar a filtracdo e assegurar a esterilidade do material. O
hidrolisado filtrado foi recolhido em bombonas de 50 L e armazenado a 5 °C.

O hidrolisado foi caracterizado quanto aos teores de glicose, xilose e
arabinose, furaldeidos acido acético, fendis, Brix, massa especifica e pH,
conforme “Analises fisico-quimicas”, item 3.5.

O hidrolisado foi concentrado quatro vezes em relacdo ao seu teor
inicial de xilose, uma vez que concentracdes de xilose em torno de 50 g L™,
em hidrolisados hemicelul6sicos favorecem a producdo de xilitol (FELIPE,
2004).

O equipamento usado nessa operacdo foi um evaporador a vacuo de
trinta litros de capacidade, operando a temperatura de 70 =5 °C (Figura 11).

A composic¢ao do hidrolisado concentrado foi determinada de acordo

com “Andlises fisico-quimicas”, item 3.5.
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Agitador
Boca de visita

Linha de vapor de aquecimento

| : ] .

e 21 = 54

BN

Display de tem;;erz;tﬁra/ =

| .
Linha de agua de resfriamento —— 5

Valvula de descarga /

Valvula de descarga de agua _
da camisa do reator.

Figura 9 — Unidade de hidrélise 4cida de biomassa (EEL/USP): 1. reator-piloto; e 2. caldeira de geragéo de vapor.
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1. Medigcéo de agua para carga do reator 2. Carga do reator com agua 3. Adigao de bagaco ao reator

8. Aspecto do bagaco antes e depois da 7. Filtrag&o do hidrolisado em 6. Descarga do reator 5. Reator carregado
hidrdlise. tela plastica

Figura 10 — Fluxograma das operac6es do processo de hidrélise acido diluido de bagaco de abacaxi em reator-piloto.
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Condensador

Controle de
aquecimento
'I -

Figura 11 — Evaporador a vacuo de 30 L de capacidade (EEL/USP).

3.3. Determinacdo das condicbes de destoxificacdo d o hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de abacaxi concentrado (HH  BAC)

Uma triagem do agente alcalinizante foi feita pela titulacdo de
amostras de hidrolisado concentrado com os alcalis CaO, Ca(OH), ou cinza
de madeira de eucalipto como agente alternativo. A sele¢c&o do alcalinizante
foi baseada no menor consumo do alcali para se atingir um mesmo valor de

pH e quanto ao grau de solubilidade a temperatura ambiente.
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Em béqueres de 300 mL foram pesadas amostras de 100,0000g de
hidrolisado e acrescentadas aliquotas dos alcalis sob constante agitacao,
previamente pesadas e os valores de pH monitorado com pHmétro Hanna Hl
9321. Os respectivos valores estabilizados de pH foram anotados a cada
acréscimo da aliquota do alcali para posterior plote das curvas de titulagao.

A cinza de eucalipto foi obtida no setor de geragcao de vapor da Usina
de Beneficiamento de Leite situada no Campus da UFV. A coleta da cinza foi
feita diretamente do cinzeiro da caldeira, resfriada a temperatura ambiente,
peneirada em peneira de 60 meshes e acondicionada em saco de pléastico,
conforme mostra a Figura 12.

Figura 12 — Peneiramento e aspecto fisico da cinza de eucalipto usada como
agente alcalinizante alternativo.

3.3.1. Destoxificacéo por alcalinizagao

O tratamento de destoxificagdo do hidrolisado concentrado foi feito
pelo método de alcalinizacdo (caleacdo), elevando o pH das amostras a
valores préximos ou acima da neutralidade, adicionando o alcali a amostra
sob continua homogeneizagcdo com agitador magnético por determinado
periodo de tempo, conforme mostra a Figura 13. Vencido o tempo de
reacdo, o pH das amostras foi corrigido para 5,5 ou 6,0 com H3PO4
concentrado, o precipitado removido por centrifugacéo (3.000 g por 20 min),
filtrado a vacuo, e o refinado usado para analise de composicdo e testes de
fermen-tacéo, conforme sera descrito no item 3.3.4. Como testemunha
(branco) da destoxificacdo e fermentacdo, foi usada uma amostra de
hidrolisado com o pH ajustado para 6,0 com CaO.
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1. Tratamento com CaO 2. Tratamento com cinza

Figura 13 — Destoxificagcdo de hidrolisado por alcalinizacdo, pela da adigéo
de CaO (1) ou cinza de madeira de eucalipto (2).

Os ensaios de destoxificacdo seguiram um planejamento experi-
mental fatorial completo (22 + 1), tipo estrela, com trés repeticdes do ponto
central, que considera os fatores pHe tempo de reacdo (Tg). A Tabela 4
apresenta a matriz de planejamento da destoxificagéo.

Tabela 4 — Matriz de planejamento experimental completo (2° + 1), tipo
estrela, com trés repeticdes do ponto central da destoxificacao
por alcalinizacdo de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de
abacaxi concentrado

Ensaio
Fator*
3 4 5 6 7 8 9 10 11
X1 -1 1 -1 1 0 0 0 -a a 0 0
X5 -1 -1 1 1 0 0 0 0 0 -a a

* x, = valor codificado do pH - X; = (pH — 8,5)/1,5; X, = valor codificado do tempo de reacéo
(Tg) - X2 = (Tr - 60)/30; a = (2)"%

Os valores das respostas concentracao de agucares (glicose, xilose,
arabinose), fendis e produtos de fermentagdo foram usados para construir
equacbes empiricas, usando analise de regressdo dos dados a uma
equacéo polinomial de segunda ordem, para um nivel de significancia de 5%
pelo teste t de Student, conforme descrita pela equacéo 3.2:
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§ = o+ B D+ B 3o + Bip ByXp + By O + Bop X5 +&  equagdo 3.2,
em que y = valor da resposta estimada; x; e Xo = valores dos fatores

codificados; % = constante; £ e [ = coeficientes lineares; [i2, i1 € LB =

coeficientes de interacdo de primeira e segunda ordem; e £= erro

Usando a metodologia de superficie de resposta como ferramenta,
foram obtidos os valores dos parametros pH e tempo de reacdo que
maximizassem a remoc¢éo de compostos toxicos (acido acético, furaldeidos

e fendis) e producdo de xilitol e minimizassem as perdas de agucares.
3.3.2. Destoxificagdo por adsor¢cdo com carvao ativa  do

Estabelecidos os parametros 6timos da operacdo de destoxificacao
por alcalinizacdo, foram feitos ensaios de adsor¢cédo com carvao ativado para
reduzir os teores de fendis. Amostras de 150 mL de hidrolisado tratadas por
alcalinizacdo nas condi¢cfes estabelecidas no item 3.3.1 foram vertidas em
frascos Erlenmeyer (300 mL), acrescentado carvao ativado nas
concentracbes de 2,0, 3,5 e 5,0% (m/v) e homogeneizadas durante uma
hora em shaker (30 ou 60 °C e 200 rpm); em seguida, foram centrifugadas
(3.000 g por 20 min), filtradas e verificados os teores de compostos fenélicos
e de acucares redutores (ART), conforme descrito em “Andlises fisico-
quimicas” item 3.5.6.

3.4. Fermentacédo do hidrolisado hemicelulésico de b agaco de abacaxi
3.4.1. Microrganismo, preparo do indculo e condicde s de cultivo

Foi usada a levedura Debaryomyces hansenii UFV-170 isolada de
ambiente de laticinios e selecionada por Sampaio (2001) como boa
produtora de xilitol em meio sintético.

A curva padréao para monitoramento do crescimento celular e preparo
do indculo foi obtida por regresséao linear entre a densidade 6tica (DO)versus

massa celular seca (g L™), conforme Neder (1992).
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As células da levedura obtidas no Laboratério de Fisiologia de
Microrganismo do Departamento de Microbiologia da UFV foram ativadas
em meio semidefinido contendo: KH,PO, 6,8 g L™ K,HPO, 3,4 g L™
(NH.),SO4 1,0 g LY MgSO4 7H,0 1,1 g L™ extrato de levedura 5 g L™ e
glicose 20 g L™ (SAMPAIO et al., 2008). No preparo do meio, as solucdes de
(NH4)2SO4, MgSO,4 7H,0O e glicose foram esterilizadas a 111 °C por 15
minutos, para evitar a formacao de precipitado e, ou, de compostos téxicos.
As solucdes formuladas com os sais restantes e a de extrato de levedura
foram esterilizadas a 121 °C por 20 minutos. Para a manutencdo da cultura
estoque foi acrescentado ao meio completo 2% de agar-agar, vertidos 15 mL
em placas de Petri, inoculada as células, e o material incubado em estufa a
30 °C por 24 horas. Essas culturas foram mantidas em geladeira e utilizadas
ao longo do trabalho para preparo de inéculo.

O preparo do in6culo foi feito colhendo uma alcada de células das
placas de cultura estoque, inoculando-as em frasco Erlenmeyer de 125 mL
contendo 50 mL de meio semidefinido, incubado em shaker New Brunswick
Scientific (modelo G 76 D) a 30 °C, 200 rpm por 18 h. Vencido esse periodo,
as células foram separadas por centrifugacéo a 4000g, a 5 °C por 5 minutos,
ressuspensas em agua destilada esterilizada e usadas como inoculo.

Meios complexos (YPX, YPD e YPXD) contendo extrato de levedura
5 g L™, peptona 5 g L* e como fonte de carbono xilose 20 g L™, glicose
20 g L™ e mistura de glicose 5 g L™ e xilose 15 g L™ foram formulados para
avaliar o perfil de crescimento de Debaryomyces hansenii UFV-170 nesses
acucares.

Ensaios de cultivo com meio semidefinido (KH.PO, 6,8 g L™; K;HPO,
3,4 g L% (NH4)2 SO4 1,0 g L™ MgSO4 7H,0 1,1 g L™ extrato de levedura
5gL™Y), contendo 20 e 50 gL™ de xilose foram conduzidos para avaliar
capacidade de a levedura produzir xilitol em frascos agitados.

Os ensaios de fermentacao foram desenvolvidos em frascos Erlenmeyer
de 50 mL, ou de 125 mL, sendo mantida a mesma relagéo de volume ocupado
para volume total de 0,4. Os ensaios foram feitos em duplicata, incubados
em shaker (Shaker New Brunswick Scientific) a 30 °C, 200 rpm, durante 120
horas (Figura 14).
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Figura 14 — Fermentacdo de HHBAC destoxificado, por D. hansenii UFV-170,
em frascos Erlenmeyer incubados em shaker (30 °C, 200 rpm
por 120 h).

Ensaios em fermentador foram feitos em biorreator B. BRAU
BIOTECH, modelo BIOSTAT B, operando em batelada, com cuba de 1,5 L,
provida com agitador, eletrodo de pH, sondas de oxigénio e de temperatura
(Figura 15). Quatro ensaios foram executados, usando 1,0 L de hidrolisado
cada, suplementado com nutrientes, pH inicial de 5,5 ou 6,0, inoculados com
células de levedura num nivel de inéculo definido no item 3.4.2 e taxa de

aeracdo de 2,5 L min™ (2,5 vwm).

Figura 15 — Fermentacdo de HHBAC destoxificado, por D. hansenii UFV-
170, em biorreator (pH 5,5 ou 6,0; 30 °C, 2,5 vvm e 200 rpm).
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Os cultivos em meios a base de hidrolisado hemiceluldsico de bagago
de abacaxi concentrado e destoxificado foram desenvolvidos depois de
tratamento térmico a 60 °C por 120 min em banho-maria (LEE et al., 1999), e
suplementado com aliquotas de solucdes de (NH.),SO, (250,00 g L™,
MgSO. 7H,O (275,00 g L) e de extrato de levedura (500,00 g L™, resul-
tando numa concentracéo final no meiode 1 gL™ 1,1 g L™ e 5 g L™ respecti-
vamente, e inoculados com a levedura (SAMPAIO et al., 2008).

O acompanhamento da fermentacdo em shaker ou no fermentador foi
realizado com a remoc¢éo de dois frascos ou a coleta de aliquotas de 25 mL
de meio a cada 24 horas de incubacéo, determinados o pH e a massa
celular. Em seguida as amostras foram centrifugadas (3.500 rpm por 10
minutos) e o sobrenadante armazenado sob congelamento para posterior
determinacdo dos teores de agucares residuais e produtos de fermentacao,

conforme descrito em “Andlises fisico-quimicas” item 3.5.5.

3.4.2. Selecao da concentracdo de indculo

Foi feita uma selecdo da concentracdo de inoculo em frascos
agitados, que proporcionasse meios fermentados a base de hidrolisado com
alta produtividade volumétrica em xilitol, testando-se, para esse
procedimento, as concentra¢des de células de 0,1 e 0,3% (m/v) durante 120
horas de fermentagéo, considerando a existéncia de compostos inibidores
no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi concentrado, embora

seja destoxificado.

3.5. Analises fisico-quimicas

A caracterizacdo do bagaco de abacaxi foi feita por analises fisico-
quimicas, determinando os teores de celulose, hemicelulose, lignina, cinzas,
matéria seca, agucares sollveis (sacarose, glicose e frutose) e extrativos.

A caracterizacdo do hidrolisado bruto e concentrado foi feita por
determinacdo de pH, densidade, Brix, teores de acucares (glicose, xilose,
arabinose), acido aceético, produtos de decomposicdo de acucares (hidroxi-

metilfurfural e furfural) e de compostos fendlicos. Para o hidrolisado
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destoxificado, foram determinados os teores de agucares (glicose, xilose e
arabinose), acido acético e compostos fendlicos.

Os meios de cultivo foram caracterizados quanto ao pH, teores de
acucares (glicose, xilose e arabinose) e acido acético; e os meios em
fermentacao foram monitorados periodicamente quanto ao pH, concentracdo
de massa celular seca (MCS), acucares residuais (glicose, xilose,
arabinose), xilitol, acido acético e etanol. Os resultados foram apresentados

em tabelas e, ou, descritos na forma de graficos.

3.5.1. Matéria seca do bagaco de abacaxi

A analise fundamenta-se na eliminacdo da umidade da amostra
previamente seca ao sol, empregando estufa com circulagdo de ar numa
temperatura de 105°C por 16 horas. A matéria seca é determinada
gravimetricamente com o residuo remanescente apos a secagem, descrito
por Silva e Queiroz (2002).

O célculo para a determinacdo do teor de matéria seca foi realizado
dividindo a massa da amostra seca pela massa inicial e multiplicando o

resultado por 100, obtendo-se o resultado expresso em percentagem [%
(9/100 g)].

3.5.2. Cinzas do bagaco de abacaxi

O teor de cinzas de uma amostra corresponde a concentracao de sais
minerais ou matéria inorganica nela contida. O procedimento tem como
principio o agquecimento da amostra a temperatura ndo superior a 600 °C,
por um periodo de quatro horas ou até a combustdo completa da matéria
organica. Temperaturas superiores a 600 °C acarretam volatilizacdo parcial
ou total de alguns cétions e anions (SILVA; QUEIROZ, 2002).

O célculo para determinacdo do teor de cinzas em termos de massa
seca do bagaco de abacaxi consistiu em dividir a diferenca entre os valores
inicial e final da massa do cadinho antes e depois da incineracao, pelo valor
inicial, multiplicando o resultado por cem, o resultado final sendo expresso

em percentagem [% (massa de cinzas/100 g de massa seca)].
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3.5.3. Extrativos do bagaco de abacaxi

Foram pesadas trés amostras de 6,0000 g de bagaco de abacaxi
base seca, moidas em peneira de 1 mm, colocadas em cartuchos extratores
feitos de papel de filtro e previamente determinado seu peso seco. Os
cartuchos cheios, lacrados, foram postos na corneta do aparelho Soxhlet e
conectados aos seus respectivos balbes (1.000 mL) secos a 105 °C e
pesados, contendo pérolas de vidro e 600 mL do solvente extrator agua
deionizada ou etanol 95% (v/v).

A extracao foi feita em duas etapas, a primeira usando como solvente
agua deionizada, para remocéao dos acucares soluveis, durante oito horas de
extracdo, com uma taxa de refluxo de quatro ciclos por hora. Em seguida, os
cartuchos foram removidos das cornetas e secos em estufa a 105 °C por
cinco horas, esfriados em dessecador a temperatura ambiente e pesados. A
segunda extracao foi feita por dezesseis horas, usando as amostras da
primeira extracdo, etanol como solvente, e taxa de refluxo de oito ciclos por
hora.

A solugéo aquosa da primeira extragao foi usada para a determinagao
dos acucares soluveis sacarose, glicose e frutose por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), conforme consta no item 3.5.5. A solucéo alcodlica
da segunda extracdo contida nos balBes foi evaporada em rotava por para
remover o excesso de etanol, e o residuo seco em estufa a 105 °C por 16
horas, esfriado em dessecador e pesado em balanca analitica.

O célculo da concentracao dos agucares soluveis na amostra foi feito
considerando a concentracdo do acucar determinado em HPLC vezes o
volume da solucdo aquosa da primeira extracdo, dividido pela massa inicial
da amostra, e esse resultado multiplicado por cem, sendo expresso em
percentagem [% (g/100 g MS)].

O célculo para determinacdo do teor de extrativos em etanol (95%)
nas amostras foi obtido pela diferenca entre a massa do baldo do extrator
com o residuo evaporado e seco em estufa e a massa do baldo vazio,
dividido pela massa seca da amostra no cartucho, e o resultado multiplicado

por cem, sendo expresso em percentagem [% (g/100 g MS)].
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3.5.4. Composicao do bagaco de abacaxi

A andlise de composicdo do bagaco de abacaxi, foi conduzida
segundo metodologia descrita por Gouveia et al. (2009), que se fundamenta
na sacarificacdo quantitativa dos polissacarideos que compdem a fibra de
biomassas vegetais, principalmente gramineas.

Trés amostras de 2,0000g de bagaco de abacaxi base seca,
previamente moidas e livres de extrativos, foram pesadas em béqueres de
100 mL e acrescentados 10 mL de H,SO, 72% (m/m) e mantidas sob
agitacdo em banho-maria a 50 °C por 7 minutos, para rompimento dos
polissacarideos da fibra em oligossacarideos. Completado os 7 minutos de
hidrolise, a reacdo foi paralisada, acrescentando-se 50 mL de agua
deionizada; transferido quantitativamente a mistura para frasco Erlenmeyer
(500 mL) com auxilio de 225 mL de agua deionizada, autoclavada a 121 °C
por 30 minutos para quebra dos oligossacarideos em seus mondmeros,
etapa denominada “pos-hidrolise”.

A mistura hidrolisada foi separada por filtracdo, usando papel de filtro
para soélidos gelatinosos (Whatman 40: WH 1440-180), previamente seco e
pesado. A fracdo liquida foi recolhida quantitativamente em balédo
volumétrico (500 mL) e avolumada até o menisco, pela lavagem dos sélidos
retidos no papel, com &gua deionizada. O conteudo do baldo foi transferido
para frasco de polietileno, armazenado sob congelamento e, posteriormente,
determinados os teores dos acgucares, acido acético e furaldeidos, conforme
descrito nos itens 3.5.5 e 3.5.6.

Os teores dos acgucares, acido acético e furaldeidos foram usados
para determinar as concentragcbes de celulose e hemicelulose pelas

equacodes 3.3 e 3.4, estabelecidas por Gouveia et al. (2009):

[Celulose] = 0,95 [Celobiose] + 0,90 [Glicose]+ 1,20 [HMF] + 3,09

[Acido férmico] equacéo 3.3,

em que:
0,95, 0,90, 1,20 e 3,09 = séo os respectivos fatores de converséo de

celobiose; glicose, HMF e acido férmico para celulose;
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[Celulose] = concentracdo de celulose em [% (g/100g MS)];
[Celobiose] = concentracao de celobiose em [%(g/100g MS)];
[Glicose] = concentracao de glicose em [% (g/100g MS)];

[HMF] = concentracgéo de hidroximetilfurfural em [%(g/100g MS)]; e

[Acido férmico] = concentragio de acido formico em [%(g/100g MS)].

O célculo para determinacdo do teor de hemicelulose segue a

equacao 3.4:

[Hemicelulose] = 0,88 ([Xilose] + [Arabinose]) + 0,72 [Acido acético] +

+ 1,37 [Furfural] equacéao 3.4,

em que
0,88, 0,72 e 1,37 = sao os respectivos fatores de conversao de xilose,
arabinose, acido acético e furfural a hemicelulose;
[Hemicelulose] = concentracdo de hemicelulose em [% (g/100g MS)];
[Xilose] = concentracéo de xilose em [% (g/100g MS)];
[Arabinose] = concentragao de arabinose em [% (g/100g MS)];
[Acido acético] = concentracdo de acido acético em [% (g/100g MS)]; e
[Furfural] = concentracao de furfural em [% (g/100g MS)].

A determinacdo da concentracdo de lignina &cido soltvel ([Lignina]as)
foi feita por método espectrofotométrico, com intervalo de tempo de no
maximo 6 horas apés a hidrélise, e consistiu em medir a absorbancia de
amostras do hidrolisado, em comprimento de onda na regido do ultravioleta
visivel (280 nm), depois de solubilizados os compostos da degradacdo da
lignina, através da dosagem de aliquotas de solugdo deNaOH 6 M, até
atingir pH 12,0. Esta amostra alcalinizada foi diluida com agua deionizada
para o valor da absorbancia ficar no limite de 0,7 a 1,0, de acordo com
Hyman et al. (2007) e Gouveia et al. (2009).

O calculo da concentracdo de lignina acido solavel ([Ligninalas) foi

feito usando a Equacao 3.5, de Gouveia et al. (2009).

[Lignina] ag = 4,187 x10 2 (Abs)280NM 6149 x [Furfural ] - 4773 x [HMF ] —
-3279x1074
equacao 3.5,
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em que

[Lignina]as = concentracdo de lignina &cido soltvel (g L™);

(Abs)2800m = valor absorbancia da amostra medido em
espectrofotdmetro;

[Furfural] = concentracdo de furfural na amostra, medido em HPLC a
280 nm; e

[HMF] = concentracdao de HMF na amostra, medido em HPLC a 280 nm.

Os solidos retidos no papel de filtro foram lavados com agua
deionizada (1500 mL), colocados em pesa-filtro e secos em estufa a 105 °C
até massa constante, tendo esse valor sido usado para célculo da lignina

insoltvel (Klason), pela equacéo 3.6 em termos de massa seca (MS):

[Lignina]jason = (Minso'u":/:sngcmzasJX1OO equacio 3.6,

em que
[Lignina]kiason = concentragéo de lignina Klason em [% (g/100 g MS)];
Minsol. = massa de sélidos insoltvel retido no papel de filtro da hidrolise
acida;
Mcinzas = Mmassa de cinzas da amostra; e

Mamostra = Massa seca de bagaco usada na hidrélise em gramas.

A concentragdo de lignina foi determinada pela soma das
concentracfes de lignina Klason (insolavel) mais a lignina acido solavel
([Lignina]as), de acordo com Gouveia et al. (2009).

A concentragao de lignina na biomassa foi determinada pela equacgao
3.7:

[Lignina] = [Lignina]kjason +50 [([ Lignina] a5 /MSB) Equacéo 3.7,

em que
[Lignina] = concentracao de lignina na biomassa em [% (g/100g MS)];
[Lignina]kiason = concentragao de lignina Klason em [% (g/100g MS)];
[Lignina]as = concentrac&o de lignina &cido soltvel em (g L™); e
MSB = massa seca de bagaco usada na hidrolise em gramas.
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3.5.5. Agucares, acido formico e produtos de fermen  tacéo

As determinacbes das concentracbes dos acucares celobiose,
glicose, xilose, arabinose e dos acidos formico e acético para caracterizacao
da composicéo da fibra do bagaco de abacaxi e do hidrolisado bruto foram
feitas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), em equipamento
Shimadzu-LC-10AD, usando as seguintes condicbes de operacdo: coluna
BIO-RAD Aminex HPX-87H (370 x 7,8 mm) mantida a 45 °C; detector de
indice de refracdo RID 6A; eluente H,SO,4 (5 mM) com fluxo de 0,6 mL min™.
O volume injetado das amostras foi de 20 pL, depois de previamente
diluidas com agua deionizada e filtradas em cartuchos de extracdo SEP-PAK
C18 (Waters).

As determinacdes das concentracdes dos agucares sacarose, glicose
e frutose, que compdem a fracdo soluvel (extrativos solUveis em agua) do
bagaco de abacaxi, foram feitas por HPLC em equipamento Waters (Milford,
MA), usando as seguintes condi¢des de operacao: coluna BIO-RAD Aminex
HPX-87H (370 x 7,8 mm) mantida a 45 °C; detector de indice de refracdo
(Waters 410); e eluente H,SO,4 (5 mM) com fluxo de 0,6 mL min™. O volume
injetado das amostras foi de 20 pL, depois de previamente diluidas com
agua deionizada e filtradas em membrana de 0,45 um (Millipore).

Nas determinacbes das concentracfes dos acgucares existentes no
hidrolisado concentrado, destoxificado e dos produtos de fermentagé&o (xilitol,
acido acético, glicerol e etanol) foi usado HPLC com equipamento Hewlett
Packard-1050, usando as seguintes condicbes de operacdo: coluna BIO-
RAD Aminex HPX-87H (370 x 7,8 mm) mantida a 60 °C; detector de indice
de refracdo (HP 1047A); e eluente H,SO, (5 mM) com fluxo de 0,7 mL min™.
O volume injetado das amostras foi de 20 uL, depois de previamente diluidas
com agua deionizada e filtradas em cartuchos de extragdo SEP-PAK C18
(Waters).

As concentracdes de todos os compostos foram calculadas a partir de
curvas de calibracdo obtidas de solugdes padrdo com as concentragcdes no
limite entre 2,5 a 20,0 mM para os acUcares (glicose, frutose, xilose,
arabinose e xilitol) para acido acético, etanol e glicerol, de 0,01 a 0,1 mM;
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para celobiose e sacarose, de 0,64 a 6,4 mM e para acido formico, de 0,064
a 0,64 M. Todas as curvas foram ajustadas com cinco pontos.

3.5.6. Furaldeidos e compostos fendlicos totais

As determinagdes das concentracdes dos produtos de degradacédo de
acucares (furfural e hidroximetilfurfural) foramfeitas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), em equipamento Shimadzu-LC-10AD,
usando as seguintes condi¢Oes de operagédo: coluna Hewlett Packard RP 18
(200 mm) mantida a 25 °C; detector de ultravioleta SPD-10A; e eluente
solucdo de acetonitrila/agua (1:8) com 1% de acido acético, fluxo de
0,8 mLmint. O volume injetado das amostras foi de 20 pL, depois de
previamente diluidas com agua deionizada e filtradas em membrana de
0,45 um (Millipore).

As concentracdes de furfural e hidroximetilfurfural foram calculadas a
partir de curvas de calibracdo obtidas de solu¢cdes padrdo com concentra-
cOes de zero a 10,4 mM para furfural e de zero até 6,35 mM para o hidroxi-
metilfurfural.

A determinagéo da concentragdo dos compostos fendlicos totais das
amostras de hidrolisado foi realizada usando o método colorimétrico com
reagente Folin-Ciocalteau, adaptado de Singleton, Orthofer e Lamuela-
Raventos (1999). Em tubos de ensaio com tampa, revestidos com papel
aluminio, foram vertidos 0,5 mL da amostra diluida, 2,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteu, 2 mL de solucdo de Na,CO3 (20%) e 5 mL de agua deionizada.
Esta mistura foi homogeneizada ao abrigo da luz em agitador rotatorio
(25°C, 200 rpm por 120 minutos). Apos a homogeneizacdo da amostra,
efetuou-se a leitura da absorbancia em espectrofotémetro (A = 760 nm),
usando cubeta de vidro de caminho 6tico de 1 cm. A concentracdo do
analitico foi obtida substituindo o valor da absorbancia na curva padrdo de
vanilina (0,33 a 0,66 mM), multiplicando o valor obtido pelo fator de diluic&o.

49



3.5.7. Acucares redutores totais (ART)

Em tubos de ensaio, foram adicionadas aliquotas de 1,5 mL de
reagente DNS a 1 mL da amostra diluida do hidrolisado. Em seguida a
mistura foi aquecida em banho de agua fervente por cinco minutos, resfriada
a temperatura ambiente em banho de agua fria por dez minutos e
completado o volume para 10 mL com agua destilada. A solucdo de
referéncia foi preparada misturando 1,5 mL de DNS com 8,5 mL de agua
destilada. A leitura da absorbancia da amostra foi feita em espectrofotdmetro
(A = 540 nm), usando cubeta de vidro de caminho Gtico de 1 cm, apds o
aparelho ser zerado com a solugéo de referéncia. O valor da absorbancia foi
substituido na equacdo da curva padrdo de glicose e determinada a
concentracdo equivalente de acucares redutores da amostra diluida;
multiplicando pelo fator de diluicdo, foi obtido o teor correspondente de ART
na amostra original (HU et al., 2008).

A curva padréo foi preparada a partir da diluicdo de uma solugéao
estoque de glicose 10 mM, preparando solu¢gbes com concentracdes de 1, 2,
3,4,5e 6 mM.

O reagente DNS foi preparado dissolvendo 6,3 g de (O2N),CgH»-2-
(OH)CO2H em 262 mL de solucdo de NaOH 2 M; em seguida, foi vertida a
solucéo alcalina de DNS em 500 mL de solugdo de KNaC4H4O¢ 4H,0 (370 g
L"), adicionando 5 g de CgHsOH e 5 g de Na,SOs. Esta mistura foi mantida
sob constante agitacdo e aquecimento até que todos os compo-nentes se
dissolvessem, sendo entdo resfriada a temperatura ambiente e completado o

volume quantitativamente para 1.000 mL com agua destilada.

3.5.8. Densidade do hidrolisado

O método usado na determinacdo da densidade do hidrolisado bruto
foi o do picnédmetro, que consiste em determinar a massa de um liquido que
ocupa um volume conhecido.

Picndmetros de 25 mL previamente lavados e rinsados com acetona
foram pesados vazios (my) em balanca analitica, em seguida cheios com

agua deionizada e pesados (mgsgua) ap0s todas as bolhas serem eliminadas.
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O mesmo procedimento foi realizado usando o hidrolisado, tendo a pericia
de anotar todas as medidas (Mo, Magua Mhidrolisado,) INClUSIVE a temperatura
ambiente, necessaria para a determinacdo da densidade da agua por meio
da tabela de Régnault. O céalculo da densidade do hidrolisado bruto foi feito

por intermédio da Equacgéo 3.8:

0= Mhidrolisado ~ Mo x0,998743(g [Em~3) Equacdo 3.8,
MH,0 —Mp

em que

Mhidrolisado = Massa do picnémetro cheio de hidrolisado;

Mo = massa do picndmetro vazio;

Mp20 = Massa do picnédmetro cheio de agua deionizada; e

0,998743 g cm™ = massa especifica da agua a 20 °C (PERRY; GREEN,
1997).

3.5.9. Densidade celular em meio de fermentacéo

A determinacdo do numero de células nos ensaios de fermentacao foi
realizada usando um microscopio de contraste de fase (Olympus BX 41,
Japao) e um hemocitdmetro, modelo Neubauer (1/400 mm? x 1/10 mm?), e
como mordente, solugcdo de azul de metileno 0,01% (m/v).

3.5.10. Massa celular seca (MCS)

O crescimento celular foi estimado por medida de turbidez em
espectrofotometro (Pharmacia LKB-Novaspec Il), com A igual a 600 nm, apds
a conversdo dos valores de densidade oOtica em massa celular seca (1
DOsoonm = 0,84 g L™).

3.5.11. pH e solidos totais soluveis (Brix)

O pH foi determinado diretamente com pHmétro Hanna HI 9321 nos

ensaios de fermentacdo. As determinacfes nas amostras de hidrolisado
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bruto e, ou, destoxificado com valor de pH menor que um ou acima de 12
foram feitas usando papel indicador (Sigma).

A determinacdo do teor de solidos totais solaveis (Brix) foi feita com
refratbmetro de Abbé (Optech, modelo - RMT) de acordo com IAL (2005).

3.6. Analise dos resultados

3.6.1. Determinacao dos parametros de hidrolise

A equacdo usada para os calculos de rendimento da operacdo de
hidrélise foi a adotada por Neureiter et al. (2002), equacgéo 3.9.

Y, =100xS Y

equacgao 3.9,

em que

Yi = rendimento em xilose (Yyi), em acido acético (Ynac), em furfural
(Yturf) ou em fenois (Yrensis), €Xpresso em % ou (g/100 g MSB), que significa a
quantidade de xilose, acido acético, furfural ou fendis obtida em gramas por
cem gramas de massa seca de bagaco (MSB) hidrolisado;

Ci = concentracdo de xilose (Cyi), de acido acético (Cuac), de furfural
(Crurt) OU fendis (Yiensis) NO hidrolisado em (g L™) determinado em HPLC;

M = quantidade de massa seca de bagacousado na hidrolise; e

V = volume da fase liquida (L), ou seja, de solu¢do acida.

A eficiéncia de extragcdo de xilose foicalculada de acordo com
Canettieri et al. (2007 b):

D(%) =_Y+“x100 equacéo 3.10,
[xil ]bagago

em que
@ (%) = eficiéncia de extracdo de xilose expressa em %;

Y = rendimento em xilose (g/100 g MSB); e

[xil]gagagoz concentracéo inicial de xilose no bagaco (g/100g MSB).
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O parametro seletividade foi adotado o usado por Roberto, Mussato e
Rodrigues (2003), descrito pela Equacgao 3.11:

[ xil _[xilose] N
/gh] [glicose] equacao 3.11,

em que

[xil)/[gli] = seletividade expressa em gramas de xilose por gramas de
glicose;

[xilose] = concentracdo de xilose (g L™) no hidrolisado; e

[glicose] = concentrac&o de glicose (g L™) no hidrolisado.
3.6.2. Determinagé&o dos parametros de fermentagéo

Os parametros fermentativos usados para monitorar o crescimento da
levedura Debaryomyceshansenii UFV-170 e a formacao de produtos de
fermentagdo em meio sintético, no hidrolisado hemicelulésico de bagacgo de
abacaxi, e a comparacdo com dados da literatura referentes a outras mate-
rias-primas foram determinados pelas Equacfes 3.12, 3.13, 3.14 e 3.15,

conforme descritas abaixo:

|n£ DO j
Velocidade especifica de crescimento (h™): u= % equacéao 3.12;
)
[Xllltol] ~ )
Produtividade volumétrica (gL™ h™): Qp T equacao 3.13;
F

. . . _ A[ Xilitol ] « _

Rend t litol/g xil ' Yp, =———— 3.14;
endimento (g xilitol/g xilose) A Al Xilose] equacao e

o _ Yp/

Eficiéncia de converséao de xilose (n %): n = Y—SX1OO equacao 3.15,

tedrico
em que

1 = velocidade especifica de crescimento (h™);
DO = densidade otica determinada em um tempo t (h);
DO, = densidade atica no inicio do cultivo;

t = tempo (h);
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to = tempo inicial de incubacéo ou cultivo (h);

Tr = tempo de fermentacao (h);

[Xilitol] = concentracdo de xilitol (g L™);

A[Xilitol] = variacéo da concentracao de xilitol (g L™);

A[Xilose] = variagéo da concentracéo de xilose (g L™);

Yrss = rendimento em produto (xilitol) em g g*; e

Yesrico = rendimento maximo em xilitol,0,917 g g'l (BARBOSA et al., 1988).

3.6.3. Tratamento estatistico dos dados

Os dados experimentais de hidrolise e destoxificacdo foram
analisados estatisticamente com auxilio do software “Minitab 16", segundo
planejamento pré-estabelecido, para verificar o nivel de significancia dos
efeitos dos fatores sobre as variaveis respostas em estudo, conforme
metodologia descrita por Barros Neto, Scarminio e Bruns (2007) e Box,
Hunter e Hunter (1978). Os resultados sédo apresentados em tabelas e
figuras, mostrando os graficos descritos pelas equacbes matematicas
empiricas obtidas pela utilizacdo da metodologia de superficie de resposta.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao fisico-quimica do bagaco de aba  caxi
A Tabela 5 apresenta a composicdo do bagaco de abacaxi quanto
aos teores de celulose, hemicelulose, lignina, aglcares, cinzas, matéria seca

e extrativos.

Tabela 5 — Composicéo centesimal do bagacgo de abacaxi

Componentes Teor (% ou g /100 g MSB)
Celulose 31,69 £2,50
Glicose 29,9+£5,40
Hemicelulose 38,18 £0,72
Xilose 27,63 £0,69
Arabinose 5,48 £0,31
Acido acético 5,37 £0,15
Lignina 15,1 £ 0,72
Klason 8,25+ 0,36
Acido solavel 6,85 + 0,52
Cinzas 1,61 +£0,08
Matéria Seca (MS) 90,36 + 0,18
Extrativos em Etanol (95% v/v) 20,26 + 0,47
Sacarose: 0,172 £ 0,005
AcUcares sollveis Glicose: 1,39 + 0,06

Frutose: 4,33 + 0,14
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As concentracdes de celulose, hemicelulose e de lignina do bagaco
de abacaxi apresentadas na Tabela 5, determinadas por método de
sacarificacdo quantitativa, sdo semelhantes a dados registrados na literatura,
conforme apresenta a Tabela 6, em que os componentes da fibra foram
determinados por método de fracionamento com reagentes especificos,
detergentes &cidos e neutros.

Tabela 6 — Comparacdo da composicdo de bagaco de abacaxi obtido por
método de sacarificacdo quantitativa com dados da literatura
obtido por fracionamento com detergentes

Componente Presente Valadares Filho van Soest

(9/100 g MS) Trabalho (2006) (1994)
Celulose 31,69 £ 2,50 31,82 + 8,37 30,0
Hemicelulose 38,18 £ 0,72 36,19 + 6,31 36,0
Lignina - - -
Klason 8,25+0,36 7,69 £ 3,37 7,0
Cinzas 1,61+ 0,08 7,99+1,71 3,0
Matéria seca 90,36 £ 0,18 86,59 +£2,72

O baixo teor de cinzas obtido no presente trabalho se deve a coleta
do bagaco ter sido feita de imediato ao processamento da fruta, evitando a
contaminacdo de residuos do ambiente (solos, restos de vegetacédo e
insetos).

Os teores altos de celulose, hemicelulose e baixo de lignina, além da
existéncia de acgUcares soluveis (sacarose, glicose e frutose), fazem do
bagaco de abacaxi (pineapple bran) uma excelente racao para ruminantes,
por sua facil digestdo (VANSOEST, 1994) e um substrato ideal para obtencao
de bioprodutos (enzimas, aromas e acidos organicos) por fermentacdo em
estado solido (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000; SCHIEBER;
STINTZING; CARLE, 2001; LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003).

O teor de xilose (27%) da fragcdo hemicelulésica do bagaco de
abacaxi é semelhante ao de outros residuos, como, por exemplo, o de
bagaco de cana-de-acucar (22%) determinado por Pessoa Jr. e Mancilha e
Sato (1997) e Neureiter et al. (2002) e, ao de palha de arroz (20,2%)
determinado por Roberto et al. (2003), porém o teor de glicose da fracédo

celuldsica é cerca de 30% menor, em relacdo ao existente nesses residuos.
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O teor baixo de lignina (8%) existente no bagacgo de abacaxi faz dele
uma potencial matéria-prima para extracdo dos aclcares monoméricos das
fracbes hemiceluldsica e celulésica por hidrdlise enzimatica, que, segundo
Belkacemi et al. (1998), a alta eficiéncia de extragdo de agucares de materiais
lignocelulésicos por enzimas celuloliticas é inversamente proporcional ao
teor de lignina, uma vez que os compostos fendlicos adsorvem nos sitios
cataliticos das enzimas, reduzindo ou desativando-as de forma irreversivel,
havendo a necessidade de aumentar as concentracdes ou adicionar agentes
surfactantes, onerando 0s custos do processo.

E possivel estimar um rendimento tedrico em etanol de 0,333 kg kg™
de bagaco de abacaxi, considerando os teores de celulose (32 g /100 g MS)
e hemicelulose (38 g/100 g MS) determinados no bagaco de abacaxi
(Tabela 5), ao aplicar a equagao de Lynd (1990), que prevé o potencial de
um determinado residuo lignocelulésico como matéria-prima para fermenta-
¢ao alcodlica. Comparando este valor (Yetanolbagaco = 0,333 kg kg™') com os
valores estimados por Chandel et al. (2007) para alguns residuos lignocelu-
|6sicos, como, por exemplo, para o bagaco de cana (0,279 kg kg™), para a
palha de arroz (0,248 kg kg™) ou para restos de eucalipto (0,225 kg kg™),
observa-se que o bagaco de abacaxi rende em cerca de 20% de etanol a
mais que o bagaco de cana-de-acucar, 30% a mais que a palha de arroz e
50% que os restos de eucalipto.

Considerando apenas o teor de xilose (28 ¢g/100 g MS) da fracao
hemicelulosica do bagaco de abacaxi e tomando por base de calculo o
rendimento em xilitol na bioconversdo da xilose em microaerobiose,
determinada por Barbosa et al. (1988), que é de 0,917 g g*, estima-se que
teoricamente 0,256 kg de xilitol seja produzido para cada quilo de bagaco de
abacaxi.

Entdo, o bagaco de abacaxi € uma possivel matéria-prima para

producao de etanol, xilitol, produtos de processos fermentativos.

4.2. Hidrdlise do bagaco de abacaxi

A Tabela 7 apresenta os valores da eficiéncia de extracdo de xilose,

seletividade e rendimentos em xilose, em &acido acético, em furfural e em
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fendis da hidrélise acido diluido do bagaco de abacaxi. De acordo com as
condigbes usadas na hidrolise &cido diluido do bagaco, a eficiéncia de
extracdo de xilose variou entre 24 a 65%, a seletividade de 1,721 a 3,483
(g g™1), o rendimento em xilose de 7,777 a 20,734%, o rendimento em &cido
acético entre 1,66 a 4,88%, o rendimento em furfural de zero a 1,567% e o
rendimento em fendis entre 0,828 a 8,429%. Os pontos centrais para as
respostas apresentaram uma variagcdo pequena, indicando uma boa
repetibilidade dos ensaios.

Ao comparar os valores das severidades impostas pelos efeitos da
temperatura (A), tempo (B) e concentracédo de acido (C) entre os tratamentos
(1e?2),(1e3)e(1leb)daTabela7 calculados pela equacéo de severidade
combinada (Mp) de Lloyd e Wyman (2003), verifica-se que a severidade
imposta pela temperatura foi 14 vezes maior que as severidades impostas
pelo tempo e pela concentragdo de &cido. No entanto, entre os tratamentos
(7 e 8), (6 e 8)e (4 e 8), aseveridade foi duas vezes maior (Tabela 7).

A temperatura aumenta a severidade da hidrolise mais que o tempo,
intensificando as velocidades das reacOes de despolimerizagcdo da
hemicelulose e as de formacgao de compostos inibidores, como, por exemplo,
a despolimerizacdo da lignina, as reacdes de desidratacdo da xilose a
furfural e de formacéo de acido acético, proveniente da ruptura das ligacdes
dos radicais acetila com as cadeias de xilanas (CHUM et al., 1985).

Logo, o efeito da variacdo da temperatura de 120 para 160 °C,
quando feita com os valores de tempo de hidrélise e concentracdo de acido
em seus niveis inferiores (20 min e 2%) aumentou a severidade da hidrdlise
proporcionando 0s maiores aumentos no rendimento em xilose e na
formacao de compostos inibidores (acido acético, furfural e fenais).

Lenihan et al. (2010) constataram o mesmo efeito da temperatura
sobre os rendimentos em acucares (glicose e arabinose) e formacao de
compostos inibidores (furaldeidos), durante a hidrolise de casca de batata

com acido diluido.
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Tabela 7 — Matriz de planejamento experimental (2° + 1) esférico de hidrélise acido diluido da fracdo hemicelulésica de bagaco de
abacaxi, realizada em reator de bancada e valores das respostas eficiéncia de extracdo de xilose [® (%)],
seletividade([xil)/[gli]) e rendimentos em Xilose (Yy;), em acido acético (Yuac), em furfural (Ysurura)) € €m fendis (Yiensis)

Tratamento Fatores* Dy ([xil //[gli]) Y [% (g/100 g MSB)]

X4 X, X3 A B C (%) (9/9) Xil HAC Furfural  Fenodis
1 -1 -1 -1 120 20 2,0 24 3,304 7,777 1,66 0,000 0,828
2 1 -1 -1 160 20 2,0 56 2,950 17,786 3,73 0,137 3,073
3 -1 1 -1 120 40 2,0 52 2,523 16,634 3,15 0,011 1,019
4 1 1 -1 160 40 2,0 35 3,477 11,304 2,61 0,028 4,781
5 -1 -1 1 120 20 4,0 40 3,483 12,645 2,85 0,010 1,128
6 1 -1 1 160 20 4,0 62 2,816 19,692 4,63 0,379 4,470
7 -1 1 1 120 40 4,0 55 3,396 17,707 4,36 0,434 1,717
8 1 1 1 160 40 4,0 54 2,082 17,420 4,72 1,567 7,048
9 -(3)"? 0 0 105 30 3,0 28 3,051 8,987 2,03 0,017 0,990
10 (3)"? 0 0 175 30 3,0 50 1,721 15,933 4,88 1,012 8,429
11 0 -(3)"? 0 140 13 3,0 49 3,166 15,694 3,67 0,031 1,452
12 0 (3)"? 0 140 47 3,0 62 2,937 19,949 4,85 0,207 2,508
13 0 0 -(3)"? 140 30 1,3 49 2,947 15,833 3,24 0,031 1,695
14 0 0 (3)"? 140 30 4,7 65 2,960 20,734 4,86 0,223 3,222
15 0 0 0 140 30 3,0 58 3,087 18,619 4,13 0,140 2,556
16 0 0 0 140 30 3,0 62 2,941 19,692 4,81 0,136 2,946
17 0 0 0 140 30 3,0 55 3,085 17,642 4,83 0,123 2,508

*X; = valor codificado da temperatura [A (°C)]: X; = (A - 140)/20; X, = valor codificado do tempo [B (minutos)]: X, = (B - 30)/10; e X3 = valor codificado da
concentracdo de H,SO4C (% m/m)]: X5 = (C - 3,0)/1,0; Xil — xilose mais frutose; gli — glicose; MSB — massa seca de bagaco.
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O efeito da variacdo do tempo de 20 minutos para 40 minutos
favoreceu em maior extensdo a quebra das ligacbes glicosidicas da fragédo
amorfa da celulose, resultando em maior concentracdo de glicose no
hidrolisado e a consequente reducéo da seletividade. De acordo com Tunc e
van Heiningen (2008), a velocidade de ruptura das ligacfes glicosidicas 3
(1—4) da celulose é cerca de 1.500 vezes menor do que a velocidade de
ruptura das ligacdes glicosidicas da hemicelulose. Portanto, o aumento do
tempo de hidrolise favoreceu o aumento da concentracdo de glicose no
hidrolisado, reduzindo a seletividade.

E possivel constatar na Tabela 7 que o efeito da concentracdo de
acido (C) aumentou a seletividade e formou menos compostos inibidores,
quando a variacdo do valor desse fator foi realizada com os valores dos
fatores temperatura (A) e o tempo de hidrélise (B) em seus niveis inferiores
(tratamentos 1 e 5). Quando o ajuste foi realizado com a temperatura e o
tempo de hidrélise em seus niveis superiores, houve um ganho de
rendimento em xilose e se formou nove vezes menos furfural (tratamentos 4
e 6) do que os efeitos causados pela variagdo da temperatura (tratamentos 7
e 8) e do tempo (tratamentos 6 e 8). Entdo, o aumento da concentracédo de
acido mantendo a temperatura e o tempo em niveis baixos favorece a
solubilizac&o da xilose, formando poucos compostos inibidores.

Segundo Liao et al. (2007), o aumento da concentracdo de acido
favorece a solubilizacdo da hemicelulose e o rendimento em xilose. No
entanto, a forca do &cido e os efeitos de interacdo com os fatores
temperatura e tempo devem ser considerados. Além disso, quanto maior a
concentracéo de acido usada, maior sera o consumo de alcali e a formacéo
de residuo solido, como, por exemplo, gesso (CaSQ,), que acarreta perdas
de acucares por retencdo no precipitado durante as operagfes de separacao
e problemas de deposi¢cdo (TUCKER et al., 2003).

Em relacdo ao rendimento em acido acético, os efeitos das variacbes
dos fatores temperatura, tempo e concentracdo de H,SO, ndo causaram
reducdo, indicio de que o &cido acético ndo sofreu decomposi¢cdo com o
aumento da severidade de hidrélise. Fato também constatado por Gamez et

al. (2004) na hidrolise de bagaco de cana-de-acucar.

60



Quanto ao rendimento em fendis, observar-se na Tabela 7 que o
efeito da temperatura foi o que mais contribuiu com a despolimerizagcédo da
lignina, ao comparar os tratamentos 10, 12 e 14. Entretanto, ndo houve
diferenca nos valores de rendimento ao comparar o efeito da variagdo da
temperatura entre os tratamentos 1 e 2 com o0s tratamentos 7 e 8. Apesar de
a severidade entre os tratamentos 7 e 8 ter sido quatro vezes maior que
entre os tratamentos 1 e 2, provavelmente ocorreu uma limitacdo na
formacdo de fendis proporcionada pelo aumento da acidez. Ocorréncia
também verificada por Mussato e Roberto (2005) e Silverstein et al. (2007),
durante a hidrélise com acido diluido de residuo lignocelulésico de cervejaria
(BSG) e talos de algodao, respectivamente.

De acordo com Allen, Cousin e Pierce (1980) e Fengel e Wegener
(1989), na hidrolise com &acido diluido de materiais lignocelulésicos, a
solubilidade da lignina se reduz com o aumento da concentragdo de acido e
do tempo de hidrdlise. As reacdes de condensacdo das unidades fendlicas
oriundas da lignina despolimerizada passam a prevalecer sobre as de
decomposicao da fracdo polimérica, formando estruturas recalcitrantes com
o residuo solido remanescente.

Portanto, aumentando a concentracdo de acido ou o tempo de
reacao, ou entdo, o efeito combinado desses dois fatores, reduz-se o teor de
fenadis no hidrolisado.

Avaliando os efeitos dos fatores temperatura, tempo de hidrdlise e
concentracdo de acido em torno do ponto central (140 °C, 30 min e 3% de
acido) na Tabela 7, observa-se que o rendimento maior em xilose (Yiose =
20,734) foi obtido no tratamento com maior concentracéo de acido (4,7 % de
H,SO,), ou seja, o tratamento 14 (Tabela 7). Observa-se também que o
tratamento de temperatura maior (175°C), ou seja, o tratamento 10
favoreceu mais a formacéo de compostos toxicos (furfural: Ysysura = 1,012 €
fendis: Yiensis = 8,429), que o rendimento em xilose (Yxiose = 15,933). No
entanto, o rendimento em &cido acético manteve-se constante nos dois
tratamentos.

Segundo Neureiter et al. (2002), a concentracdo de acido na hidrélise
acido diluido favorece o rendimento em acucares, enquanto a temperatura

favorece a degradacao de agucares.
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Portanto, o efeito da temperatura favoreceu mais a formacédo de
compostos toxicos, ou seja, os produtos de degradacdo de xilose e de
lignina. Enquanto o efeito do acido favoreceu mais a despolimerizacdo da
xilose do que a formacao de produtos de degradacéo de acucares.

Os valores dos parametros seletividade e rendimento em xilose (Yxi)
da hidrdlise acido diluido do bagaco de abacaxi (Tabela 7) sdo comparados
com os valores de outros materiais lignocelulésicos registrados na literatura,
conforme mostra a Tabela 8.

Os limites dos valores da seletividade e do rendimento em xilose
obtidos no presente trabalho estdo compreendidos entre os valores dos
limites de talos de algodao e da palha de arroz (AKPINAR et al., 2010; HSU
et al., 2010). Entretanto, inferiores aos valores dos limites do residuo de
cervejaria (BSG) (MUSSATO; ROBERTO, 2005).

Estas diferengas nos valores dos parametros de hidrdlise acido diluido
dos diversos materiais lignocelulésicos com os valores do bagaco de
abacaxi apresentados na Tabela 8 mostram que cada biomassa possui um
perfil de despolimerizacdo dos componentes de suas fracdes celulosica e
hemicelulésica. Quanto maior a organizacdo estrutural proporcionada pelo
maior numero de ligacOes covalentes e por pontes de hidrogénio entre os
componentes da fibra, mais recalcitrante € o material ao ataque hidrolitico
(CHUM et al., 1985).

De acordo com Carrasco, Rivieres e Roy (1992) as diferencas
existentes na hidrolise acido diluido da fracdo hemicelulésica de materiais
lignoceluldsicos distintos se devem a fatores intrinsecos, como, por exemplo,
constituintes quimicos, massa molecular e localizacdo da hemicelulose na
fibra, além da alta concentracdo de grupos acetila que durante a hidrolise
sao liberados e intensificam a catalise. Os pesquisadores destacam também
que efeitos de difusdo dos prétons H* dependem do tamanho das particulas
e da relacdo volume de solucéo acida para sélidos, além da contribuicdo dos
fatores ndo controlaveis, como, por exemplo, as taxas de transferéncia de
calor durante o pré-aquecimento, a formacdo de sedimentos solidos
oriundos dos produtos de condensacéao do furfural ou dos fendis.

Assim sendo cada material lignocelulosico apresenta uma natureza de

degradacdo de sua fragdo hemicelulésica, necessitando de uma avaliagéo
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Tabela 8 — Comparacédo dos parametros seletividade ([xilose]/[glicose]) e rendimento em xilose (Yyi) de hidrélise acido diluido de
bagaco de abacaxi com os de outros materiais lignocelulosicos

Condicdes de Hidrélise
[xill/[gli]

Material Reator Tempo ( .1) Yy (%) Referéncia
o 1 99
T (°C) (min) mg H,SO,g~ MS

Bagago de abacaxi ggi't”a‘ggode ago s/ 120 - 140 20 - 40 200 - 400 17-35 8-21"  Presente trabalho
Talos de algodo ggi't”a‘lrgode aco s/ 100 - 140 15 - 45 200 - 600 12-22 05-10 Akpinar et al. (2010)
Restos de milho (DDGS) Parr 110- 130 30-90 130 - 260 14 -32 Xu e Hanna (2010)
Palha de arroz Parr 160 - 190 1-10 50 - 100 1-5,6 9-14 Hsu et al. (2010)
Bagago de cana Cilindrode agos/ 115 5_ 1575 5-35 0 - 200 10-13  Canilha et al. (2008)

agitacdo
Restos de eucalipto Cilindro de aco ¢/ 150 - 170 20 10 - 60 0,4—12,2 Canettieri et al. (2007 a)

agitacdo
Restos do coco da palma  Erlenmeyer 100 -130 30-90 160 - 480 0,6 - 37,6 4-31 Rahman et al. (2007)
Residuo de cervejaria Cilindro de aco s/ 120 17-37 100 - 140 12-25  28-30  Mussato e Roberto (2005)
(BSG) agitacéo

* 06 = [g/100 g MS]; MS = massa seca de residuo lignocelulésico; # rendimento em xilose mais frutose; xil = xilose; e gli = glicose.
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prévia quanto as influéncias dos fatores temperatura, tempo e concentracao
de &acido, sobre os parédmetros da hidrolise &cida, como, por exemplo,

seletividade e rendimentos em agucares.

4.2.1. Determinacgéo das condi¢fes de hidrdlise 4cid o diluido do bagago
de abacaxi (BA)

Os valores das respostas seletividade ([xilose]/[glicose]), rendimento
em xilose (Yxi), em &cido acético (Yuac), em furfural (Yrumua) € €m fenois
(Ytensis) apresentados na Tabela 7 foram ajustados a equacdes polinomiais
de segunda ordem, conforme descrito em materiais e métodos no item 3.2.1,

resultando nas equacdes reparametrizadas descritas na Tabela 9.

Tabela 9 — Equagdes normais de regressdo das respostas rendimento em
xilose, em acido acético, em furfural, em fendis e de seletividade
da hidrdlise acido diluido de bagaco de abacaxi

Equacéo de Regresséo R ?2 (%) CV (%)

[Xilose]* 91,3 5,73

Yxil =-164,29 + 1,98 A +2,07 B + 1,68 C-1,42 10° AB - 5,3 10° A

[Acido acético]* 82,9 9,69

YHAc =-30,65+0,35A+0,38B™ +0,59C-2,510° AB - 9 10 A

[Furfural]* 84,9 7,57

Yiurfural = 9.64-0,11 A-5,1110°B-1,64 C +8,410° AC + 2,14 10° BC + 310* A

[Fendis]* 97,5 10,26

Yienois = 38,43-054 A-0,26B-1,82C +2,210° AB +1,67 10°AC +1,910° A’

Seletividade ([xil/gli])* 68,2 9,94

Yixil/gii] =-11,12+0,17 A+223C™-1,6110%AC-510" A

* Efeitos significativos pelo teste t de Student (p < 0,05); A = temperatura (°C); e B = tempo
(minutos).

C = concentracdo de H,SO,4 (% m/m); e ns = efeito ndo significativo pelo teste t de Student
(p > 0,05).
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As condi¢cdes para obtencdo do maximo rendimento em xilose
considerando a equagaoyy; (Tabela 9) foi de 124,26 °C, 47,32 min e 4,73%

de acido, resultando num rendimento maximo em xilose de 23,41 %.
As condi¢cbes de hidrdlise para minimizarem a formacdo de
compostos inibidores (a4cido acético e fendis), considerando as equacdes

Yhac © Yiensis (Tabela 9) foram de 105 °C, 12,7 min e 1,27% de acido, e de

131,3°C, 12,7 min e 1,27% de &cido, respectivamente.

Para maximizar a seletividade as condi¢cées foram de 1054 °C, e
4,7% de acido, resultando num valor da resposta de 4 g g™.

Observa-se na Tabela 9 que a equacdo da resposta rendimento em

xilose (yy; ) possui todos os termos lineares dos fatores A, B e C e os termos

de interacéo AB e A? significativos para a igual a 5%, além de um coeficiente
de determinacdo R? que explica 91,3% das variagdes dos dados
experimentais e um baixo coeficiente de variagdo (CV = 5,73%). A analise
de variancia da regressao apresentada na Tabela A.1 do Apéndice A mostra
que a regressao foi significativa e que nédo houve falta de ajuste.

A Figura 16 (l) apresenta a superficie de resposta do efeito do tempo
(B) e da concentracdo de acido (C), ao manter a temperatura (A) igual a
140 °C, sobre o rendimento em xilose. Rendimentos maiores que 20%
[0/100 MSB] podem ser obtidos quando B e C assumiram valores maiores
que 40 minutos e 4% de acido.

A Figura 16 (Il) mostra a existéncia de uma regido de maximo
rendimento em xilose, em torno de 140 °C. Acima ou abaixo dessa
temperatura o valor da resposta diminuiu, ou seja, um ponto de inflexao.
Nota-se também que, mantendo A constante e variando C de 2 para 4%,
ocorreu aumento de rendimento.

Verifica-se na Figura 16 (lll) que altas temperaturas e curtos tempos
de hidrélise favoreceram o rendimento em xilose mais que temperaturas
baixas e longos tempos, ou longos tempos e temperaturas altas.

Dessa forma, o efeito de interacéo entre altas concentracdes de acido
(C) e alto tempo (B) favorece mais o rendimento em xilose (> 21%) que o
efeito de interacdo entre temperatura versus concentracédo de acido (AC) ou

temperatura versus tempo (AB), porque o efeito do acido favorece mais a
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Figura 16 — Superficies de resposta do rendimento em xilose. (I) A versus B
e C igual a 140 °C; (II) A versus C e B igual a 30 min; (lll) B
versus A e C igual a 3% (m/m).
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solubilizagéo da xilose existente na hemicelulose que a sua desidratacdo a
furfural. J& as temperaturas altas favorecem mais a desidratacao da xilose a
furfural, uma vez que a energia de ativacdo necessaria para converter a
xilose existente na fase liquida € menor que a energia de ativacao
necessaria para romper as ligagbes glicosidicas entre as unidades
monoméricas de xilose que compdem a hemicelulose. Além da crescente
resisténcia a transferéncia de massa com o andamento da reacao, entre o
catalisador (HsO") na fase liquida e o substrato, impregnado na fibra do
bagaco de abacaxi.

Resultados semelhantes quanto ao efeito favoravel da concentracao
de acido e do tempo de hidrolise sobre o rendimento em xilose foram
constatados por Akpinar et al. (2010) e por Xu e Hanna (2010).

A equacgdo de regressdo do rendimento em &acido acético (Ypac)

possui os termos lineares dos fatores A e C, e os de interacdo AB e A?
significativos para a igual a 5%, porém, o termo linear do fator B foi ndo
significativo. Quanto a qualidade da regressao, o coeficiente de determina-
cdo R? explica 82,9% das variacdes dos dados experimentais e o valor do
coeficiente de variacéo foi de 9,69% (Tabela 9).

A andlise de variancia apresentada na Tabela 2A, do Apéndice A
mostra que a regressdo dos dados experimentais foi significativa e que nao
houve falta de ajuste.

As superficies de resposta da Figura 17 mostram que os efeitos dos
fatores temperatura (A) e concentracdo de acido (C) favoreceram mais o
rendimento em acido acético do que o fator tempo (B).

De acordo com a Figura 17 (l), o rendimento em &cido acético
aumenta de forma linear quando o fator A foi fixado em 140 °C, e os fatores
B e C assumiram os valores entre 20 a 40 minutos e entre 2 a 4%, enquanto
o rendimento minimo foi obtido quando B e C assumiram os valores de seus
limites inferiores (20 minutos e 2%).

Variando A entre 120 a 140 °C e C entre 2 a 4%, houve um aumento
de rendimento, no entanto, acima de 140 °C ocorreu uma reducéo leve no

valor da resposta, conforme a Figura 17 (lI).
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Conforme a Figura 17 (lll), valores de A e B elevados reduziram o
rendimento em acido acético. Enquanto valores altos de A e reduzidos de B
favoreceram a producéo do acido acético.

A discreta reducdo no rendimento em acido acético (yyac ) mostrada

na Figura 17 (II) acima de 140 °C foi devida a sua evaporacdo, uma vez que
seu ponto de ebulicdo € de 118 °C (MORRISON; BOYD, 1993).

A equacdo empirica da resposta rendimento em furfural (Ysyrfural)

possui todos os termos lineares dos fatores e os de interacdo AC, AB e A®
significativos para a igual a 5% (Tabela 9). Apesar de apresentar um
coeficiente de determinacdo que explica 84,9% das variacdes dos dados
experimentais e um coeficiente de variagdo pequeno (CV = 7,57%), a
analise de variancia apresentada na Tabela A.3 do Apéndice A mostrou que
a signifi-cancia da regressao foi baixa e que houve uma evidente falta de
ajuste (Fcac>> Frp), sendo inadequada para representar os dados.

O ajuste dos dados da resposta fendis resultou em uma equacéo que
tem todos os termos lineares dos fatores e os de interacdo AB, AC e A?
significativos para a igual a 5% (Tabela 9), além da equacao (Yiensis) €xplicar
97,5% da variagdo dos dados experimentais seu coeficiente de variagao foi
de 10,26%. A analise de variancia apresentada na Tabela A.4 do Apéndice A
mostrou que a regressao foi significativa e que nao houve falta de ajuste.

As superficies de resposta da Figura 18 mostram os efeitos dos
fatores sobre o rendimento em fenais.

De acordo com a Figura 18 (I), a formacdo de fendis aumentou de
forma linear até atingir valor maximo de 4% na regido em torno de 40
minutos e 4% de acido, e valor minimo na regiao préximo de 20 minutos e
2% de acido. A interacdo dos fatores AC [Figura 18 (Il)] ou AB [Figura 18
(1IN] proporcionou rendimentos maiores em fendis que a interacdo BC
[Figura 18 (I)].
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Figura 18 — Superficies de resposta do rendimento em fendis. (I) — A versus
B e C igual a 140 °C; (Il) — A versus C e B igual a 30 min; (lll) -
B versus A e Cigual a 3 % (m/m).
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A equacéo de regresséo da seletividade (V[xilose] [glicose]) MOstrada

na Tabela 9 tem o termo linear do fator A e os de interagdo AC e A?
significativos para a igual a 5%; o termo linear do fator C foi néo significativo.
O coeficiente de determinacao desta equacéo explica 68,2% da variacao dos
dados e o valor do coeficiente de variagdo foi de 9,94%. A analise de
variancia apresentada na Tabela A.5 do Apéndice A mostra que a regressao
foi significativa e que ndo houve falta de ajuste.

A superficie de resposta apresentada na Figura 19 mostra que a
seletividade ([xilose]/[glicose]) foi favorecida em temperaturas (A) baixas e

concentragdes de &cido (C) elevadas.

[=il / glil/ (a/ 9}

Figura 19 — Superficie de resposta da seletividade ([xilose]/[glicose]), com
tempo de hidrdlise igual a 20 minutos.

As condic¢des iniciais de operacao do reator-piloto foram determinadas
por método grafico, através da sobreposicdo das curvas de contorno das
equacdes das respostas rendimento em xilose, em fendis e a seletividade,
usando como critério de restricdo um rendimento minimo em xilose de 15%,
maximo em fendis de 1,5% e seletividade minima de 3 (g/g), fixando o tempo
de hidrélise em 20 minutos.

A Figura 20 mostra a regido que satisfaz as condi¢cdes de restricao
impostas (Yxi = 15 %, Yeensis < 1,5% e seletividade = 3 g g*) e destaca o
ponto correspondente a 140 °C, 2% de &cido, como um dos pontos que foi

adotado como parametro operacional de partida do reator-piloto.
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Figura 20 — Regido otimizada pela superposicdo das curvas de contornos
das respostas rendimento em xilose (Yxi), em fendis (Yrencis) € da
seletividade ([xilose]/[glicose]), fixado o valor de B em 20 minutos.

A validagao da equacgédo que descreve o rendimento em xilose (Y,; ) €

a confirmacao da correta prelecdo da condi¢cao operacional inicial do reator-
piloto foi feita pela execucdo de alguns experimentos no proprio
equipamento. A Tabela 10 apresenta os valores do rendimento em xilose,
predito, experimental e o erro. Observa-se que o erro relativo foi alto no
ensaio a 120 °C, 30 min e 2% de acido, em relacao aos outros ensaios.

Tabela 10 — Valores de rendimento em xilose preditos pela equacao
empirica e erros, obtidos por hidrélise &cida diluida de bagaco
de abacaxi em reator-piloto, munido de sistema de agitacdo e
usando uma relacao solidos para liquido de 1:10

Fator* Y yu [% (g/100 g MSB)] Erro *

A B C Experimental Predito Ajuste elativo (%)
120 30 2 17,39 11,83 5,56 31,98
140 20 2 15,14 14,55 0,59 3,91
160 30 2 14,78 14,75 0,03 0,22

* A — temperatura (°C); B — tempo de reacdo (minutos); C — Concentracdo de H,SO, [%
(m/m)j; *Erro de ajuste (Yexp. — Ypredito); Erro relativo = [(Yexp. = Ypredito)/Y exp] X 100; MSB —
massa seca de bagaco.
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Conforme a Tabela 10, o erro relativo da hidrolise feita a 120 °C no
reator-piloto foi cerca de 10 vezes maior que o erro obtido quando a hidrdlise
foi feita a 140 °C, e cerca de 100 vezes maior em relacdo a hidrolise
realizada a 160 °C. Esta discrepancia elevada provavelmente foi devido a
exis-téncia de homogeneizag&o no reator-piloto.

De acordo com Pessoa Jr. e Mancilha e Sato (1997), a existéncia de
sistema de agitacdo em reator de hidrolise evita a degradacéo de xilose e
glicose, uma vez que a homogeneizacgao evita a formacao de regides de alta
acidez, formada pela falta ou deficiéncia dessa operacao unitéria.

Embora o teor de xilose seja superestimado pela interferéncia da
frutose, devido ao método analitico adotado (item 3.5.5 de “Analises fisico-
quimicas”) ndo separar a frutose da xilose, o hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de abacaxi obtido sob as condi¢cdes de hidrélise de 140 °C, 20
minutos e 2% de H,SO,4 em reator-piloto € um substrato em potencial para

processos fermentativos, como por exemplo, producédo de etanol e xilitol.

4.2.2. Obtengdo, concentracdo e caracterizacdo fisi co-quimica do
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi (HH BA)

O processo de hidrolise da fracdo hemicelulésica do bagaco de
abacaxi foi realizado em cinco bateladas em reator-piloto, seguindo as
condigbes pré-estabelecidas no item 4.2.1. Cada batelada foi realizada
seguindo o procedimento descrito em “Material e métodos”, item 3.2.2,
resultando em 260 L de hidrolisado depois de filtrado.

A Tabela 11 apresenta a composicao fisico-quimica do HHBA bruto e
concentrado quatro vezes em relacdo a sua concentracao inicial de xilose.

Conforme mostra a Tabela 11, a existéncia de glicerol no HHBAC foi
porque se acrescentou antiespumante a base desse alcool durante a
operacédo de evaporacao para se evitar o arraste de hidrolisado na tubulacéo

de vapores do evaporador.
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Tabela 11 — Composicéo do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de abacaxi
(HHBA) bruto e concentrado (HHBAC) quatro vezes

Concentracdo (gL ™)

Componente

HHBA HHBAC
Glicose 4,828 £ 0,216 17,365 + 0,505
Xilose' 15,1195 + 0,028 62,835 + 0,435
Arabinose 2,977 +£0,018 11,481 + 0,369
Acido acético 1,995 +0,133 3,51+0,06
Glicerol 3,165 £ 0,195
Furfural 0,1113 + 00,0079
Hidroximetilfurfural 0,5385 + 0,0267 ---
Compostos fendlicos 3,7933 +0,1844 2,412 + 0,001
pH* 0,92 + 0,04 0,47 0,04

1,0 0,5

Brix 6,0 21,25
ART 138,94 + 0,45
Densidade (20 °C) (g Cm'3) 1,02768 £+ 0,00021 ---
Condutividade (mS cm™) 74,42

T([xilose]+[frutose]); e T determinado em phmétro e papel indicador.

O hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi apresenta uma
alta concentracao de xilose e de frutose expressa como xilose (Tabela 11),
devido ao bagaco ser oriundo da extracdo de suco da fruta e nao ter sofrido
posterior lavagem para eliminacdo do excedente desses carboidratos, que
foram solubilizados por infusdo durante a hidrélise. Fato similar ocorreu com
Silva (2006), ao usar baga¢co de cana-de-agucar proveniente de moagem
artesanal como matéria-prima para obtencéo de hidrolisado hemiceluldsico.

A presenca de frutose no hidrolisado dificultou quantificar com
precisdo a concentracdo de xilose, porque o método analitico usavacoluna
cromatografica (HPX-87 H), que ndo separa a cetose (frutose) da aldose
(xilose), por terem tempos de retencdo similares, resultando em
sobreposicao de sinal no detector e como consequéncia, picos sobrepostos.
Tentativa infrutifera foi feita com kit enzimatico (Sigma FA-20) para
determinacdo de frutose, devido a interferéncia de outros acucares, como,
por exemplo, glicose em altas concentracdes.

As concentracdes reais de frutose e xilose existentes no hidrolisado

podem ser estimadas considerando que toda a frutose existente inicialmente

74



no bagaco (Tabela 5) foi solubilizada por infusdo durante a hidrélise e nao
desidratou a hidroximetilfurfural, resultando numa concentragédo em cerca de
4 gLt para frutose, fazendo a diferenca com a concentracdo de xilose
(frutose mais xilose) apresentada na Tabela 11, logo a concentracao real de
xilose no hidrolisado seria de 11 g L™. Entéo, a concentracdo estimada de
xilose no hidrolisado seria de 11 g L™ e a de frutose de 4 g L™.

Comparando os teores de acgucares no hidrolisado antes e depois do
processo de concentracdo (Tabela 11), observa-se que 0 aumento nos
valores foi proporcional ao fator de concentracao (FC = 4) e que a relagao da
xilose para glicose se manteve constante (em cerca de 3). Logo, ndo houve
degradacéo de acucares durante a evaporacao.

Considerando as estimativas das concentracdes reais de xilose e de
frutose feitas para o hidrolisado no penultimo paragrafo, € possivel aplicar a
mesma logica de raciocinio ao hidrolisado concentrado. Logo, o teor de
xilose no hidrolisado concentrado seria de cerca de 40 g L™ e o de hexoses
(glicose mais frutose) de cerca de 30 g L™, resultando numa relacéo xilose
para hexoses de 1,3 g g*. Relacdo compativel com a encontrada por
Schirmer-Michel et al. (2008) na concentracéo de hidrolisado hemiceluldsico
de casca de grdos de soja por um fator de quatro vezes, que foi de 1,6 g g*
e bastante inferior as obtidas por Mussato e Roberto (2005) na concentracéo
de hidrolisado hemiceluldsico de residuo lignoceluldsico de cervejaria (BSG)
14 g g*, e a obtida por Rodrigues et al. (1998) na concentracdo de
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agtcar, que foi de 18 g g™

O alto teor de hexoses no hidrolisado hemicelulosico de bagaco de
abacaxi concentrado provavelmente proporciona uma alta formacdo de
biomassa e de etanol, em detrimento da produtividade volumétrica de xilitol
por fermentagao.

A presenca de hexoses em meios de fermentacdo sintéticos ou a
base de hidrolisados hemiceluldsicos reprime, inicialmente, o consumo de
xilose, reduzindo a produtividade e o rendimento em xilitol, no entanto os
resultados registrados s&@o conflitantes (NIGAM; SINGH, 1995; PARAJO;
DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998b; SILVA; FELIPE; MANCILHA, 1998;
WINKELHAUSEN; KUZMANOZA; 1998; FELIPE, 2004).
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4.2.3. Determinacéo das condicbes de destoxificagao do hidrolisado

hemicelulésico concentrado

O processo de destoxificacao foi avaliado usando agente alcalinizante
e carvao ativado.

A Figura 21 mostra as curvas de titulagdo de amostras de hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de abacaxi concentrado, usando como agentes
titulantes os alcalis CaO, Ca(OH), e cinza de eucalipto.Observa-se um
pequeno consumo dos alcalis CaO e Ca(OH), na regidao compreendida entre
os valores de pH (4 a 10). Na titulagdo com cinza, o consumo foi alto com
rapida saturacdo da solucdo em torno de pH 7,0 e intensa formacao de

espuma (Figura B.1 no Apéndice B).
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Figura 21 — Curvas de titulacdo de hidrolisado hemicelulosico de bagaco de
abacaxi concentrado. Titulantes: CaO (4), Ca(OH),(O) e cinza

(X).

O consumo dos alcalis CaO, Ca(OH), e de cinza de eucalipto para se
ajustar o pH de HHBAC a um mesmo valor seguiu a seguinte ordem: Cinza
> Ca(OH),> CaO, conforme apresentado na Figura 21.

Logo, o CaO foi escolhido como agente alcalinizante para dar
prosseguimento a destoxificacdo do hidrolisado.

No intervalo de pH compreendido entre 2 a 10, o consumo de CaO foi

menor que o de Ca(OH),, devido ser mais soluvel, todavia foi minimo em
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comparacao ao da cinza. O ajuste de pH a valores acima de 10 acarreta
maior consumo de alcali, como, por exemplo, para ajustar o pH do
hidrolisado para 12, o consumo de CaO foi de cerca de 9,0 g, enquanto para
ajustar para 10 foi em torno de 4 g.

O aumento no consumo de é&lcali tem implicacbes de ordem
econdmica, principalmente em escala industrial, uma vez que aumenta o
consumo de &cido e a geracdo de gesso, além de acentuar as perdas de
acucar por degradacao e por retencédo no precipitado (CaSQO,).

Desta forma, na fase de otimizacdo da destoxificagdo por
alcalinizagéo, devem ser confrontadas as implica¢des técnicas e econdmicas
ao se adotar alcalinizacdo em pH com valor elevado.

A rapida saturacdo e a intensa formacdo de espuma nas amostras
tituladas com cinza a pH acima de 7 foram causadas pelo baixo teor de
oxidos de metais alcalinos na cinza e ao forte desprendimento de gases,

como, por exemplo, CO, e SO, provenientes das reagdes entre os
componentes da cinza com os fons livres (HzO*, HSO; e S0;2) do

hidrolisado (Figura B.1 do Apéndice B).

De acordo com Holmberg e Claesson (2001) e Borlini et al. (2005), a
cinza da queima de eucalipto possui em sua composicdo uma gama de
oxidos dos metais alcalinos e de outros grupos, como por exemplo, CaO
(30 %), SiO, (17%), K20 (7%), MgO (7%), Al,O3 (3%), P05 (4%).

Logo, a cinza de madeira de eucalipto € um potencial agente
alcalinizante para o tratamento de hidrolisados hemiceluldsico por neutral-
zacao (pH<7).

As concentracdes de agucares, acido acético, fendis, ART e produtos
de fermentacdo, em amostras de hidrolisado destoxificadas com CaO,
seguindo planejamento experimental (material e métodos, item 3.3.1),
fermentadas por Debaryomyces hansenii UFV-170 sdo mostradas na Tabela
12. Observa-se que em todos os tratamentos nao houve diferencas
significativas pelo teste t de Student, a 5% de significancia, na remocgéao de
compostos téxicos (acido acético e fendis) e na formacao de massa celular,

produto de fermentacéo, em relagéo a testemunha.
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Tabela 12 — Concentragdo de agucares monomeéricos, xilitol e de massa celular seca ([MCS]), provenientes da destoxificagdo com
CaO e da fermentacdo de amostras de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi concentrado, seguindo
planejamento experimental completo (22 + 1) tipo estrela com trés repeticdes de ponto central

Concentracdo (g L ™)

Fator
Tratamento HCD HCD - Fermentado (120 horas)
pH Tr Gli Xil Ara  HAC® Fenois®  ART ART  Gli Xil Ara  HAc® Xilitol® [MCSJ
1 7,0 30 2081 6453 1222 3,23 2,27 138,54 59,32 0,00 22,32 1145 341 14,80 5,44
2 100 30 20,70 62,85 1203 3,15 2,23 13354 5305 0,00 26,64 11,04 324 1756 5,58
3 7,0 90 21,34 6444 1241 3,03 2,26 138,84 46,27 0,00 29,13 10,77 3,92 16,65 5,25
4 100 90 21,38 64,83 1257 343 2,32 139,00 44,70 0,00 27,78 996 367 16,02 5,75
5 8,5 60 19,16 5863 12,75 3,68 2,27 137,43 49,92 0,00 2826 10,54 345 1592 5,19
6 8,5 60 19,34 59,25 12,63 3,95 2,29 129,52 48,10 0,00 2887 1211 386 1516 5,83
7 8,5 60 18,79 59,12 12,70 3,33 2,33 128,62 49,49 0,00 29,81 11,30 353 16,55 5,26
8 6,4 60 22,33 64,60 12,97 3,23 2,33 141,86 44,80 0,00 2400 11,25 366 16,65 5,67
9 106 60 20,90 61,02 1278 3,18 2,25 139,30 47,90 0,00 29,28 10,65 3,65 16,68 5,79
10 8,5 18 21,13 6453 1243 3,63 2,23 138,29 52,89 0,00 2403 11,73 353 1365 5,47
11 85 102 1995 5882 1215 3,03 2,23 13351 5558 0,00 2838 12,73 388 1553 5,55
"""""" testemunha’ 2136 6532 1274 354 231 14543 67,36 697 3806 1265 330 1110 57

Tr = tempo de reagdo em minutos; T = pH do hidrolisado ajustado para 6,0; Gli = glicose; Xil = xilose mais frutose; Ara = arabinose; HAc = acido acético;
HCD = hidrolisado concentrado e destoxificado; e a, b, ¢, e = concentracbes estatisticamente ndo diferentes da testemunha, segundo teste t de Student, a
5% de significancia.
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A Tabela 13 mostra a estimativa dos efeitos, erros padréo, valor det e
niveis de significAncia para a fermentagéo e producgéo de xilitol nas amostras
destoxificadas, seguindo planejamento experimental descrito em material e
meétodos, item 3.3.1. Observa-se que os fatores pH e tempo de reacéo (Tg)
ndo apresentaram efeitos significativos ao nivel de 95% de confiangca na
faixa de valores estudados.

Tabela 13 — Estimativas dos efeitos, erro padréo, teste t de Student e niveis
de significancia da producéo de xilitol na fermentacao de hidro-
lisado destoxificado seguindo planejamento completo (22 + 1)
com seis pontos estrela e trés repeticdes de ponto central

Fatores e Interacdes Estimativa Erro-Padréo t p-valor
Média 15,8767 0,4470 35,519 0,000
pH 0,2716 0,2737 0,992 0,367™
Tr 0,3711 0,2737 1,356 0,233™
pH x pH 0,5517 0,3258 1,693 0,151™
TrX Tr -0,4858 0,3258 -1,491 0,196™
pH x Tg -0,8475 0,3871 -2,189 0,080™

ns = ndo significativo (p > 0,05), a 95% de confianca.

As variacdes dos fatores pH e tempo de reacdo (Tr) do processo de
destoxificacdo por alcalinizacdo do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de
abacaxi concentrado ndo provocaram efeitos significativos para melhorar as
respostas analisadas (Tabela 12), porém foram eficientes na elevacédo do
pH, tornando o hidrolisado fermentescivel.

A destoxificagcdo por método de alcalinizacdo elevando o pH do
hidrolisado a valores altos (9 a 12) acarreta modificagbes quimicas nos
inibidores a compostos pouco téxicos ou atdxicos, precipitacdo de ions
metalicos, porém acentua as perdas de acucares por degradacéo, como, por
exemplo, formagédo de acido lactico, além de o gesso remanescente da
reacidificacdo do hidrolisado proporcionar problemas nos equipamentos e
interferéncias no monitoramento do processo fermentativo (BRUIJN;
KIEBOOM; VAN BEKKUM, 1986; MOHAGHEGHI; RUTH; SHELL, 2006;
HODGE et al., 2009).
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Assim sendo, a alcalinizagéo do hidrolisado, elevando o pH para 6,4
com CaO e homogeneizando durante 60 minutos (tratamento 8 da Tabela 12),
foi selecionada como o tratamento padréo para tornar o hidrolisado hemice-
lulésico de bagaco de abacaxi concentrado fermentescivel.

O tratamento por alcalinizagédo ou neutralizagdo com CaO ou Ca(OH),
€ um método quimico de destoxificagcdo eficiente na remocéo dos furaldei-
dos e metais (MARTINEZ et al., 2000; RANATUNGA et al., 2000), enquanto
o tratamento por adsor¢cdo com carvao ativado € um meétodo fisico eficiente
na remocdo dos fendis e boa parte dos &cidos organicos (BUHNER;
AGBLEVOR, 2004). Logo, a combinacao destes dois tratamentos resulta em
uma melhor remo¢ao dos compostos inibidores de hidrolisados (HODGE et
al., 2009).

A Figura 22 apresenta o resultado do tratamento combinado de
neutralizagdo e adsorcdo com carvao (2 a 5% m/v) de amostras de
hidrolisado hemicelulésico concentrado. O tratamento usando 5% de carvao
foi mais eficiente na remocao dos compostos fendlicos (60 %) e acarretou

pouca perda de agucares redutores totais (10%).
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Figura 22 — Teores de compostos fendlicos (X) e de ART (J) em amostras
de hidrolisado concentrado neutralizadas e tratadas com carvao

ativado.
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A Figura 23 apresenta 0 aspecto visual de amostras de hidrolisado
concentrado tratadas por método combinado de neutralizacdo com
adsorcdo, usando CaO ou cinza e carvao ativado como adsorvente.
Observa-se que a coloracdo das amostras tratadas com CaO ou cinza
ficaram mais escuras [Figura 23 (1)] do que o branco (HHBAC), porém nédo
diferem entre si. Quando tratadas com carvao ativado a 60 °C a clarificagéo
foi maior [Figuras 23(2), (3) e (4)].

A Figura 23 mostra que a adsorcéo feita a 60 °C melhora a clarificacao
do hidrolisado.

Hodge et al. (2009) empregaram o mesmo método e obtiveram uma
remocado dos compostos fendlicos compreendida entre 86 a 98 % em
hidrolisado hemicelulésico de madeira. Mussato e Roberto (2001) obtiveram
remogOes menores, em cerca de 30% na destoxificagdo de hidrolisado
hemiceluldsico de palha de arroz, provavelmente devido a temperatura de
adsorcao (30 °C).

Entdo, o tratamento combinado de alcalinizagcdo com CaO (pH = 6,4;
200 rpm/1h a 30 °C), seguido por ajuste do pH ao de fermentacao (5,5 ou
6,0) com HzPO, concentrado e adsor¢cdo com carvao ativado (5% mlv,
200 rpm, 60 °C por 1 h) foi selecionado como método padrdao de destoxifi-

cacao do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de abacaxi concentrado.
4.3. Fermentacao do hidrolisado hemicelulésico de b~ agaco de abacaxi

Os ensaios de fermentacao foram realizados em meiossemidefinido e
complexo, contendo xilose, glicose ou uma mistura deles, além de

hidrolisado hemicelulosico de bagaco de abacaxi concentrado (HHBAC).

4.3.1. Crescimento e parametros fermentativos de Debaryomyces
hansenii UFV-170 em meios semidefinido e complexo

A Figura 24 apresenta a curva (Figura 24 A) e a variacdo da
velocidade especifica de crescimento () (Figura 24 B), ao longo de 30 h de
cultivo de D. hansenii UFV-170 em meio semidefinido, usando xilose (20 g L™)
como fonte de carbono, formulado conforme descrito no item 3.4 de “Material

e métodos”.
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Figura 23 — Aspecto visual de amostras de hidrolisado hemicelulésico
concentrado tratadas: 1. Neutralizacdo (pH = 6,4) com CaO ou
cinza; 2, 3 e 4. Neutralizacdo (pH = 6,4) com CaO ou cinza antes
e apoOs adsorcdo com carvao ativado (5% m/v) a 30 °C (ADS -
frio) ou a 60 °C (ADS — quente).

82



1,25 0,06 -

A B
a1l
0,05 -
1,00 |
/1
} 0,04 -]
0,75 / ]
-
o /
<] < 0,03
) 1 £
) N E
£ 0,50+ A
0,02
0,25-
/L 0,01
/ |
oloo T T T T T T T T T T 1 0,00—
0 3 6 9 121518 21 24 27 30 33 0 3 6 9 12151821 24 27 30 33
tempo/ (h) tempo/ (h)

Figura 24 — Crescimento (A) e variacdo da velocidade de crescimento (B) de
Debaryomyces hansenii UFV-170 (Xo = 0,6 g L) em meio
semidefinido (KH,PO,4 6,8 g L™; K;HPO, 3,4 g L™ (NH4)»S04 1,0
g L™ MgSO0, 7H,0 1,1 g L™ extrato de levedura 5 g L™ xilose
20 g L™), durante 30 horas de cultivo em frascos agitados (pH =
6,0; 30 °C e 200 rpm).

A velocidade especifica de crescimento foi de 0,04 h™* até 27 h,
guando se iniciou a fase de desaceleracado de crescimento (Figura 24 A).

Na avaliacao do crescimento de Debaryomyces hansenii UFV-170 em
meio semidefinido (Figura 24), o valor da velocidade especifica maxima de
crescimento (0,055 h™) foi cerca de cinco vezes menor que o valor
determinado por Sampaio et al. (2005) nas primeiras 5 horas de cultivo e
préximo ao compreendido entre 15 e 24 horas (0,07 h™), em que
constataram maiores consumo de xilose e producao de xilitol. Sampaio e
colaboradores (2005) trabalharam com uma concentracao celular cerca de
dez vezes menor, maior concentracdo de xilose (50 g L) e nas mesmas
condicBes de cultivo do presente trabalho.

Testes de crescimento foram feitos em meios YPX, YPD e YPDX. A
Figura 25 apresenta as curvas de crescimento de Debaryomyces hansenii

UFV-170 em meios complexos com peptona (5 g L ™), extrato de levedura
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(59 L") e como substrato glicose (20 g L™), mistura de glicose (5 g L) mais
xilose (15 g L™) e apenas xilose (20 g L™).

Conforme a Figura 25 (B), nas trés primeiras horas de cultivo, as
velocidades especificas de crescimento em xilose e em glicose atingiu seus
valores maximos 0,253 e 0,207 h™, respectivamente. Nesse mesmo intervalo
as velocidades especificas em xilose e na mistura de agucares foram
similares, no entanto, acima desse periodo a velocidade no meio misto
prevaleceu e atingiu seu valor maximo (0,238 h™) em 6 horas. Acima desses
intervalos ocorreram desaceleracdes em todos os cultivos e uma aparente
estabilidade depois de 18 horas.

A Figura 25 mostra que o crescimento em meio complexo com fontes
diferentes de carbono e sua mistura resultou em velocidades especificas
maiores que as do meio semidefinido (Figura 24). Fato que corrobora a
caréncia de algum nutriente essencial ao crescimento das células no meio
semidefinido.

Os valores das velocidades especificas maximas de crescimento
determinados no meio complexo com glicose (0,253 h™Y), xilose (0,207 h') e
na mistura desses acucares (0,238 h™) sdo um pouco semelhantes aos
valores encontrados por Govindaswamy e Vane (2007), que foram de 0,291,
0,206 e de 0,263 h, respectivamente, ao avaliarem a cinética de cresci-
mento de Saccharomyces cerevisiae 424A (LNH-ST), em meio complexo,
contendo 20 g L™ de glicose, 20 g L™ de xilose e na mistura de 4 g L™
glicose com 16 g L™ de xilose.

O motivo de a velocidade especifica maxima de crescimento em
glicose (0,253 h™) ser maior que em xilose (0,207 h™) deve-se ao mais
rapido metabolismo da hexose, devido as enzimas serem constitutivas,
sendo mantidas sempre em niveis altos na célula e a maior afinidade do
sistema transportador de agucares pela glicose (WHITE, 2000).

O fato de o crescimento no meio misto ndo apresentar comportamento
diauxico e prevalecer sobre o crescimento em xilose apos trés horas de
cultivo deve-se ao consumo simultaneo das duas fontes de carbono e ao
metabolismo favoravel da glicose na célula. Uma vez que a concentracdo de
glicose no meio misto ([glicose]/[xilose] = 1/3) nédo foi suficiente para causar

completa inibigdo nas enzimas do metabolismo inicial da xilose (xilose
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Figura 25 — Crescimento (A) e variacao da velocidade de crescimento (B) de
Debaryomyces hansenii UFV-170 (X, = 0,6 g L") em frascos
agitados (pH = 6,0; 30 °C e 200 rpm), usando meio complexo
(peptona 5 g L™; extrato de levedura 5 g L™Y; e como substratos
glicose 20 g L™, xilose 20 g L™ ou mistura de glicose 5 g L™ mais
xilose 15 g L™) aclcares. (B) Variacdo da taxa especifica de
crescimento (i) ao longo de 21 h de cultivo.

redutase e xilitol desidrogenase), e a rapida cinética enzimatica de conversao
da glicose em energia e produtos intermediarios para a multiplicacdo celular
incrementou a taxa de crescimento.

A Tabela 14 mostra os parametros fermentativos de culturas de
Debaryomyces hansenii UFV-170 em frascos agitados (30 °C e 200 rpm),
contendo meio semidefinido, usando xilose (52 g L™) como fonte de carbono.

Quanto ao aspecto de producédo de xilitol em meio semidefinido, a
Debaryomyces hansenii UFV-170 mostrou-se uma boa produtora de xilitol de
xilose, por apresentar um alto rendimento em xilitol, ao comparar com alguns
trabalhos desenvolvidos em condi¢cdes semelhantes, conforme Tabela 15.

A Figura 26 apresenta os perfis de consumo de xilose, producéo de

xilitol e de biomassa em meio semidefinido (KH,PO, 6,8 g L™; K,HPO,
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Tabela 14 — Parametros da fermentacdo em meio semidefinido (KH,POg4
6,89 L™ KoHPO4 3,4 g L™ (NH4),S0,4 1,0 g LY MgSO,4 7H,0
1,1 g L' extrato de levedura 5 g L™; xilose 52 g L™), contendo
xilose como fonte de carbono, por Debaryomyces hansenii UVF-
170 em frascos agitados (30 °C e 200 rpm)
Parametro Valor
So(gL™h 52,21 +0,03
Te (h) 96
% Sconsumido 95,11 +£0,20
Hmax (N7) 0,062 + 0,001
Yys (997 0,22 0,01
Prmax (@ L) 36,96 + 0,02
Qe (gL*h™ 0,38+ 0,01
ge (@ 0™ 0 0,06
Yeris (907 0,74 +0,01
n (%) 811
Tabela 15 — Parametros fermentativos da bioconversao de xilose a xilitol por
leveduras do presente trabalho e de registros da literatura
Presente Sampaio et al. Girio et al. Meyrial et al.
~ Pesquisa (2008) (2000) (1991)
Parametro — —
D'Uhlf\';_sle7n(l)l D. hansle%u UFV- D. hansenii C. guillermondii °
So(gL™ 52,21 53 37 50
Ti (h) 96 72 160 165
% Sconsumido 95,11 100 98,3
Hmax (h™) 0,062 0,25 0,11
Yws (9 97) 0,22 0,31 0,09
P(@L™h 36,96 37 30,9
Qe (gL h™ 0,38 1,0 0,28
ge (@ g™t h™ 0,06 0,22 0,06 0,10
Yris (9 g™) 0,74 0,76 0,59 0,59
n (%) 81

a = Debaryomyces hansenii; e b = Candida guilliermondii.

3,4g L% (NH).S0,s 1,0 g LY MgSO, 7H,0 1,1 g L™ extrato de levedura

5gL™%; e xilose 52 g L™). Observa-se que no periodo compreendido entre

24 a 72 horas o consumo de xilose foi acelerado, ocorrendo o aciumulo

maximo de xilitol em 96 h de cultivo. Acima desse periodo, a producao de

xilitol declinou, porque as células passaram a consumi-lo; no entanto, a

producdo de massa celular continuou aumentando.
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Figura 26 — Perfil de consumo de xilose (-A-), producao de xilitol (-<-),
massa celular seca (-O-) e variagcdo de pH (-*-), durante a
fermentacdo em meio semidefinido, contendo xilose (52 gL™) por
Debaryomyces hansenii UFV-170, em frascos agitados(30°C e
200 rpm).

O consumo de xilitol pela levedura foi também constatado por
Barbosa et al. (1988) na fermentacdo de meio semidefinido com xilose por
Candida guilliermondii.

Em relagdo ao maior crescimento das células ao consumirem o xilitol,
Sampaio et al. (2009) constataram que a Debaryomyces hansenii UFV-170
em meio semidefinido, contendo xilitol como fonte de carbono, apresentou
crescimento especifico maior que em xilose.

Logo, como o xilitol € o produto desejado, a fermentacdo deve ser

interrompida antes que a xilose seja exaurida do meio, preservando o alditol.

4.3.2. Avaliacdo de dois niveis de in6culo na ferme ntacdo do HHBAC

por Debaryomyces hansenii UFV-170

A Tabela 16 apresenta o efeito da concentracéo inicial de indculo nos
parametros da fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de

abacaxi, por Debaryomyces hansenii UFV-170.
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Tabela 16 — Efeito da concentracdo de inéculo na fermentacdo de hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de abacaxi por Debaryomyces hansenii
UFV-170 em 96 horas

Concentracdo de Inéculo (gL ™)

Parametro

0,98 3,02
T¢ (h) 96 96
% [Xilos€]consumida 75 67
[Xilitol]max (g L™ 17,3 15,1
Quiital (9 L™ ™) 0,18 0,16
Hmax (W) 0,038 0,02

O aumento no teor de inéculo de 0,98 g L™ para 3 g L™ reduziu a
produtividade volumétrica de xilitol em cerca de 10%, a velocidade
especifica maxima de crescimento em 2,33 vezes, e a sobra de xilose
aumentou em 8%.

As Figuras 27 e 28 apresentam o efeito da concentracdo de indculo
no consumo de acgucares, formacao de produtos, variacdo de pH, durante a
fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi, por
Debaryomyces hansenii UFV-170.

Observa-se na Figura 27(A) que a glicose foi exaurida do meio com 48 h
de cultivo, e que a xilose foi parcialmente consumida em ambos os cultivos,
porém, em maior quantidade no cultivo com teor de in6culo menor (Figura
27(B)).

Quanto a formacédo de produtos, houve um crescimento celular maior
no meio inoculado com 1 g L™ (Figura 27 C). A produc&o de xilitol foi maior
no cultivo com 3 g L™ de inéculo até 48 h de fermentacéo, e acima desse
periodo ocorreu uma inversao (Figura 27 D), comportamento semelhante na
formacdo de etanol (Figura 28 B). Ocorreram também formacdo de &cido
aceético e variacdo de pH em ambos os cultivos (Figura 28 A e C).

A alta concentracdo de hexoses (glicose e frutose) no hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de abacaxi favoreceu mais o crescimento celular
na fermentacdo com menor teor de indculo (1 g L™), gerando células
resistentes a toxidez do meio, resultando em melhores parametros
fermentativos. Por outro lado, na fermentagcdo com alto teor de indculo

(3 g L™) as condicdes do meio ndo foram suficientes para dar suporte a um
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Figura 27 — Efeito da concentracdo de inéculo [1 g L™ (-O-) e 3g L™ (-@-)]
no consumo de glicose (A) e xilose (B), na producado de massa
celular (C) e de xilitol (D), durante a fermentacao de hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de abacaxi concentrado e destoxi-
ficado, por Debaryomyces hansenii UFV-170 em frascos agita-
dos (30 °C e 200 rpm).

89



5,0+
°
o o)
124
45- /’\o
o /
[} [ ]
E / 9
- 4,0 ? / © °
(®)] V| Nt
= o =
Ty /O O/ °
K \ 2 6
T <
- W,
3,5 °
3 _
3,0 ‘ | 0
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96
Tempo/ (h) Tempo/ (h)
6,0 -
C
5,8 1
»\
o\
5,6 O
\O
E_ *— o \o
\.
5,4+
5,24 [
50 ‘ ‘ \ \ ]
0 24 48 72 96 120

Figura 28 — Efeito da concentracéo de inéculo [L g L* (-O-) e 3 g L™ (-@-)]

Tempo/ (h)

1
120

na producado de acido acético [HAc] (A), etanol (B) e variagdo de
pH (C), durante a fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico de

bagaco de

abacaxi

concentrado e

destoxificado,

por

Debaryomyces hansenii UFV-170 em frascos agitados (30 °C e

200 rpm).

90



alto crescimento celular e produtividade, embora o aumento da demanda de
O, ou de algum nutriente essencial no decorrer do processo possa ser
responsavel pelos valores baixos dos parametros fermentativos.

Desta maneira, o hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi,
quando inoculado com baixo teor de inéculo (1 g L™), favoreceu mais o
crescimento celular, gerando células adaptadas a toxidez do meio, que
resultaram em melhores parametros fermentativos. Embora seja registrado
na literatura que a alta concentracdo de hexoses em hidrolisados
hemiceluldsicos reduza a produtividade e o rendimento em xilitol, de forma
que na otimizacdo da operagdo de hidrélise acido diluido de residuos
lignoceluldsicos para obtencdo de hidrolisados hemicelulésicos uma das
metas € maximizar a solubilizacdo de xilose e minimizar a de glicose, ou
seja, conseguir uma alta seletividade ([xilose]/[glicose]) (CARRASCO;
RIVIERES; ROY, 1992; ROBERTO; MUSSATO; RODRIGUES, 2003).

4.3.3. Avaliacdo da destoxificacdo do HHBAC sobre a  producéo de xilitol
por Debaryomyces hanseni i UFV-170

A Figura 29 mostra a densidade celular (n® células/mL) de
Debaryomyces hansenii UFV-170, no inicio e final da fermentacdo de
amostras de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi concentrado e
destoxificado por método simples de neutralizagcdo com CaO ou cinza (pH =
6,4 por 1 hora de agitacdo), ou combinado neutralizacdo e adsor¢cdo com
carvao ativado (5%, 60 °C, 200 rpm/1h).

Observa-se que, no final da fermentacao (120 horas), a densidade foi
maior nos meios tratados com cinza; além do mais, 0 uso de tratamento
combinado de destoxificagéo favoreceu o crescimento.

A Tabela 17 apresenta os parametros da fermentacdo de amostras de
hidrolisado hemicelulésico destoxificadas por tratamentos simples de
neutralizagdo ou combinado com adsorgdo com carvao ativado.

Observa-se na Tabela 17 que a cinza aumentou em cerca de 20 % a
producdo e a produtividade volumétrica em xilitol, por disponibilizar
nutrientes minerais durante o tratamento do hidrolisado, melhorando a

produgéo de xilitol e o crescimento celular, enquanto o uso do carvéo ativado
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Figura 29 — Densidade celular durante a fermentacéo de hidrolisado hemice-
lulésico de bagaco de abacaxi concentrado e destoxificado com
CaO (-01-), CaO e carvao (-W-), cinza (-A-) e cinza e carvao
(-A-), por Debaryomyces hansenii UFV-170, em frascos
agitados (30 °C e 200 rpm).
Tabela 17 — Parametros da fermentacdo de amostras de hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de abacaxi concentrado e tratadas
CaO ou cinza, por método simples de neutralizacdo ou
combinado com adsorcdo, usando Debaryomyces hansenii
UFV-170 em frascos agitados (30 °C e 200 rpm)
Tratamento
Parametro
CaO Cinza CaO + CA? Cinza + CA
T¢ (h) 120 120 72 96
% [XilosS€]consumida 80 80 75 78
[Xilitol]max (g L™ 13,44 16,11 17,66 18,79
Quiiol (@ L 1Y) 0,112 0,134 0,245 0,196
Hmax (W) 0,045 0,040 0,041 0,056

1 CA = carvéo ativado.

removeu de forma parcial esses nutrientes, além dos compostos toxicos. O

uso do tratamento combinado CaO e carvdo proporcionou aumento na

producdo e na produtividade volumétrica em relacdo ao tratamento simples

com CaO, embora a cal ndo seja fonte de nutrientes.
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Logo, o tratamento combinado de cinza de eucalipto com carvao
ativado € um método possivel de destoxificacdo de hidrolisados hemicelul6-
sicos de bagaco de abacaxi, porque a cinza age como alcalinizante e
suplementa o hidrolisado com minerais, e o carvao ativado remove 0s
compostos toxicos, resultando em ganhos de producéo e reducao de custos,
uma vez que a cinza € um insumo de valor irrisério, proveniente da queima
de lenha em caldeiras ou em fornos de industrias.

O efeito do tratamento de alcalinizagdo com cinza de madeira Abeto
na remocao de compostos toxicos e na melhoria da fermentacdo alcodlica
de hidrolisado hemicelulésico foi investigada por Miyafugi et al. (2003). Os
pesquisadores constataram que o tratamento feito com cinza foi mais
eficiente que usando CaO, por ter removido mais furaldeidos (cerca de 20%)
e compostos derivados de lignina (cerca de 80% de acido p-hidroxi-benzébico
e aldeido coniferil), enquanto o tratamento com CaO né&o foi eficaz na
remocao dos furaldeidos e aumentou o teor de acido vanilico por converséo
da vanilina. Nos testes de fermentacdo houve um expressivo aumento na
produtividade em etanol. Concluiram que a cinza de madeira é mais eficiente
na remocgdo de furaldeidos e dos compostos fendlicos, além de ser
excelente fonte de nutrientes.

De acordo com Borlini et al. (2005), a cinza de eucalipto possui em
sua composic¢ao 7,2% de MgO e 3,7 % de P,0s, que sdo fontes de Mg e P,
macronutrientes essenciais na atividade de enzimas e na sintese de acidos
nucleicos e fosfolipidios (BROCK et al., 1994).

Em analise de custos de producéo de etanol a partir de hidrolisado de
madeira, von Sivers et al. (1994) verificaram que a operagcdo de destoxi-
ficagcdo por tratamento quimico onera em 22 % o total dos custos, sendo que
7% séo gastos com alcali (Ca0O). Os gastos com nutrientes para fermenta-
cao, relativos ao 6xido de magnésio (MgO) e H3zPO,4, compdem 3% do total.

As Figuras 30 e 31 apresentam os perfis de consumo de acucares e
produtos da fermentacdo das amostras do hidrolisado destoxificado.

Os tratamentos wusando cinza com ou sem carvdo ativado
favoreceram a producédo de massa celular e de xilitol, em comparacdo com

CaO (Figura 30 C e D). Quanto aos teores de acido acético, ocorreu nas
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primeiras 24 h de fermentacdo uma reducao nos niveis, porém, acima desse

periodo, a concentragdo aumentou e o pH se reduziu (Figura 31(A) e (C)).

4.3.4. Avaliacdo da temperatura de destoxificacdo e do pH inicial do
HHBAC sobre a produgéo de xilitol por  D. hansenii UFV-170

O hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de abacaxi concentrado foi
fermentado em biorreator, para avaliar os efeitos de dois tratamentos de
adsorcao com carvao ativado (30 e 60 °C) e a interferéncia do pH inicial do
meio (5,5 e 6,0) sobre a produc¢ao de xilitol, conforme descrito em “Material e
método” item 3.4.1.

A Tabela 18 apresenta os parametros cinéticos da fermentacdo em
batelada de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi, por
Debaryomyces hansenii UFV-170 em biorreator.

O tratamento de destoxificacdo com carvao ativado a 60 °C e pHp do
meio de 5,95 aumentou a producéo e a produtividade volumétrica em xilitol
em 140% em relacdo ao tratamento com carvao a 30° C e pHp de 5,47
(Tabela 18).

A Figura 32 apresenta os perfis de consumo de acucares e formacao
de produtos da fermentacdo em batelada de hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de abacaxi concentrado, destoxificado por neutralizagdo com CaO e
adsorcdo com carvao ativado (30 ou a 60 °C), por Debaryomyces hansenii
UFV-170, em biorreator tipo tanque agitado (pH 5,5 ou 6,0; 30 °C; 2,5 vwm e
200 rpm).

Conforme a Figura 32 (A), a glicose foi exaurida do meio tratado por
neutralizacdo e por adsorcdo a 60 °C em 48 horas de fermentacdo e em
72 horas do meio tratado a 30 °C. O consumo da xilose foi incompleto, porém
maior no cultivo com meio tratado a 60 °C (Figura 32 (B)).

As concentracdes de massa celular, xilitol e etanol foram cerca de
duas vezes maiores no meio tratado por adsorcdo a 60 °C, que as
concentragcbes no meio tratado a 30 °C no final da fermentacéo (120 horas)
(Figuras 32(C, D) e 33(B)). Quanto a concentracdo de acido acético, houve

variacdo em ambos os cultivos e reducao de pH (Figura 33 A e C).
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Tabela 18 — Parametros fermentativos da fermentacdo em batelada em
biorreator de hidrolisado hemiceluldsico de abacaxi concentrado
e destoxificado, por Debaryomyces hansenii UFV-170

Parémetro E Condigao =
Vo (L) 1,0 1,0
Agitacao (rpm) 200 200
Aeracédo (vvm) 25 25
Te (h) 120 120
pHo 5,47 5,95
% [Xilose]consumida 60 86
[Xilitol]max (g L™) 11,89 28,38
Quilitol (9 L h_l) 0,1 0,24
Hmax (h™) 0,029 0,032

¥ = hidrolisado destoxificado por tratamento combinado, neutralizacdo com CaO.
(pH = 6,4 por 1 hora) e adsor¢do com carvao ativado (5 % m/v, 30 °C, 200 rpm/1 hora).
* = hidrolisado destoxificado por tratamento combinado, neutralizacdo com CaO.
(pH = 6,4 por 1 hora) e adsor¢do com carvao ativado (5 % m/v, 60 °C, 200 rpm/1 hora).

As Figuras 32(D) e 33(B) mostram que nas primeiras 24 horas de
fermentacdo houve produgao de xilitol e etanol, porque o consumo das
hexoses (glicose e frutose) e da xilose foi simultaneo. Fato também
constatado por Mussato e Roberto (2003) na fermentacdo em batelada em
biorreator de hidrolisado hemiceluldsico concentrado de palha de arroz, por
Candida guiilliermondii FTI 20037, e também por Preziosi-Belloy, Nolleau;
Navarro (2000) na fermentacéo de hidrolisado hemicelulosico de madeira de
alamo. Mussato e Roberto (2003) justificaram que o consumo simultaneo dos
acucares (glicose e xilose) foi porque o indculo cresceu em meio semidefinido
com xilose.

O menor consumo de aguUcares e producado de xilitol na fermentacéo
do hidrolisado destoxificado com carvdo 30 °C e pH inicial do meio de 5,5
(Figura 32) mostra que a destoxificagdo com carvdo ndo € eficiente na
remoc¢ao dos compostos téxicos e que o pH inicial de fermentacao (pH = 5,5)
acentuou a toxidez do meio.

O aumento da concentracdo de ions H® no meio de fermentacéo
reduz a dissociacdo do acido acético, ocorrendo uma maior difusdo do acido
na membrana celular da levedura, reduzindo o pH citoplasmatico, que
desestabiliza o equilibrio fisiologico da célula, proporcionando maiores gastos

de energia (ATP) para manter a concentracdo de H* préximo a 107 M, em
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Figura 32 — Perfis de consumo de glicose (A) e xilose (B), formacao de
massa celular [MCS] (C) e xilitol (D), durante a fermentacdo em
batelada de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi
concentrado e destoxificado por neutralizacdo (pH = 6,4) com
CaO e adsorcéo com carvao ativado (5% m/v) a 30 °C (-¥¢-) ou a
60 °C (-*-), em biorreator tipo tanque agitado (30 °C, 2,5 vwm e
200 rpm) por Debaryomyces hansenii UFV-170.
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variacdo de pH (C), durante a fermentacdo em batelada de
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destoxificado por neutralizagdo (pH = 6,4) com CaO e adsorcéo
com carvao ativado (5% m/v) a 30 °C (-7-) ou a 60 °C (-*-), em
biorreator tipo tanque agitado (30 °C, 2,5 vvm e 200 rpm) por
Debaryomyces hansenii UFV-170.
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detrimento dos processos essenciais de manutencdo e crescimento
(PALMQVIST; HANH-HAGERDAL, 2000b).

Aplicando a equacao de Henderson-Hasselbach aos valores de pH e
concentracéo de acido acético dos dois meios de fermentacao testados (--
pHo = 5,47, [CH3COOH], = 3,98 g L") e (-*- pHy = 5,95, [CH3COOH], =
4,13 g L"), verifica-se que a concentracéo da forma nao dissociada do &cido
acético foi trés vezes maior no meio fermentado com pH inicial igual a 5,47
que a do meio com pH inicial igual a 5,95. Logo, estaria explicada a baixa
fermentabilidade do meio com pHp igual de 5,5. No entanto, as células
consumiram CH3zCOOH nas primeiras 48 h de fermentagéo (Figura 33(A),
-¥¢-), comportamento comumente registrado na literatura (LIMA et al., 2004;
AGBOGBO; WENGER, 2007), e acima desse periodo passaram a produzi-lo
atingindo teores iguais ou maiores que a inicial (Figura 33(A)).

Uma possivel explicagcdo para essa incomum producdo de acido
acético € que no inicio da fermentacdo as ceélulas estdo consumindo as
hexoses (glicose e frutose) e o acido acético, resultando em alta producéo
de etanol e de biomassa. Quando o teor de hexoses esta se exaurindo do
meio, o consumo de xilose aumenta, de modo que a demanda de NADPH
passa a ser bastante alta e a regeneracéo do cofator (NADP™) pela via fosfo-
pentose é insuficiente, ocorrendo a partir desse instante a formacao de acido
aceético pela oxidacao do piruvato, para suprir a alta demanda de NADPH.

Granstrom, Ojamo e Leisola (2001); Granstrom; lzumori e Leisola
(2007b), ao estudarem a bioconversédo de xilose a xilitol por Candida
guilliermondii VTT-C-71006 em cultura continua, explicaram que a producao
de acetato obtida em baixos niveis de O, foi proveniente da insuficiéncia da
via fosfopentose em atender a demanda da xilose redutase (XR) por
NADPH.

De acordo com Felipe et al. (1997), os efeitos do pH sobre a fermen-
tacdo de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acUcar por
Candida guilliermondii FT 20037 variam com a composicdo e origem do
meio, uma vez que hidrolisados hemicelulésicos possuem concentracdes
distintas de acido acético. Casey et al. (2010) mostram que a forma né&o
dissociada do acido acético é a que causa a inibicdo em Saccharomyces

cerevisiae, podendo ser amenizada elevando-se o pH do meio.
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O tratamento de destoxificacdo por adsorcdo a 60 °C, além de ser
mais eficiente na clarificacdo do hidrolisado, torna-o mais fermentescivel,
fato também constatado por Marton et al. (2006) na destoxificacdo de
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-acucar.

Assim sendo, a fermentacdo no biorreator conduzida em batelada
com hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi destoxificado por
método combinado de neutralizacdo com CaO e adsorcao a 60 °C favoreceu
a bioconversdo da xilose a xilitol por Debaryomyces hansenii UFV-170,
devido a uma melhor taxa de transferéncia de oxigénio (k.;) proporcionada
pelo equipamento, em relacdo aos ensaios realizados em frascos agitados
(Figuras 31 a 33), aléem de mais eficaz remoc¢éao de compostos no tratamento

com carvao ativado a 60 °C.
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5. CONCLUSOES

O bagaco de abacaxi € um residuo lignoceluldésico com alto teor de
carboidratos estruturais (celulose = 32% e hemicelulose = 38% m/m) e baixo
teor de cinzas (1,60% m/m), matéria-prima em potencial para producéo de
hidrolisados ricos em acucares (glicose e xilose).

O uso da metodologia de superficie de resposta (MSR) permitiu obter
a equacdo empirica, com valor de R? igual a 91,3%, que correlaciona o

rendimento em xilose (y,;) com os fatores temperatura (A), tempo (B) e

concentracédo de H,SO, (C) da hidrélise &cido diluido da fragdo hemiceluld-

sica do bagaco de abacaxi, representado pela seguinte equacdo matematica:

Yxi =-164,29+ 1,98 A+ 2,07 B+ 1,68 C-1,42 10° AB - 5,3 107 A,

As melhores condicdes de hidrolise &acido diluido da fracéao
hemicelulosica do bagaco de abacaxi foram a temperatura de 140 °C, tempo
de reacao de 20 minutos, concentracao de H,SO,4 de 2% (m/m) e relacao de
sélidos para liquidode 1/10 (m/m).

O método efetivo na destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de abacaxi € um tratamento combinado de neutralizacdo com CaO
(pH = 6,4; 200 rpm/1 hora a 30°C), seguido por ajuste do pH ao de
fermentacdo (5,5 ou 6,0) com H3zPO, e adsorcdo com carvao ativado
(5% m/v, 200 rpm, 60 °C por 1 hora).
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A cinza de eucalipto é um potencial agente alcalinizante para o
tratamento de hidrolisados hemicelulésico por neutralizagédo (pH < 7) e fonte
de macronutrientes minerais favoraveis ao crescimento e producao de xilitol
na fermentacdo de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi por
Debaryomyces hansenii UFV-170.

O alto teor de hexoses (glicose e frutose) no hidrolisado hemicelulo-
sico de bagaco de abacaxi favorece o crescimento celular de Debaryomyces
hansenii UFV-170, gerando células adaptadas a toxidez do meio, permitindo
0 uso de inéculo com baixa densidade celular (1 g L™), resultando em
melhores parametros fermentativos.

O hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi € um possivel
substrato para producdo de xilitol por fermentacdo em batelada por
Debaryomyces hansenii UFV-170 em biorreator (pH = 6,0; 30 °C; 2,5 vvm;
200 rpm e por 120 horas), resultando em 28 g L™ (xilitol), e produtividade

volumétrica de 0,24 g L™t h™.
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6. RECOMENDACOES

- Determinar a exata concentracao de xilose no hidrolisado hemice-
lulésico de bagaco de abacaxi por um método cromatografico que separe a
frutose da xilose e quantifique as fracoes.

- Avaliar os efeitos da cinza de eucalipto sobre a produtividade
volumétrica e o rendimento em xilitol de amostras de hidrolisado tratadas e
fermentadas em biorreator, por Debaryomyces hansenii UFV-170.

- Testar o hidrolisado hemicelulésico de bagaco de abacaxi como
substrato para fermentacdo alcodlica, usando um microrganismo que

converta os acgucares glicose e xilose a etanol.
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APENDICE A

Tabelas das andlises de variancia das equacgfes de regressdo dos

rendimentos em xilose, acido acético, furfural, fendis e seletividade.

Tabela 1A — Analise de variancia para o ajuste a uma equacao polinomial de
segunda ordem da resposta rendimento em xilose (Yj) com 0s
dados da Tabela (4.2), a 95% de confianca

FV SQ GL MQ F catc. Fiab. P
Regressz?loT 218,579 5 43,716 23,03 3,20 0,000
Residuos 20,883 11 1,898
F. ajuste’ 18,780 9 2,087 1,98 19,38 0,380
Erro puro 2,103 2 1,051 - - -
Total 239,462 16

Tse F.a> Fiap indica que a regressao € significativa, a 95% de confianca.
se Feo> Fiap indica que ha falta de ajuste e é significativa, a 95% de confianga, ou seja, a
equacao de regressao nao se ajusta bem aos dados experimentais.

Tabela 2A — Analise de variancia para o ajuste a uma equacao polinomial de
segunda ordem da resposta rendimento em acido acético
(Yuac)com os dados da Tabela (4.2), a 95% de confianga

FV SQ GL MQ Fealc. Frab. p
Regresséo* 15,0889 5 3,0178 10,63 3,20 0,001
Residuos 3,1215 11 0,2838
F. ajuste* 2,8039 9 0,3115 1,96 19,38 0,383
Erro puro 0,3176 2 0,1588 - -
Total 18,2104 16

Tse F.a> Fiap indica que a regressao € significativa, a 95% de confianca.
fse F.a> Fup indica que hé falta de ajuste e € significativa, a 95% de confianca, ou seja, a
equacao de regressao nao se ajusta bem aos dados experimentais.

Tabela 3A — Analise de variancia para o ajuste a uma equacao polinomial de
segunda ordem da resposta rendimento em furfural (Yrurura)
com os dados da Tabela (4.2), a 95% de confianca

FV SQ GL MQ F calc. Frab. p
Regress:?\oT 2,3753 6 0,3959 9,38 3,22 0,001
Residuos 0,4221 10 0,04221
F. ajuste’ 0,4218 8 2,087 395,46 19,37 0,003
Erro puro 0,00027 2 0,000133
Total 2,7974 16

Tse F.a> Fup indica que a regressao é significativa, a 95% de confianca.
fse F.a> Fup indica que hé falta de ajuste e € significativa, a 95% de confianca, ou seja, a
equacao de regressao néo se ajusta bem aos dados experimentais.
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Tabela 4A — Analise de variancia para o ajuste a uma equacao polinomial de
segunda ordem da resposta rendimento em fendis (Ysensis) COM
os dados da Tabela (4.2), a 95% de confianca

FV SQ GL MQ Fealc. Ftab. p
Regressz?loT 71,9956 6 11,9993 65,71 3,22 0,000
Residuos 1,8260 10 0,1826
F. ajuste* 1,7100 8 0,2137 3,68 19,37 0,231
Erro puro 0,1161 2 0,0580 - - -
Total 73,8216 16

Tse F.a> Fup indica que a regressao é significativa, a 95% de confianca.
¥ se F.a> Fup indica que ha falta de ajuste e é significativa, a 95% de confianca, ou seja, a
equacao de regressao nao se ajusta bem aos dados experimentais.

Tabela 5A — Andlise de variancia para o ajuste a uma equacao polinomial de
segunda ordem da resposta seletividade (Ypygi) C€OmM 0S
dados da Tabela (4.2), a 95% de confianca

FvV SQ GL MQ Fcalc. Ftab. p
Regressz?loT 2,3469 4 0,58671 6,43 3,26 0,005
Residuos 1,0946 12 0,09122
F. ajustei 0,3371 4 0,08428 0,89 3,84 0,512
Erro puro 0,7575 8 0,09468 - - -
Total 3,4415 16

Tse F.a> Fiap indica que a regressao € significativa, a 95% de confianca.
fse F.a> Fup indica que ha falta de ajuste e é significativa, a 95% de confianca, ou seja, a
equacao de regressdo nao se ajusta bem aos dados experimentais.
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APENDICE B

Figuras de ensaios de alcalinizacdo e tratamento térmico do
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de abacaxi.

Figura 1B — Intensa formagédo de espuma no inicio da adicdo de cinza de
eucalipto durante o tratamento por alcalinizacdo do hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de abacaxi.

Figura 2B — Precipitado gelatinoso formado apos tratamento térmico (110 °C/
15 min) de amostras de hidrolisado alcalinizadas com CaO.
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