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RESUMO

FREITAS, Maria Tereza, M. S., Universidade Federal de Vigosa, agosto
de 2003. Utilizacdo da casca de semente de algoddo como
substrato para producdo microbiolégica de xilitol. Orientador:
Hilario Cuquetto Mantovani. Conselheiros: Flavia Maria Lopes Passos e
Virginia Maria Chaves-Alves.

O acumulo de residuos agroindustriais constitui-se em problema
ambiental devido a dificuldade de reciclagem. No Brasil sdo gerados varios
tipos de residuos, cujo volume demanda a sua liberacdo no ambiente. A
casca de semente de algodao € problema para a industria algodoeira e existe
0 interesse pelo desenvolvimento de tecnologias para 0 aproveitamento
deste residuo.Neste trabalho, avaliou-se o potencial do hidrolisado da casca
de semente de algoddo (HCA) como substrato para a producédo
microbiolégica de xilitol. Foram utilizadas cinco leveduras (1.55,
Debaryomyces hansenii UFV-170, 1.71, 2.64, 2.80) isoladas por SAMPAIO
(2001) e caracterizadas como boas produtoras de xilitol em meio sintético.
As leveduras foram cultivadas em hidrolisado hemiceluldsico obtido de casca
de semente de algoddo antes e ap6s moagem, acrescido de meio mineral e
extrato de levedura, com agitacdo de 200 rpm, a 30 °C. A producéo de xilitol
foi cerca de 4 a 34% maior no hidrolisado de casca de semente de algodao
moida (HCAM) do que no hidrolisado de casca de semente de algoddo sem

moer (HCASM). Das cinco leveduras testadas, apenas a levedura 2.80 néo
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apresentou valores significativos de producdo de xilitol nas condigbes
utilizadas neste trabalho. As demais leveduras produziram xilitol no HCA e a
produtividade volumétrica (Q), produtividade especifica (g,) e rendimento
(Ypss) de xilitol entre os isolados foram semelhantes. A levedura
Debaryomyces hansenii UFV-170 cresceu no HCA concentrado cinco vezes,
mas nao produziu xilitol. No HCA ndo concentrado, os melhores resultados
de producao de xilitol foram obtidos apés 24 h de cultivo. Os maiores valores
de produtividade volumétrica (0,38 g L' h™) e rendimento (0,56 g g™) foram
obtidos com o hidrolisado concentrado trés vezes, na agitagdo de 100 rpm e
apos 72 h de cultivo. Os resultados indicam que o hidrolisado de casca de
semente de algoddo pode ser utilizado para a producdo microbiolégica de
xilitol. Entretanto, a influéncia de outros fatores no processo de bioconversao
precisa ainda ser investigada e o efeito de produtos toxicos presentes neste

hidrolisado deve ser minimizado.



ABSTRACT

FREITAS, Maria Tereza, M. S., Universidade Federal de Vicosa, August, 2003.
Utilization of cotton husk hydrolysate for microbiological
production of xylitol. Adiviser: Hilario Cuquetto Mantovani. Committee
Members: Flavia Maria Lopes Passos and Virginia Maria Chaves-Alves.

Previous studies indicated that five yeasts isolated from dairy
environments could produce high levels of xylitol in synthetic media. When
these isolates were cultivated in cotton husk hydrolysate added with yeast
extract and mineral media, xylitol production was detected in the cell-free
supernatants of only four isolates. Three isolates did not show significant
differences in xylitol production, and the average volumetric productivity was a
function of D-xylose concentration. If the isolate that presented the highest
xylitol production in synthetic media (yeast Debaryomyces hansenii UFV-170)
was incubated in media containing cotton husk hydrolysate, maximal xylitol
production occurred after 24 h under agitation of 100 rpm. When the
hydrolysate was concentrated 3-fold, xylitol production increased, but only if
the fermentation period was approximately 72 h. Xylitol production did not
occur if the hydrolysate was concentrated 5-fold. Because substrate
concentration alone could not explain the effect on xylitol production, it appears

that toxic substances in the hydrolysate caused the inhibitory effect.



1. INTRODUCAO

O estabelecimento de monoculturas e sistemas intensivos de cultivos
ocorridos no século passado tem resultado na liberacdo excessiva de residuos
florestais e agroindustriais no ambiente. Este acUmulo constitui-se em
problema de ambito mundial devido a dificuldade de reciclagem de alguns
destes residuos. Muitas vezes os residuos agroindustriais sdo transportados
para areas designadas, sendo posteriormente queimados ou enterrados. Esta
pratica resolve parte do problema do acimulo de residuos nas lavouras e nas
indUstrias, mas acarreta a perda de substratos que poderiam ser convertidos
em produtos nobres para uso industrial.

No Brasil sdo gerados varios tipos de residuos agroindustriais tais como
sabugo e folhas de milho, palha de arroz, bagaco de cana-de-acUcar, madeira
de eucalipto, farelo de cevada, caroco e casca de semente de algodao, dentre
outros.

O algodéo é considerado a mais importante das fibras téxteis no Brasil e no
mundo, situando-se entre as dez maiores fontes de riqueza do setor
agropecuario brasileiro. Sendo uma planta que oferece varios produtos, o
algodoeiro gera grande quantidade de residuos em seu processamento. Apesar

da casca de semente de algodado ser usada como combustivel, na alimentacédo



animal e na elaboracdo de racfes e adubos, o volume de residuos demanda a
sua liberacdo no ambiente. Assim, € interessante desenvolver tecnologias para
melhor aproveitar a casca de semente de algodéao.

Cientistas vém desenvolvendo tecnologias que visam ndo sé reduzir o
impacto ambiental causado pelos residuos, mas também gerar produtos de
interesse industrial. A tecnologia de obtencéo de hidrolisados hemicelulésicos a
partir destes residuos € relevante, pois a conversdo dos acUcares contidos
nestes hidrolisados, principalmente xilose, resulta em diversos produtos de
interesse econdmico como etanol, acetona, &cido acético e xilitol, dentre
outros.

A producdo de xilitol destaca-se devido a sua grande aplicacdo nas
industrias alimenticia e farmacéutica. O xilitol é um polidlcool que tem
propriedades anticariogénicas, alto poder adocante e metabolismo insulina-
independente. Atualmente o xilitol € obtido por processo quimico que envolve
as etapas de hidrélise acida de materiais lignoceluldsicos ricos em xilana,
separacdo da xilose do hidrolisado por cromatografia, hidrogenacdo catalitica
da xilose pura a xilitol e a cristalizacdo e purificacdo do xilitol. Entretanto, as
extensivas operacdes envolvidas no processo quimico tornam a obtencdo do
xilitol muito onerosa. O processo microbiologico de obtencdo do xilitol € uma
alternativa ao processo quimico, apresentando como principais vantagens a
ndo formacdo de compostos toxicos e menor custo, ja que nao requer
obtencdo prévia de xilose pura.

Fungos filamentosos, algumas bactérias e a maioria das leveduras séo
capazes de converter D-xilose em xilitol. As leveduras sdo consideradas, dentre
0s microrganismos, 0os melhores produtores de xilitol. Nas leveduras prevalece
a via de reducdo de xilose a xilitol pelas enzimas xilose redutase e xilitol
desidrogenase. Na maioria das bactérias, xilose é isomerizada diretamente a
xilulose por acdo da enzima xilose isomerase ndo havendo, portanto, producao
de xilitol. Apesar dos fungos filamentosos possuirem as enzimas xilose
redutase (XR-E.C.1.1.1.21) e xilitol desidrogenase (XDH-E.C.1.1.1.9), hé

poucos estudos investigando a producao de xilitol por fungos. Alguns trabalhos



indicam que fungos filamentosos consomem xilose durante o seu crescimento
para producédo de massa celular, o que resulta em baixo rendimento de xilitol.
Este trabalho teve como objetivo a utilizacdo da casca de semente de
algoddo para obtencdo de hidrolisado hemicelulésico a ser utilizado como
substrato para a producdo microbiolégica de xilitol. Como parte deste estudo
foram avaliados os efeitos da concentracdo de D-xilose no hidrolisado e da

taxa de aeragdo nos principais parametros de producéao de xilitol.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Residuos Lignocelulésicos

Materiais lignoceluldsicos na forma de residuos agricolas e florestais sdo
acumulados em grandes quantidades no mundo todo, inclusive no Brasil. A
disponibilidade e a possibilidade de conversdo desses materiais em diferentes
produtos (como etanol, &cidos organicos e xilitol) por processos
biotecnologicos, com a utilizacdo dos componentes da biomassa, tem chamado
a atencdo de muitos pesquisadores (ROBERTO et al., 1996).

Materiais lignocelulésicos sdo compostos principalmente de celulose,
hemicelulose e lignina (OLSSON e HAHN-HAGERDAL, 1996). Celulose € um
homopolissacarideo linear formado por unidades de D-glicose unidas por
ligacbes glicosidicas b (1®4) (KUHAD e SINGH, 1993). Lignina é uma
macromolécula polifendlica constituida por unidades basicas de 3-5-dimetoxi-4-
hidroxi-fenilpropano, 3-metoxi-4-hidroxifenilpropano e 4-hidroxi-fenilpropano
(TSAO, 1986). Hemicelulose é composta de heteropolimeros lineares e
ramificados de L-arabinose, D-galactose, D-glicose, D-manose e D-xilose

(OLSSON e HAHN-HAGERDAL, 1996). As hemiceluloses podem ser classificadas



como xilanas, mananas, arabinoxilanas, arabinogalactanas e arabinanas, de
acordo com o tipo de material lignocelulésico (AGUIAR et al., 1999a).

Dentre 0s componentes de materiais lignocelulésicos, a fracédo
hemicelul6sica € de grande importancia por constituir matéria-prima de baixo
custo para bioconversdo em produtos de interesse para 0 homem
(SIRISANSANEEYAKUL et al., 1995). Entretanto, para serem utilizados como
fonte de carbono fermentaveis, os polissacarideos da matéria-prima precisam
ser hidrolisados em seus agucares constituintes (PARAJO et al., 1998).

Embora a hidrolise possa ser realizada enzimaticamente, a maioria dos
estudos utiliza hidrolisados derivados de hidrolise acida (MAGEE e KOSARIC,
1985), sendo H,SO, e HCl os catalisadores mais comumente empregados
(PARAJO et al., 1998). As principais desvantagens da hidrolise enzimatica s&o
sua grande especificidade, reduzida eficiéncia de degradacéo e alto custo.

Em madeiras duras e em varios residuos agroindustriais, o componente
hemicelulosico apresenta alto conteudo de xilanas, que sdo constituidas por
unidades xilanopiranosidicas unidas por ligagbes b-1,4 com ramificacdes
variaveis de outros monossacarideos (AGUIAR et al., 1999a).

D-xilose, o principal produto da hidrélise de xilanas, pode ser convertida
biologicamente em diversos produtos de elevado valor comercial, como etanol,
acetona, acido acético, butanol e acido butirico (SADDLER et al., 1983; OLSSON
e HAHN-HAGERDAL, 1996; PALMQVIST, E. et al.,1996; LATIF, F. e RAJOKA,
M.1., 2001); proteina microbiana (PESSOA, 1996); butanodiol (GROVER et al.,
1990); acido latico (SILVA, et al., 1990) e xilitol (RODRIGUES et al., 1998;
DOMINGUEZ, 1999; LEATHERS et al., 2000; SAMPAIO, 2001).

Diferentes materiais lignocelulésicos podem ser utilizados para a producédo
de combustiveis e outros produtos quimicos e a sua composicdo pode variar

dependendo da fonte da biomassa (TABELA I).



TABELA | — Composicdo de alguns materiais lignoceluldsicos (adaptado de LEE,
J., 1997)

Sabugo Palha Palha Casca Bagaco Caroco
de de de de de de
milho Trigo arroz arroz cana algodao
Carboidrato (%)
Glicose 39,0 36,6 41,0 36,1 38,1 20,0
Manose 0,3 0,8 1,8 3,0 ND 2,1
Galactose 0,8 2,4 0,4 0,1 1,1 0,1
Xilose 14,8 19,2 14,8 14,0 23,3 4,6
Arabinose 3,2 2,4 4,5 2,6 2,5 2,3
Nao-carboidrato (%)
Lignina 15,1 14,5 9,9 19,4 18,4 17,6
Cinzas 4,3 9,6 12,4 20,1 2,8 14,8
Proteina 4,0 3,0 ND ND 3,0 3,0

ND - Nao detectado

Embora ndo existam relatos do uso da casca de semente de algodao para
bioconversdes de interesse industrial, a composi¢do quimica do hidrolisado de
casca de semente de algodao sugere que este residuo agroindustrial possa ser
utilizado como substrato para producdo microbioldgica de xilitol. A semente
(carogo) do algodéo, proveniente da retirada da pluma, compreende o gréo e
as cascas. Quando a semente é aberta para liberar o grdo que serd esmagado,
sobram as cascas. A casca de semente de algodéao é constituida de 44% de alfa
celulose, 30% de pentosanas, 22% de lignina, 8,7% de agua, 2% de cinzas,
3% de proteina bruta, 49% de fibra bruta e 1% de 6leos (José Xavier de Faria,
Maeda, comunicacdo pessoal). Internamente a casca € envolvida por uma
membrana que a separa do embrido da semente. Além de seu uso como
combustivel, a casca da semente de algodado também é utilizada na formulagao

de racOes para alimentacdo animal e em adubos (EMBRAPA, 2002).



Atualmente, o cultivo do algodoeiro no Brasil ocupa uma éarea de
aproximadamente 750,4 mil hectares com producédo de 786,5 mil toneladas de
pluma, o que equivale a 1.280 mil toneladas de caro¢co de algodéo,
correspondendo a 3,7% da producdo mundial. No mundo, a producdo estimada
de pluma é de 21.327 mil toneladas (EMBRAPA, 2002). A producgédo nacional de
casca de semente de algoddo é de 100.000 toneladas/ano (José Xavier de
Faria, Maeda, comunicacdo pessoal). Considerando o volume de residuos
gerados pela industria algodoeira no Brasil e a falta de processos apropriados
para o aproveitamento destes residuos, o desenvolvimento de tecnologias para
a utilizacdo dos carboidratos presentes na casca de semente de algodao
apresenta-se como alternativa para a producdo de compostos de interesse
industrial. Para isso, € necessaria a obtencdo do hidrolisado hemicelulésico a
ser utilizado como substrato em processos de bioconversdo. Dentre os muitos
produtos que podem ser obtidos da bioconversdo de hidrolisados
hemicelulésicos, o xilitol tornou-se opc¢do atrativa devido as suas aplicacfes
importantes nas industrias de alimentos e farmacéutica (ROBERTO et al.,
1994).

2.2. Xilitol: Propriedades e Aplicacdes

Xilitol € um polidlcool com cinco carbonos, apresenta como formula
empirica, CsH12,05 e como férmula estrutural, HOCH,COH,COH,COH,CH,0H.
Possui peso molecular de 152,15 g, tem aparéncia de p6 branco cristalino e
inodoro. Apresenta ponto de fusédo de 93,4-94,7 °C e ponto de ebulicdo de 216
©C, tem solubilidade em agua (20 °C) de 64,2 g/100 mL, solubilidade em etanol
de 1,2 g/100 mL e solubilidade em metanol de 6,0 g/100 mL (HYVONEN, et al.
1982).

O sabor do xilitol é doce e refrescante, semelhante ao mentol. Esta
peculiaridade é devida ao calor especifico negativo da solucdo (-34,8 cal/g),
caracteristica também notada em outros polidis, embora em menor grau.

Quanto ao poder edulcorante, o xilitol é comparado a sacarose, sendo 2,4



vezes mais doce que o manitol e 2 vezes mais doce que o sorbitol, podendo
variar com o pH, concentracédo de sais e temperatura (EMODI, 1978).

Xilitol ndo pode ser considerado um adocante ndo calérico, pois seu
conteudo energético (4 Kcal/mol) é similar ao da glicose, frutose ou sacarose.
Contudo, contribui pouco na formacdo de tecidos gordurosos quando
comparado a outros acucares, sendo entdo, indicado na dieta de obesos (MANZ
et al., 1973; van EYS et al., 1974). Além disso, seu uso por diabéticos é de
grande importancia ja que o xilitol € metabolizado por vias independentes de
insulina (PEPPER e OLINGER, 1988; YLIKAHRI, 1979; AGUIAR, et al., 1999b).
Como produz apenas um leve aumento nos niveis de glicose e insulina na
corrente sangliinea, quando comparado as alteracdes causadas por glicose ou
sacarose, o xilitol € aplicavel em estados pds-traumaticos e pds-operatorios.
Nesses estados, ha excessiva secrecdo de hormobnios do estresse como
cortisol, catecolaminas, glucagon entre outros, que causam resisténcia a
insulina e impedem a utilizacdo eficiente da D-glicose (PARAJO et al., 1998a;
YLIKAHRI, 1979). Também pode ser utilizado no tratamento de outras
desordens metabdlicas como a deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase (MANZ et al., 1973).

Véarios autores observaram efeitos positivos do xilitol na reducdo de céries
dentérias (GRUNBERG et al., 1973; GRENBY et al., 1983; ASSEV et al., 1983).
Testes realizados por GRUNBERG et al.,1973, indicaram reducédo de 30% na
incidéncia de caries em ratos alimentados com sorbitol e manitol, e completa
eliminacdo da formacdo de caries nos animais cuja dieta continha xilitol. O
beneficio clinico do xilitol para a prevencdo de caries tem sido relatado em
diversos estudos com criancas e adultos voluntarios, nos quais o consumo de
xilitol foi associado a significativa reducédo de caries. Dependendo da dose e
frequéncia da administracdo de xilitol, esta reducdo varia entre 45 e 90%
(KANDELMAN e GAGNON, 1988). A propriedade anticariogénica do xilitol é
explicada pelo fato desta substancia ndo ser fermentada pelos microrganismos

da microbiota bucal — principalmente Streptococcus mutans — evitando a



formacdo de acidos que atacam o esmalte dos dentes (MAKINEN, 1979;
EMODI, 1978).

SCHEININ et al. 1975, realizando estudos com humanos, sugeriram que
além da reducdo de caries, o uso de xilitol leva a remineralizacdo das lesdes
cariogénicas iniciais do dente, jA que a saliva secretada durante e ap6s o
consumo de xilitol contém niveis mais elevados de ions célcio e fésforo.

Xilitol também vem sendo utilizado em nutricdo parenteral, onde utilizam-se
solu¢Bes nutritivas que fornecem energia (a base de glicose ou lipidios),
aminoacidos e sais minerais (TOUSTER, 1974; YLIKAHRI, 1979). Entretanto, a
administracdo de quantidades excessivas de glicose ao paciente, pode resultar
em hiperglicemia, coma hiperosmolar, diurese osmética e desidratacéo.
Portanto, seria necessaria a administracdo de insulina juntamente com a glicose
e monitoramento constante do nivel de glicose sangiliinea do paciente, pois seu
excesso acarretaria supressdo da gliconeogénese. Para solucionar este
problema, frutose e xilitol vem sendo sugeridos como substitutos da glicose na
nutricdo parenteral. No Japdo, Alemanha, e em outros paises europeus, a
utilizacdo do xilitol na nutricho parenteral tem sido amplamente aceita
(TOUSTER, 1974).

O consumo de xilitol na forma de xarope ou goma de mascar por criancas,
foi considerado efetivo na prevencdo de otites, diminuindo a necessidade de
tratamentos com antimicrobianos (UHARI et al., 2001). Xilitol inibiu o
crescimento de Streptococcus pneumoniae e impediu a ligacdo de
pneumococos e Haemophilus influenzae nas células nasofaringeas em estudo
realizado por UHARI et al., 2001. Em dois tratamentos clinicos, xilitol foi
eficiente na prevencédo de otite média aguda com uma dose diaria de 8,4a 10 g
divididas em cinco doses.

MATILLA et al. (1998) demonstraram que dietas suplementadas com 10%
de xilitol foram eficientes para manter a constituicdo mineral dos 0ssos de ratas
cujos ovarios foram retirados. O resultado sugere que o xilitol protege contra
osteoporose causada pela auséncia de producdo de estr6geno pelos ovarios,

situacdo semelhante a que ocorre em mulheres na menopausa.



Xilitol também é utilizado na prevencéo de infeccdo pulmonar em pacientes
com fibrose cistica, uma vez que pode reforcar o sistema de defesa natural do
organismo, atrasando ou prevenindo o estabelecimento das infec¢des
bacterianas (ZABNER et al., 2000).

Na industria de alimentos, o xilitol é utilizado no processamento de balas,
caramelos, confeitos, chocolates, sorvetes, geléias, marmeladas, bebidas, etc.
Devido a auséncia de grupos aldeidos ou cetdnicos em sua molécula, o xilitol
ndo participa das reacdes do tipo Maillard. Essas reacdes sdo responsaveis pelo
escurecimento do produto e reducdo do valor nutricional de proteinas o que €
indesejavel em alguns produtos processados a elevadas temperaturas. O xilitol
pode também substituir a lactose em alguns alimentos, podendo ser utilizado

por individuos intolerantes a lactose (SILVA et al., 1993).

2.3. Obtencao do Xilitol

Xilitol ocorre amplamente na natureza, sendo encontrado em plantas, frutas
e sementes ou como intermedidrio normal do metabolismo de carboidratos em
mamiferos, entretanto a extracdo de xilitol a partir de tais fontes ndo é
econdmica devido ao alto custo do processo e ao baixo rendimento (EMODI,
1978). Em grande escala, xilitol € geralmente produzido por reducdo quimica da
xilose derivada principalmente de hidrolisados de madeiras (FIGURA 1). O
processo convencional de producdo de xilitol inclui quatro etapas: hidrolise
acida do material da planta, purificacdo do hidrolisado, hidrogenacdo da xilose a
xilitol e cristalizacdo do xilitol. A pioneira na producdo comercial de xilitol por
processo quimico foi a Finnish Sugar Co. Ltd., em Helsinque, Finlandia, com
capacidade de producédo acima de 3.000 toneladas de xilitol por ano (HYVONEN
et al., 1982).

A producdo microbiana de xilitol é mais vantajosa quando comparada a
obtencédo por processo quimico por ser conduzida em condi¢Bes de temperatura
e pressao mais brandas além de apresentar custos de separacdo e purificacdo

mais baixos e menor impacto ambiental (AGUIAR et al., 1999a). A conversao
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biotecnoldgica de xilose em xilitol pode ser realizada por diferentes bactérias,
fungos, leveduras ou enzimas purificadas desses microrganismos. Os estudos
indicam que as leveduras sdo melhores produtoras de xilitol do que os fungos e
as bactérias (WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998). Dentre as leveduras ja
estudadas, as espécies Candida guilliermondii, Pachysolen tannophilus e
Debaryomyces hansenii destacam-se como as melhores produtoras de xilitol
(CONVERTI et al., 1999).

Existem duas rotas metabdlicas para a utilizacgdo de xilose por
microrganismos. Em procariotos, a primeira etapa do metabolismo envolve a
inducdo da enzima responsavel pela isomerizacdo de xilose em xilulose
(FIGURA 2). A seguir, xilulose é fosforilada a xilulose-5-fosfato entrando na via
das fosfopentoses (GONG et al., 1983).

Z SOLUCAO DE
HIDROLISE DE PENTOSES = PURIFICACAO FINAL
MATERIASPRIMAS || TROCAIONICA ——| F pEMOCAO DA COR

RICAS EM XILANA

SOL UQAO DE PENTOSE PURIFICADA i
»| HIDROGENACAO
SOLUGAO
DE SOLUCAO DE
v XILITOL POLIOIS
iaroe <] FRACIONAMENTO v
DE PENTOSES E CRISTALIZACAO FRACIONAMENTO
xArRoPEDE 4—| ECRI STALIZACAO
POLIOIS _
v !
XILOSE XILITOL
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FIGURA 1 — Producdo de xilose e xilitol (adaptado de HYVONEN et al.,
1982).

Em leveduras, prevalece a via de oxidacdo-reducdo de xilose a xilitol
(FIGURA 2).

Conversao por bactérias

XILOSE ISOMERASE

NADPH + H NADP* NAD* NADH + H

XILOSE |—M___, |XILITOL i \V/j > " D-XILULOSE "
XILOSE XILITOL

REDUTASE DESIDROGENASE A

XILULOSE

Conversao por fungos filamentosos . ADP<] QUINASE

VIA DAS PENTOSES
FOSEATO < " D-XILULOSE-5P "

v v

REACOES NAO CICLO OXIDATIVO
OXIDATIVAS (REGENERACAO
(CONVERSAO DE DE NADPH)

PENTOSES FOSFATO
EM TRIOSES E
HEXOSES FOSFATO

PARNAS

-02 " PIRUVATO | +02 CICLO DOS ACIDOS
ETANOL + CO TRICARBOXILICOS
ax>

NAD* NADH ¢

VIA EMBDEN-MEYERHOFF- ||

CADEIA DE TRANSPORTE DE
ELETRONS (REGENERACAO DE NAD")

Figura 2 — Metabolismo de xilose em leveduras (adaptado de PARAJO et al.,
1998a).

Nessas reacdes, a xilose é reduzida a xilitol pela enzima xilose redutase

(E.C.1.1.1.21) NAD(P)H.H" dependente. A seguir o xilitol ¢ oxidado a xilulose
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pela enzima xilitol desidrogenase (E.C.1.1.1.9) NAD(P)" dependente. A xilulose
formada é fosforilada a xilulose 5-fosfato, que pode ser convertida em piruvato
através da conexdo da via das fosfopentoses com a via Embden-Meyerhof-
Parnas (HAHN-HAGERDAL et al., 1994).

O acumulo de xilitol na célula e sua posterior excrecdo para o meio, estao
relacionados a regeneracdo de NAD(P)H (BARBOSA et al.,, 1988). Naquele
estudo, BARBOSA et al. (1988) verificaram que através da via da pentose
fosfato ocorre oxidacdo completa de 1 mol de glicose-6-fosfato a CO, gerando
12 moles de NAD(P)H a partir de NAD(P)™. Assim, o metabolismo da xilose em
leveduras atua em ciclo, assegurando a regeneracdo do NAD(P)H necessario a
conversao de xilose em xilitol. A levedura catabolisa apenas quantidade de
xilitol suficiente para a producédo de glicose-6-fosfato necessaria 8 manutencao
do ciclo (BARBOSA et al., 1998; SILVA et al., 1998).

2.4. Fatores que Afetam a Bioconversao de Xilose em Xilitol

Diversos fatores afetam a producéo de xilitol por processos microbiolégicos
destacando-se a concentracdo de xilose, aeracdo, pH, temperatura, fonte de
nitrogénio, presenca de acucares, metanol e biotina (NIGAM e SINGH, 1995).

Altas concentragfes de xilose favorecem a sua utilizacdo pelas leveduras e
consequentemente, aumentam a producao de xilitol (SILVA et al., 1998; NIGAM
e SINGH, 1995). Para a maioria das leveduras, a concentragdo inicial de D-
xilose entre 100 e 200 g L™* aumenta o rendimento de xilitol (WINKELHAUSEN e
KUZMANOVA, 1998). Entretanto, esses valores variam de acordo com a espécie
de levedura utilizada. Quando IKEUCHI et al. (1999), variaram a concentracao
inicial de D-xilose de 50 a 300 g L™, a producdo méaxima de xilitol (173 g L™) foi
obtida com 200 g L™* de D-xilose. Entretanto, para Candida tropicalis KFCC-
10960, concentracdes de D-xilose acima de 150 g L™, inibiram a producéo de
xilitol havendo aumento na fase lag de crescimento e reduc¢éo na produtividade

volumétrica de xilitol (OH e KIM, 1998).
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A aeracdo também € condicdo experimental importante para a
determinacdo do acumulo de xilitol na cultura, embora sua influéncia ainda néo
seja bem compreendida (WINKELHAUSEN e KUZMANOVA, 1998). Sob
condi¢bes totalmente aerdbias, xilitol ndo é produzido. Por outro lado, as
respostas das leveduras em condi¢bes anaerdbias indicaram que o oxigénio é
requerido para o metabolismo de xilose. NOLLEAU et al., 1995, investigaram a
habilidade de C. guilliermondii e C. parapsilosis em converter xilose a xilitol sob
diferentes taxas de transferéncia de oxigénio. Naquelas condi¢des o oxigénio foi
importante para otimizar a producéo de xilitol, sendo essencial para assimilacdo
de xilose: quando as culturas de C. guilliermondii e C. parapsilosis cultivadas
aerobicamente foram trocadas por condicdes anaerdbias, a concentracdo de
xilose permaneceu em nivel constante e todas as atividades metabdlicas
pararam imediatamente.

O valor 6timo do pH inicial depende da levedura e do meio empregado no
processo (PARAJO, et al., 1998a). Em condicdes ndo controladas, o pH diminui
durante a fermentacédo e, portanto sob tais condi¢cdes os valores do pH inicial
tém de ser mais altos do que sob condi¢des controladas. Quando C. boidinii foi
cultivada em condi¢cdes ndo controladas, o pH inicial que resultou no maior
rendimento de xilitol foi 7 (VANDESKA et al., 1995; VONGSUVANLERT e TANI,
1989). Entretanto, sob condi¢des controladas, o melhor pH para a bioconverséo
foi 5,5 (VANDESKA et al.,, 1995). FELIPE (1994) cultivou C. guilliermondii
FT20037 em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-aglcar e nao
constatou producdo de xilitol em pH inferior a 4,6, obtendo melhor rendimento
em pH 5,3. Entretanto, quando SILVA (1994) cultivou a levedura FT 20037 em
meio semi-sintético houve a producao de xilitol mesmo quando o pH foi inferior
a4,6.

A temperatura tem efeito significativo no crescimento, metabolismo,
viabilidade e capacidade fermentativa de leveduras (GONG et al., 1983). As
temperaturas Otimas de crescimento para leveduras estdo entre 20 e 30 °C,
embora algumas espécies crescam dentro de uma faixa de 0 a 47 °C. A

conversdao de xilose a xilitol parece ser estimulada pelo aumento da
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temperatura (BARBOSA et al., 1988). Du PREEZ et al., 1986, verificaram maior
producédo de xilitol por C. shehatae quando a temperatura foi aumentada de 22
para 36 °C. Esse efeito foi também observado em C. guilliermondii, onde a
concentragdo méaxima acumulada de xilitol (23 g L) e a maior velocidade
especifica de crescimento (0,78/h) ocorreram em temperaturas de 30 ou 35
oC, respectivamente (BARBOSA et al., 1988).

A presenca de glicose pode reprimir a atividade da xilose redutase (XR) que
€ a enzima envolvida na conversdo de xilose a xilitol, resultando
conseqiientemente em baixa producéo de xilitol (PARAJO et al., 1998). Quando
WALTHER et al. (2000) estudaram a influéncia de agucares hemicelulésicos na
conversdo de xilose a xilitol por C. tropicalis, verificaram que a presenca de
glicose no meio levou a intenso crescimento da levedura sem que houvesse o
consumo de xilose e formacéo de xilitol. O transporte de xilose em C. tropicalis
foi reprimido e a producéo de etanol inibiu a formacéo de xilitol.

ROBERTO et al. (1994) observaram aumento nas taxas de transporte de
xilose em ensaios de bioconversdo de hidrolisados realizados com inéculos que
proporcionaram altas concentracfes de células. O uso de alta densidade de
células aumentou a produtividade volumétrica (Qp) e superou (pelo menos em
parte) o efeito toxico de inibidores presentes no hidrolisado. Quando FELIPE et
al., 1996, utilizaram uma concentracdo inicial de células de 3 g L™, o efeito
inibitério do acido acético presente no hidrolisado de Eucalyptus em C.
guilliermondii foi superado e houve aumentos na produtividade volumétrica (0,1

a 0,16 g L h™) de xilitol e no consumo de xilose.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia de
Microrganismos/BIOAGRO, Departamento de Microbiologia da Universidade

Federal de Vigosa.

3.1 — Obtencédo e Preparo do Hidrolisado Hemicelulésico de Casca

de Semente de Algodao

A casca de semente de algoddo foi fornecida pela Industria de Oleos
Vegetais do Grupo Maeda (Itumbiara, GO), que possui capacidade de
processamento de 120 mil toneladas de caroco de algodéo por ano.

Antes de proceder a hidrélise &cida, a casca de semente de algodao foi
mantida em estufa a 70 ©C/24h, para remocdo do excesso de umidade,
facilitando a moagem. A casca de semente de algodao foi submetida a moagem
com malha de 1 mm. Tanto as cascas de algoddo moidas quanto as cascas sem
moer (controle) foram submetidas a hidrélise, na proporcdo de 1 g de casca
para 10 mL de HCI 0,3 N, em frascos erlenmeyers, sendo entdo submetidas a
pressdo de vapor de 1 Kgf/cm?, por 20 minutos, a 121 °C. Apés a realizacdo da

hidrélise acida, foi adicionado carvao ativado na propor¢do de 0,5 g para cada
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10 mL de hidrolisado. A seguir, os hidrolisados foram filtrados a vacuo, em filtro
de porcelana, com papel Whatman n° 42, armazenados em frascos escuros e
congelados (-20 ©C). O pH dos hidrolisados foram ajustados para 6,0 com
solucdo 1 N de KOH.

Na etapa de avaliacdo da concentracdo de xilose foi utilizado apenas o
hidrolisado de casca de semente de algoddo moida. O hidrolisado foi
concentrado cerca de 5 vezes em rotavapor a 70 °C, sendo em seguida tratado

com carvao ativado, conforme descrito acima.

3.2 — Triagem das Leveduras

3.2.1 - Microrganismos

Foram utilizadas as leveduras 1.55; 1.71; 2.64; 2.80 e Debaryomyces
hansenii UFV-170 isoladas de ambiente de laticinios e selecionadas como boas
produtoras de xilitol em meio sintético por SAMPAIO (2001), na Universidade
Federal de Vicosa. A levedura Debaryomyces hansenii UFV-170 foi identificada
no Centraalbureau Voor Schimmelcultures, Yeast ldentification Service, Utrecht,

Holanda.

3.2.2 - Manutencéao da Cultura

As leveduras foram mantidas em estoque a — 80 °C em meio YPD com a
seguinte composi¢cdo em gramas por litro: extrato de levedura 10; peptona 20;
glicose 20. Ao meio YPD foram acrescentados 20% de glicerol. A cultura
estocada foi ativada em meio mineral (MM) com a seguinte composicdo em
gramas por litro: KH,PO,4 6,8; KoHPO,4 3,4; (NH4).SO4 1,0, MgSO,47H,0 1,1. A
este meio foi adicionado extrato de levedura na concentracdo final de 0,06%
(p/v) e xilose a 1% como fonte de carbono (meio completo). Para estoque, foi
adicionado ao meio completo 2% de agar-agar. As culturas foram incubadas a
30 °C por 24 h. As culturas estoques foram mantidas a 4 °C. Esse estoque foi

repicado semanalmente e utilizado para padronizacéo do inéculo.
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3.2.3 — Producéao e Padronizacao do In6culo

Para a producdo do indculo de leveduras, as culturas estocadas nas placas
foram ativadas em meio completo. As culturas foram incubadas a 30 °C por 24
h a 200 rpm. Apds esse periodo, as células foram separadas por centrifugacédo
a 4000 g, por 5 minutos, a 15 °C e ressuspendidas em 5 mL de agua
peptonada. Essa suspensdo foi utilizada para padronizacdo do in6culo
(densidade optica entre 0,08 e 0,1).

3.2.4 - Meio de Cultivo

Os microrganismos foram cultivados em meio completo adicionado de 50%
de hidrolisado de casca de semente de algoddo como fonte de carbono em
substituicdo a xilose. O meio de cultura foi esterilizado a 121 °C por 20
minutos. O hidrolisado de casca de semente de algodéo, extrato de levedura e
sulfato de magnésio foram autoclavados separadamente. O cultivo das
leveduras foi feito em frascos erlenmeyers contendo 25 mL do meio a 200 rpm,
30 °C por 96 h. Aliquotas de 1 mL foram retiradas a cada 24 h durante 96 h. As
amostras foram centrifugadas a 8176 g durante 2 minutos em microcentrifuga
(SORVAL MC 12V). Apé6s centrifugacdo, o sobrenadante foi congelado para
posterior analise em CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - HPLC). O
pellet foi transferido para cadinhos de papel aluminio e levados & estufa a 105

©C até peso constante para determinacdo da massa celular.

3.3 — Avaliacdo dos Parametros Reguladores da Bioconversao de
D-Xilose a Xilitol
3.3.1 — Determinacdo da Relacdao Massa Celular Seca Versus

Densidade Optica

A levedura Debaryomyces hansenii UFV-170 foi inoculada em 50 mL do

meio completo. Ap6s 16 h de cultivo a 30 °C, 200 rpm, as células foram
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separadas por centrifugacdo a 4000 g, por 5 minutos a 4 °C e ressuspendidas
em 5 mL de agua peptonada. Dessa suspensédo foram retiradas quatro aliquotas
de 1 mL para a determinacdo da massa seca a 105 °C até peso constante. Uma
amostra de 1 mL da suspensao foi utilizada para a realizagcdo das seguintes
diluicdes: 1 x 10%; 2 x 10%; 3 x 10%; 4 x 102, 5 x 102 e 6 x 10 em triplicata. A
regressdo linear entre densidade 6ptica e massa celular seca (g L™) foi utilizada
para determinar a massa celular seca correspondente a uma unidade de

densidade Optica.

3.3.2 — Avaliacdo da Concentracdo de D-Xilose e Aeracao por

Controle da Agitacéao

Foram avaliadas duas concentra¢cdes de D-xilose, utilizando o hidrolisado
concentrado trés e cinco vezes. Também foi utilizado o hidrolisado néo
concentrado como controle. Para o cultivo da levedura Debaryomyces hansenii
UFV-170 foi utilizado o meio de cultura completo variando-se a concentracéo do
hidrolisado de casca de semente de algodao, sendo que para o hidrolisado cinco
vezes concentrado, os componentes minerais foram adicionados diretamente na
solucdo. Concomitantemente foram avaliadas trés agitaces diferentes, 100, 200
e 300 rpm, com cultivo em shaker a 30 °C. As amostras foram coletadas nos
tempos 0, 24, 48, 72 e 96 horas.

3.4 - Métodos Analiticos

As amostras foram descongeladas e centrifugadas a 9893 g durante 5
minutos em microcentrifuga (SORVAL MC 12V). Aliquotas dos hidrolisados de
casca de semente de algoddo foram centrifugadas duas vezes. ApoOs
centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado em membrana 0,45 mm. As anélises
foram feitas por CLAE, utilizando as seguintes condi¢des: coluna BIO-RAD
aminex HPX-87H (370 x 7,8 mm), eluente H,SO4 0,01 N, fluxo de 0,7 mL min.™,

temperatura da coluna de 60 °C. As amostras foram diluidas quando
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necessario e foram injetados 20 nL da amostra para a andlise cromatogréfica.
Foram avaliadas as concentracdes de D-xilose, D-glicose, acido galacturbnico, D-
arabinose, xilitol, acido acético e etanol.

O crescimento foi estimado por medida da densidade Optica em
espectrofotometro (BECKMAN DU série 600) no comprimento de onda de 600
nm apés conversdo da massa celular seca (1 DO=0,550 g L™ de massa celular
seca). As amostras foram diluidas quando a densidade Optica ultrapassava o

valor de 0,6.
3.5 — Determinacéo dos Parametros de Producéo de Xilitol

Com base na concentracdo dos agucares e massa celular, foram calculados
0s parametros do processo de producédo de xilitol descritos a seguir:
- Produtividade Volumétrica (Q,) = quantidade de xilitol produzido (g L h™);
- Produtividade Especifica (gp) = quantidade de xilitol produzido (g L /
massa celular (g L) h;
- Rendimento (Yp/s) = quantidade de xilitol produzido (g) / quantidade de D-

xilose consumida (g).
3.6 — Delineamento Experimental

Os experimentos foram realizados com trés repeticdes sendo cada repeticdo
analisada em duplicata. Os resultados apresentados correspondem a média dos
valores experimentais. Cada parametro de producdo de xilitol foi avaliado
estatisticamente por analise de variancia no nivel de 5% de probabilidade pelo

teste F.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencéo e Caracterizagdo do Hidrolisado Hemicelulésico.

Quando a casca de semente de algoddo foi submetida a um processo de
hidrélise acida, o hidrolisado hemicelulésico obtido apresentou concentracdes
variadas de glicose, xilose, arabinose e &cido acético. O aspecto fisico da casca
de semente de algodado antes e apds a moagem € apresentado na FIGURA 1A. A
FIGURA 1B mostra o efeito do tratamento do hidrolisado de casca de semente de
algodao (HCA) com carvao ativado.

Xilose foi 0 agucar predominante nos HCA, sendo que a concentracdo obtida
foi de 3,77 g L™ no hidrolisado de casca de semente de algoddo sem moer
(HCASM) e 5,26 g L™ no hidrolisado de casca de semente de algoddo moida
(HCAM) (TABELA I).
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FIGURA 1 A — Casca de semente de algoddo sem moer e casca de
semente de algoddo moida

FIGURA 1B- Hidrolisado de casca de semente de algodao antes e apés
tratamento com carvao ativado

TABELA 1 — Caracterizagdo do hidrolisado hemiceluldsico da casca de semente

algodao
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COMPONENTES CONCENTRACAO (g L™)

HCASM HCAM
Acido galacturénico ND ND
Glicose 0,11 0,072
Xilose 3,77 5,26
Arabinose 0,30 0,26
Acido acético 0,59 0,53

HCASM - hidrolisado obtido da casca de semente de algodao sem moer
HCAM — hidrolisado obtido da casca de semente de algoddo moida
ND - N&o detectado

A concentracdo de xilose no HCAM foi 28,32% maior do que no HCASM. Os
acucares glicose e arabinose e o acido acético apresentaram baixas concentracdes
nos dois tipos de hidrolisados. Porém, as concentracfes desses componentes no
HCASM foram maiores (glicose 34,54%; arabinose 13,3%; &cido acético 10,16%) do
gue as concentragcfes encontradas no HCAM. O acido galacturénico nao foi detectado

em nenhum dos dois tipos de hidrolisados.

4.2- Triagem das Leveduras para Producédo de Xilitol a partir do

Hidrolisado de Casca de Semente de Algodéao

Para a triagem foram utilizadas cinco leveduras 1.55 ; Debaryomyces hansenii
UFV-170 ; 1.71 ; 2.64 e 2.80 isoladas de ambiente de laticinios, consideradas boas
produtoras de xilitol em meio sintético (SAMPAIO, 2001). Todas as leveduras que
produziram xilitol apresentaram pico de producdo maxima de xilitol apés 24 horas de
cultivo em meio completo. Culturas incubadas por mais de 24 h consumiram
completamente a xilose e passaram a metabolizar o xilitol. A levedura 2.80 cresceu

em meio completo, mas nédo produziu xilitol em concentragdes significativas (TABELA

).
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TABELA 11 - Produtividade volumétrica (Qp), produtividade especifica (gp) e
rendimento (Y,s) apos 24 h de cultivo em hidrolisado de casca de semente de

algodao e meio completo a 200 rpm e 30 °C.

Levedura Xilitol Qp dp Yors
(gL (gL' h™ (g™ h™ (gg™
HCAM  HCASM HCAM HCASM HCAM HCASM HCAM HCASM
1.55 1,78 1,11 0,07 005 0,02 0,01 0,40 0,17
UFV-170* 1,86 1,79 007 005 002 0,01 0,43 0,28
1.71 1,97 1,30 0,07 004 0,02 0,02 049 0,19
2.64 1,59 1,23 0,06 004 001 001 0,36 0,22
2.80 ND ND ND ND ND ND ND ND

HCAM — Hidrolisado de casca de semente de algoddo moida
HCASM — Hidrolisado de casca de semente de algoddo sem moer
ND - N&o detectado

* Debaryomyces hansenii UFV-170

De acordo com as andlises estatisticas ndo houve diferengas significativas
entre os resultados no nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Os valores apresentados na TABELA Il indicam que a maior produgéo de xilitol
foi obtida com o HCAM. As produtividades volumétricas (Q,) no HCAM foram
aproximadamente 42% (levedura 1.71), 33% (levedura 2.64) e 28% (leveduras 1.55
e Debaryomyces hansenii UFV-170) superiores aos valores encontrados no HCASM. A
produtividade especifica (qp) do HCAM foi 50% superior a pr odutividade especifica do
HCASM, exceto para a levedura 1.71 que apresentou a mesma produtividade
especifica para os dois tipos de HCA. O rendimento (Y,s) foi superior no HCAM para
todas as leveduras, sendo aproximadamente 57% (levedura 1.55); 35% (levedura
Debaryomyces hansenii UFV-170); 61% (levedura 1.71) e 39% (levedura 2.64)
maior em relagdo ao HCASM.

N&o houve diferencas significativas nos valores de produtividade volumétrica
(Qp) tanto no HCAM quanto no HCASM para as leveduras testadas. A levedura 2.64

crescendo no HCAM apresentou valores de produtividade volumétrica (Qp) e de
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produtividade especifica (qp) inferiores aos das demais leveduras. No HCASM, a
produtividade volumétrica das leveduras 1.71 e 2.64 foi inferior a produtividade
volumeétrica (Qp) das demais leveduras, entretanto, a produtividade especifica (g,) da
levedura 1.71 foi superior aquela observada para as outras leveduras testadas. A
levedura 1.71 foi a que apresentou melhor rendimento (0,49 g g*), seguida pela
levedura Debaryomyces hansenii UFV-170 (0,43 g g'). Quando os valores de
produtividade volumétrica e rendimento (Y,ss) foram comparados ao estudo realizado
por SAMPAIO (2001), no qual as leveduras foram cultivadas em meio sintético,
observou-se uma reducdo nos valores de xilitol produzido, produtividade volumétrica
(Qp) e rendimento (Yps). No entanto, a levedura 1.71 apresentou maior rendimento

no HCA do que no estudo realizado por SAMPAIO, 2001 (TABELA 111).

Tabela 111 — Comparacdo dos parametros de producao de xilitol para leveduras

cultivadas em meio sintético e no hidrolisado de casca de semente de algodao.

Levedura Xilitol (g L™) Qu(gLth™) Yors (@07

SAMPAIO Este SAMPAIO Este SAMPAIO Este
(2001) trabalho (2001) trabalho (2001) trabalho

1.55 4,26 1,78 0,18 0,07 0,40 0,40
UFV-170* 5,84 1,86 0,24 0,07 0,54 0,43
1.71 4,94 1,97 0,21 0,07 0,47 0,49
2.64 4,70 1,59 0,20 0,06 0,44 0,36
2.80 5,01 ND 0,21 ND 0,47 ND

- ND - N&o detectado
* Debaryomyces hansenii UFV-170

A levedura Debaryomyces hansenii UFV-170, que apresentou melhor producéo
de xilitol em meio sintético (SAMPAIO, 2001), foi selecionada para avaliar-se 0s
efeitos da concentragdo de D-xilose do HCA e da aeragdo na producédo microbioldgica

de xilitol.
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4.3 — Efeito da Concentracdo de D-Xilose e do Nivel de Aeracao pelo

Controle de Agitacao

A concentracdo de D-xilose e aeracdo foram avaliadas no hidrolisado de casca
de semente de algoddo moida, ja que este substrato resultou nos melhores
parametros de xilitol na etapa de triagem. A levedura Debaryomyces hansenii UFV-
170 cresceu no HCA cinco vezes concentrado, embora ndo tenha sido observada a
producdo de xilitol. Os resultados médios de produtividade volumétrica,
produtividade especifica e rendimento estdo apresentados na TABELA IV.

No HCA nao concentrado, os melhores resultados de producédo de xilitol foram
obtidos apd6s 24 h de cultivo da levedura, quando observaram-se valores 45%
maiores de produtividade volumétrica (Q,), 86% maiores de produtividade especifica
(gp) e 44% maiores de rendimento (Yps) do que aqueles encontrados apos 48 h de
cultivo. Apés 72 h de incubacdo a levedura ja havia consumido todo o xilitol
produzido. A agitacdo de 100 rpm proporcionou melhores resultados do que as
agitacdes de 200 e 300 rpm. As produtividades volumétrica e especifica na agitacéo
de 100 rpm foram 36% e 28% maiores, respectivamente, do que os valores
maximos obtidos na agitacdo de 300 rpm. O rendimento na agitacdo de 100 rpm foi
32% superior ao maior rendimento obtido na agitacdo de 300 rpm.

No HCA trés vezes concentrado a xilose somente foi completamente
consumida apés 72 h de cultivo, coincidindo com o pico de producdo maxima de
xilitol. A produtividade volumétrica (Qp) aumentou 266% entre os cultivos de 24 e 48
h e 245% entre os cultivos de 48 e 72 h. ApG6s 96 h de cultivo, a produtividade
volumeétrica (Qp) diminuiu 39%. A produtividade especifica (qp) foi a mesma para

os tempos de 24 e 48 h, aumentando apds 72 horas de cultivo.
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TABELA 1V — Valores dos parametros de producdo de xilitol apresentados pela
levedura Debaryomyces hansenii UFV-170, cultivada em HCA com diferentes

concentracfes de xilose e niveis de agitacéo, a 30 °C.

HCA nao concentrado HCA trés vezes concentrado

Qp(gL*h™) 100rpm 200rpm 300 rpm 100 rpm 200 rpm 300 rpm

24 h 0,11 0,09 0,07 0,03 0,01 0
48 h 0,06 0,05 0,04 0,11 0,18 0,23
72 h <0,01  <0,01  <0,01 0,38 0,28 0,15
96 h 0 0 0 0,23 0,15 0,06

dp(@gg™h™)
24 h 0,07 0,06 0,05 0,01 <0,01 0
48 h 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
72 h <0,01  <0,01  <0,01 0,02 0,01 <0,01
96 h 0 0 0 <0,01 <001  <0,01

Yors (907)
24 h 0,52 0,44 0,35 0,06 0,03 0
48 h 0,29 0,26 0,19 0,21 0,28 0,35
72 h 0,03 <0,01 0,01 0,56 0,39 0,14
96 h 0 0 0 0,32 0,21 0,09

O rendimento de xilitol (Yps) obtido com HCA trés vezes concentrado
aumentou 250% entre os cultivos de 24 e 48 h e 166% entre os cultivos de 48 e 72
h. Apés 96 h de cultivo, o rendimento (Yps) diminuiu 57%. Os maiores valores de
producédo de xilitol foram obtidos com a agitacdo de 100 rpm e os menores foram na
agitacdo de 300 rpm. Comparando-se o0s valores méaximos de produtividade
volumétrica (Qp), verificou-se que ha uma diferenca de 153% entre os valores
obtidos nas agitacbes de 100 e 300 rpm. A produtividade especifica (gp) € 0
rendimento (Yps) também foram maiores na agita¢éo de 100 rpm.

As analises estatisticas foram realizadas por analise de variancia através do
teste F no nivel de 5% de probabilidade (APENDICE B). Ndo foram observadas

diferencas  significativas entre as repeticbes de cada experimento. Entre as
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concentracdes ha uma diferenca significativa no nivel de 5% de probabilidade, sendo
que os melhores resultados de rendimento e produtividade volumétrica foram
obtidos com HCA trés vezes concentrado. Os melhores resultados de produtividade
especifica foram obtidos com HCA ndo concentrado. Houve diferenca significativa no
nivel de 5% de probabilidade para combinagéo concentracdo e tempo, verificando-se
melhor resultado no intervalo de 72 horas para HCA trés vezes concentrado e no
intervalo de 24 horas para HCA ndo concentrado. Nao houve diferenca significativa
no nivel de 5% de probabilidade entre as agitacbes, nem entre os intervalos de
tempo. N@o houve diferenca significativa no nivel de 5% de probabilidade entre a
combinacédo de concentracdo e agitacdo e nem entre a combinacdo de agitacédo e
tempo. Em valores absolutos observa-se que a agitacdo de 100 rpm proporcionou
melhores resultados tanto no HCA ndo concentrado quanto no HCA trés vezes
concentrado.

A TABELA VI mostra comparagdo entre os resultados obtidos com diferentes
tipos de substratos e os valores 6timos obtidos com hidrolisado de casca de semente
de algoddo. A casca de semente de algoddo apresentou valores inferiores aqueles
obtidos com outros tipos de residuos, sendo 33% menor do que a maior
produtividade volumétrica (Q,) obtida com a palha de arroz e 29% menor do que o
maior rendimento (Y,s;) obtido com o bagaco de cana utilizado por ALVES, et al.
(1998). A produtividade volumétrica (Qp,) do HCA foi superior aos substratos bagaco
de cana e bagaco de sorgo avaliados por ROBERTO et al. (1991) e HEIKKILA et al.
(1992), respectivamente.

A andlise do consumo de xilose, producdo de xilitol e massa celular da
levedura Debaryomyces hansenii UFV-170 cultivada em hidrolisado de casca de
semente de algoddo ndo concentrado e concentrado trés vezes sob diferentes niveis
de agitacbes é apresentada nas FIGURAS 1 e 2. Observou-se que no hidrolisado nao
concentrado, o pico maximo de producdo de xilitol coincidiu com a completa
deplecdo de xilose apds 24 horas de cultivo. A producdo de xilitol acompanhou o
aumento da massa celular, porém o pico maximo de crescimento foi atingido quando

o xilitol havia sido parcialmente consumido pelas células.
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Tabela VI- Produtividade volumétrica (Qp) e rendimento (Y s) na obtencéo de xilitol

a partir de diferentes substratos

Matéria-prima Coédigo  Xilose

Qp

Yp/s

Referéncias

da (L™ (@L*hh (@gM
levedura
Bagaco de cana- A 48 0,52 0,79 Alvesetal., 1998
de-acucar
Bagaco de cana- A 45 0,23 0,48 Roberto et al., 1991
de-acucar
Palha de arroz A 117,39 0,57 0,72  Mussato et al., 2002
Palha de arroz A 45 0,56 0,69 Roberto et al., 1994
Bagaco de sorgo B 50 0,20 0,72  Heikkila et al., 1992
(citado por Roberto et al., 1994)
Farelo de cevada C 30 0,41 0,66 Cruz et al., 2000
Casca de semente D 17,6 0,38 0,56  Presente trabalho
de algodao

A= Candida guilliermondii FTI1 20037

C= Debaryomyces hansenii

B= Candida parapsilosis ATCC 28474

D= Debaryomyces hansenii UFV-170

No HCA trés vezes concentrado o pico maximo de producéo de xilitol coincidiu

com a deplecdo quase completa de xilose, todavia a producdo méaxima de xilitol

ocorreu somente apés 72 horas de cultivo, e a massa celular foi aproximadamente

365% maior do que aquela obtida com o hidrolisado n&o concentrado (FIGURA 2).
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Figura 1 — Massa celular (®), consumo de D-xilose (H) e producéo de xilitol (A) da levedura
Debaryomyces hansenii UFV-170 cultivada em hidrolisado de casca de semente de algoddo sem
concentrar, adicionado de meio mineral e extrato de levedura. O microrganismo foi cultivado
com agitacdes de 100 (A), 200 (B) e 300 rpm (C).
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Figura 2 — Massa celular (@), consumo de D-xilose (l) e producéo de xilitol (A) da levedura
Debaryomyces hansenii UFV-170 cultivada em hidrolisado de casca de semente de algodao trés
vezes concentrado, adicionado de meio mineral e extrato de levedura. O microrganismo foi
cultivado com agitacdes de 100 (A), 200 (B) e 300 rpm (C).
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5 — DISCUSSAO

A obtencdo de D-xilose a baixo custo € fator determinante para a viabilidade
econdmica da producédo de xilitol e de outros produtos de interesse industrial. A
xilana sendo o principal componente da fracdo hemiceluldsica de madeiras duras e
residuos agricolas, pode ser hidrolisada enzimaticamente ou quimicamente,
fornecendo como principal produto D-xilose (AGUIAR, et al., 1999a).

A casca de semente de algoddo, residuo da induastria algodoeira, ao ser
submetida a hidrélise acida, apresentou como principal componente D-xilose. Outros
hidrolisados de residuos como o bagaco de cana-de-agucar (SILVA, 2001), palha de
arroz (MUSSATO et al.,, 2002) e farelo de cevada (CRUZ et al., 2000) também
apresentaram D-xilose como principal componente apés hidrélise acida.

A eficiéncia de obtenc@o de D-xilose a partir da hidrélise acida da casca de
semente de algoddo foi em torno de 5%. A eficiéncia da hidrélise pode ser
melhorada levando-se em consideracdo que a casca de semente de algoddo possui
30% de pentosanas e que a hidrélise foi realizada apenas com acido cloridrico.
Testes de hidrdlise utilizando diferentes concentracdes de acido cloridrico ou de acido
sulfarico poderiam definir quais as melhores condicdes de hidrélise para maior
obtencdo de D-xilose. Considerando-se o maior rendimento de xilitol obtido neste

trabalho (0,56 g g*) a quantidade de D-xilose obtida e a producéo anual estimada de
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casca de semente de algodao no Brasil (100.000 toneladas), poderia-se obter cerca
de 2.950 toneladas/ano de xilitol.

O maior conteudo de D-xilose encontrado no hidrolisado de casca de semente
de algoddo moida (HCAM) em relacdo ao hidrolisado de casca de semente de
algoddo sem moer (HCASM), pode ser atribuido a etapa de moagem. O processo de
moagem proporciona a reducdo do tamanho das particulas da casca de semente de
algoddo, aumentando a é&rea superficial para a hidrdlise, resultando na melhor
degradacao dos componentes da casca e consequente liberagdo de D-xilose.

As baixas concentragbes de D-glicose encontradas nos dois tipos de
hidrolisados de casca de semente de algoddo podem favorecer o processo de
obtencdo de xilitol. Glicose parece reprimir xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XDH), as principais enzimas envolvidas no processo de conversao de
xilose a xilitol. As atividades das enzimas XR e XDR aumentaram quando GIRIO et al.
(2000) cultivando Debaryomyces hansenii, substituiram glicose por xilose, como
fonte de carbono, no meio de cultivo. Entretanto, os relatos dos efeitos da presenca
de glicose nos hidrolisados hemicelulésicos sdo conflitantes (SILVA et al., 1998).
Quando YAHASHI et al. (1996) testaram o efeito da D-glicose na producdo de xilitol
em Candida tropicalis, os melhores resultados foram obtidos com a utilizag&o
simultanea de xilose e glicose no meio de cultura. Naquele estudo observou-se que a
glicose estimulou o0 acimulo de massa celular e aumentou o rendimento de xilitol.

Os melhores resultados de producdo de xilitol obtidos com o HCAM podem
estar associados & maior concentracdo de D-xilose e menores concentragdes de D-
glicose quando comparados ao HCASM.

Na etapa de triagem, a levedura 2.80 cresceu no meio completo, atingindo
valores de massa celular comparaveis as demais leveduras testadas, mas a p roducao
de xilitol por esta levedura foi insignificante. Explicacdo possivel seria a utilizacdo do
xilitol para o crescimento da levedura num intervalo de tempo menor do que 24 h.
Estes dados indicam que a composi¢cdo do HCA (hidrolisado de casca de semente de
algoddo) ndo afetou o crescimento da levedura 2.80, mas interferiu com o
metabolismo de xilitol na célula. E importante notar que a levedura 2.80 foi

considerada boa produtora de xilitol em meio sintético por SAMPAIO, 2001.
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As demais leveduras da triagem cresceram no HCA e produziram
concentragcbes semelhantes de xilitol. Embora a producéo de xilitol tenha sido inferior
aquela obtida com outros residuos agroindustriais, as leveduras foram capazes de se
adaptar ao HCA e metabolizar a xilose presente. Todas as leveduras testadas
apresentaram menor producdo de xilitol quando comparadas ao trabalho de
SAMPAIO (2001), que utilizou meio de cultura sintético (TABELA I111). As maiores
diferencas relativas as produtividades, refletem a menor producédo de xilitol p or hora.
Tal fato pode ser explicado pela diferenca na composi¢cdo dos meios. SAMPAIO, 2001
obteve seus resultados em meio sintético contendo 10,73 g L™ de D-xilose. O HCAM
continha apenas 5,26 g L™ de D-xilose, além da possibilidade da presenca de outros
produtos de hidrélise que podem comprometer a bioconversdo. Entretanto, os
valores de rendimento obtidos foram bastante semelhantes aqueles obtidos em meio
sintético indicando a boa adaptacédo das leveduras ao HCA bem como a manutengéo
da capacidade destes microrganismos de converter xilose em xilitol. A levedura
Debaryomyces hansenii UFV-170 produziu mais xilitol no HCA trés vezes concentrado
(17,6 g L™ de D-xilose) do que no HCA n&o concentrado (5,26 g L™) indicando que o
aumento na concentracao inicial de D-xilose favoreceu a bioconversao.

MEYRIAL et al.,, 1991, avaliaram a fermentacdo em C. guilliermondii com
concentracdes de D-xilose variando de 10 g L™* a 300 g LY. O aumento na
concentragao inicial de D-xilose resultou no aumento correspondente da producéo de
xilitol, sendo que os melhores resultados foram obtidos com 300 g L™. Resultados
semelhantes foram obtidos por IKEUCHI et al., 1999, trabalhando com Candida sp
559-9, onde observou-se maxima producdo de xilitol quando a concentracdo de
xilose foi de 200 g L™. Entretanto, SILVA et al., 1999, demonstraram que aumentos
na concentracdo de D-xilose de 60 para 120 g L™ reduziram drasticamente a
producdo de xilitol em C. guilliermondii. Tal reducdo foi atribuida a efeitos
osmofilicos, repressdo das enzimas que metabolizam D-xilose e a presenca de
substancias inibitérias no hidrolisado hemicelulésico. A pressao osmética exercida por
concentracdes de xilose acima de 300 g L™ pode interferir com a producéo de
xilitol (SILVA et al., 1998).

34



Neste trabalho observou-se aumento no tempo de cultivo para producgéo
maxima de xilitol quando o HCA foi concentrado. Entretanto, a concentracdo de
xilose no HCA trés vezes concentrado e cinco vezes concentrado ficou abaixo
daquelas consideradas inibitérias por outros autores. Quando SAMPAIO (2001)
aumentou a concentracdo inicial de D-xilose para 98,4 g L™, foi observado um
aumento de 60 horas no tempo de consumo total de D-xilose pela levedura
Debaryomyces hansenii UFV-170. IKEUCHI et al. (1999) também observaram
aumento no periodo de fermentagdo para obter producdo maxima de xilitol quando
cultivaram Candida sp 559-9 com 300 g L™ de D-xilose.

O incremento da massa celular com o aumento do indculo inicial poderia
reduzir o tempo de cultivo de 72 horas para producdo méaxima de xilitol no HCA trés
vezes concentrado. Efeito semelhante poderia ser obtido com a utilizacdo de células
adaptadas ao hidrolisado. Segundo PARAJO et al. (1998) essas estratégias podem
melhorar a bioconversao de hidrolisados hemiceluldsicos por leveduras.

Nos dois tipos de HCA utilizados neste trabalho, o processo de conversao de
xilose a xilitol foi associado ao crescimento, indicando que a producao de xilitol e o
crescimento celular ocorreram simultaneamente (FIGURAS 4 e 5).

Os resultados dos parametros de producdo de xilitol analisados
estatisticamente demonstraram que a maior produtividade volumétrica (Q,) e o
melhor rendimento (Y,s) foram obtidos com HCA trés vezes concentrado apos 72
horas de cultivo, sendo novamente compativel com o favorecimento da conversao de
xilitol pelo aumento na concentragéo de D-xilose.

O valor de produtividade especifica foi melhor no HCA néo concentrado, onde
ocorreu uma menor producdo de massa celular em relagdo ao HCA trés vezes
concentrado. Esse resultado difere de estudos que demonstram uma correlacédo
entre o acumulo de xilitol como consequéncia da reducao de oxigénio provocada por
altas densidades de células em substratos concentrados (SILVA et al., 1998). A partir
do mesmo numero de células no indculo inicial, pode-se observar um maior
incremento de massa celular no HCA trés vezes concentrado e menor eficiéncia de
conversao. A presenca de outros compostos no HCA trés vezes concentrado podem

ter exercido efeitos osmofilicos, interferindo negativamente no metabolismo
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microbiano. As enzimas responsaveis pelo metabolismo da D-xilose também podem
ter sofrido repressdo por concentracdo de produtos indesejaveis presentes no HCA
trés vezes concentrado.

Um dos maiores problemas na fermentacéo dos hidrolisados hemiceluldsicos é
a presenca de compostos toxicos liberados da estrutura lignocelulésica durante o
processo hidrolitico ou resultantes da degradacdo de agucar. Esses compostos
toxicos sdo na maioria das vezes furfural, 5-hidroximetilfurfural, cido acético, &cido
siringico, acido p-hidroxibenzéico, vanilina que inibem o crescimento microbiano e a
atividade fermentativa das leveduras (SILVA et al., 1998; OLSSON e HAHN-
HAGERDAL, 1996).

A auséncia de producédo de xilitol pelo uso do substrato (HCA) cinco vezes
concentrado sugere aumento substancial de compostos que afetaram a
bioconversdo. Quando a concentracdo de D-xilose € aumentada por evaporacao,
ocorre aumento simultineo na concentracdo de outros compostos ndo-volateis,
alguns deles causando inibicdo do metabolismo microbiano e redugéo no crescimento
celular e rendimento dos produtos (WATSON et al., 1984; PALMQVIST et al., 1996;
OLSSON E HAHN-HAGERDAL, 1996). Os efeitos osmofilicos causados pelo aumento
da concentracdo de acUcares no hidrolisado podem ter contribuido para a inibicdo da
producdo de xilitol no hidrolisado cinco vezes concentrado, ja que a levedura foi
capaz de crescer neste substrato.

O acido acético é comumente encontrado em hidrolisados hemicelulésicos,
originados de grupos acetil da xilana, sendo considerado inibidor importante do
processo da bioconversdo dos acucares. Sua acao inibitéria depende da concentracao
e da forma néo dissociada, que € pH dependente. Em pH acidificado, o acido acético
pode difundir-se no citoplasma da célula, onde ele se dissocia e reduz o pH
intracelular, resultando em desacoplamento da producéo de energia e impedindo o
transporte de varios nutrientes, aumentando os requerimentos de ATP. O efeito do
acido acético depende do microrganismo e os dados disponiveis dificultam
comparaces devido as diferentes condicdes em que os estudos sdo realizados
(PARAJO et al., 1998). O acido acético foi o principal composto inibitério do

metabolismo de D-xilose por Candida guilliermondii em hidrolisado de bagaco de
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cana-de-acuicar (FELIPE et al., 1994). A quantidade de &cido acético (0,59 g L™)
detectada no HCA foi inferior aos valores encontrados por outros autores utilizando
hidrolisados hemicelulésicos de bagaco de cana onde foram detectadas
concentragBes variaveis de acido acético sendo: 2,62 g L™ (SILVA, 2001); 3,9 g L*
(ALVES et al., 1998); 2,68 g L™ (SENE, 2000) e 3,38 g L (RODRIGUES, et al.,
2001). Os valores iniciais de acido acético do HCA aumentaram apd0s concentracéo
em rotavapor, correspondendo a 3,47 g L™ no HCA concentrado cinco vezes e 1,15 g
L' para o HCA concentrado trés vezes. FELIPE et al., 1995, constataram que a
producdo de xilitol por C. guilliermondii em meio semi-sintético foi maior quando o
acido acético se encontrava em baixa concentracdo (1,0 g L) enquanto que em
concentracdes superiores a 3,0 g L™ a producdo foi inibida. SILVA, 2001, observou
que o efeito téxico do acido acético em C. guilliermondii cultivada em hidrolisado de
bagaco de cana parece ser potencializado pela presenca de outros compostos téxicos
como furfural, hidroximetilfurfural e fenais.

Comparando a casca de semente de algoddo com outros tipos de substratos
(TABELA V1), observa-se que, apesar dos valores de producgéo de xilitol obtidos neste
trabalho terem sido inferiores aqueles observados com outros residuos
agroindustriais, a casca de semente de algoddo € um substrato promissor. Todos 0s
substratos citados na tabela apresentaram concentracdes de D-xilose maiores do que
o HCA. Além disso, os residuos foram submetidos a tratamentos especificos para
reduzir ou mesmo eliminar os produtos téxicos formados. Por exemplo, no estudo de
ALVES et al. (1998), que apresenta o melhor rendimento de xilitol, o hidrolisado foi
primeiramente tratado com CaO para ajustar o pH para 7,0 e subsequentemente
tratado com H3PO, para baixar o pH para 5,5, adicionando-se 2,4% de carvao
ativado.

Vérias estratégias tém sido propostas para minimizar o efeito dos produtos
toxicos de hidrolisados hemicelul6sicos (SILVA et al., 1998). CHEN e GONG (1985),
utilizaram a técnica de adaptacdo da levedura Candida sp B22 ao hidrolisado de
bagaco de cana-de-acUcar e obtiveram um rendimento em torno de 85%. GURGEL
et al. (1998) avaliaram mudancas de pH do hidrolisado de bagaco de cana com uso

de &cidos e bases e obtiveram melhores resultados com adicdo de 20 g L™ de
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AI(OH); e aumento do pH para 10 com uso de NaOH e posterior reducdo do pH para
6,5 com H,SO4. O emprego de altas concentracdes do inéculo inicial (3 g L™) por
FELIPE (1994) também resultou em aumento na produtividade de xilitol em
hidrolisado hemicelulésico. Portanto, a otimizacdo do processo de bioconversdo pode
ser obtida por tratamento mais especifico do HCA e por adaptacdo da levedura ao
hidrolisado.

A aeracdo dos erlenmeyers pelo controle de agitacdo (100, 200 e 300 rpm)
nao afetou a producdo de xilitol pela levedura Debaryomyces hansenii UFV-170.
Tanto no HCA ndo concentrado quanto no HCA trés vezes concentrado, o consumo
de D-xilose apresentou 0 mesmo comportamento com as trés agitacées. Entretanto,
em valores absolutos, observa-se melhores resultados na quantidade de xilitol
produzida na agitacdo de 100 rpm. A rotacdo difere do resultado apresentado por
SAMPAIO, 2001, onde a mesma levedura cultivada em meio sintético, apresentou
maior producédo de xilitol a 200 rpm. De acordo com a literatura, o efeito do oxigénio
na producédo de xilitol ndo é completamente entendido e parece estar relacionado as
etapas iniciais do metabolismo de D-xilose e ao “pool” de NAD/NADH (SILVA et al.,
1997). Os estudos diferem quanto as condicbes de oxigenacdo em diferentes
espécies, por exemplo, C. shehatae ndo produziu xilitol em aerobiose (du PREEZ et
al., 1989) e C. guilliermondii apresentou maior tolerancia a elevada concentracdo de
D-xilose no meio e aumento do rendimento em xilitol em condi¢cbes de
microaerobiose (NOLLEAU et al., 1993).

Considerando o volume de algodédo produzido anualmente no Brasil, cuja
estimativa para ano de 2003 é de 2.240.024 toneladas, segundo dados do IBGE, e os
resultados obtidos neste trabalho de bioconversdo, sdo necesséarios outros estudos
para otimizar as condi¢Bes de obtencdo do hidrolisado hemicelulésico e minimizar o
efeito inibitério de compostos tdxicos formados durante a hidrélise acida no

crescimento e metabolismo microbiano.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

O uso de residuos agricolas em processos biotecnologicos para
obtencdo de produtos Uteis € de grande relevancia tanto para as inddstrias quanto
para o ambiente. A demanda de xilitol pelas industrias de alimentos e farmacéutica
tem resultado no desenvolvimento de processos alternativos que proporcionem
maiores rendimentos e custos mais baixos do que o processo quimico empregado
atualmente na obtencédo de xilitol. Neste contexto, o hidrolisado de casca de semente
de algodéao foi avaliado como substrato para a producédo de xilitol por leveduras
anteriormente caracterizadas como boas produtoras de xilitol em meio sintético.
Neste estudo preliminar, concluiu-se que o hidrolisado de casca de semente de
algoddo moida apresenta uma composicdo mais favoravel ao processo de
bioconversdo do que o hidrolisado de casca de semente de algoddo sem moer.

Das cinco leveduras testadas (leveduras 1.55; Debaryomyces hansenii UFV-
170; 1.71; 2.64 e 2.80) apenas a levedura 2.80 ndo produziu xilitol em quantidades
significantes, embora tenha crescido no hidrolisado de casca de semente de algodéao.
As demais leveduras produziram niveis semelhantes de xilitol apos 24 h de cultivo.

A avaliagdo da concentracdo de D-xilose do hidrolisado de casca de semente
de algodao e diferentes niveis de agitacdo (100, 200 e 300 rpm), indicou que 0s

melhores resultados de producédo de xilitol, produtividade volumeétrica (Qp) e
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rendimento (Y,s;) foram obtidos com hidrolisado de casca de semente de algodéo
trés vezes concentrado (17,6 g L™ de D-xilose). Entretanto, houve aumento no
tempo de producdo maxima de xilitol que passou de 24 h (hidrolisado de casca de
semente de algoddo néo concentrado) para 72 h (hidrolisado de casca de semente
de algodao trés vezes concentrado). Os melhores valores de produtividade especifica
foram obtidos no hidrolisado ndo concentrado. Embora ndo tenha havido diferenca
significativa no nivel de 5% de probabilidade pelo teste F entre as agitacdes, a maior
producdo de xilitol foi obtida com a agitacdo de 100 rpm nos dois tipos de
hidrolisados.

Nao houve producédo de xilitol quando o HCA cinco vezes concentrado foi
utilizado como substrato, sugerindo a presenca no hidrolisado de inibidores do
metabolismo da levedura ou de repressores das enzimas que metabolizam D-xilose,
ou ainda efeitos osmofilicos devido a concentracdo de aclcares no hidrolisado.

Os resultados indicam que o hidrolisado obtido da casca de semente de
algodado é substrato com potencial biotecnologico para producédo de xilitol. Além de
favorecer a obtencédo de produto de grande interesse industrial, a utilizagdo da casca
de semente de algoddo traz enorme beneficio ambiental, reduzindo o impacto
causado pela queima ou liberacdo do residuo no ambiente. O processo pode ser
ainda otimizado, ja que este estudo ndo enfocou os demais componentes quimicos

do hidrolisado e nem testou diferentes condi¢6es de hidrolise acida.

40



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, L. A., FELIPE, M. G. A., SILVA, J. B. A. E.; SILVA, S. S.; PRATA, A. M. R.
Pretreament of sugarcane bagasse hemicellulose hydrolysate for xylitol
production by Candida guilliermondii. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v.70-72, p.89-98, 1998.

AGUIAR , W. B.; ANDRADE, C.M.M.; ANTUNES, J.G.; ARAUJO, Q. F.; BRITO, F.
H. X.; DAMACO, M. C. T.; FARIA, L. F.; FONSECA, M. C. C.; GIMENES, M. A..
P.; GUERRANTE, M. F.; LEAL, M. L. M.; LEMOS, R. P. A.; MOTTA, R. P. A;;
NOBREGA, R.; SA, M. C. A.; SILVA, M. L. A.; PEREIRA, N. J. Biotecnologia de
hemicelulose . Enzitec, VII — VII5, 1999a.

AGUIAR, C. L. ; OETTERER, M.; M,ENEZES, T. J. B. Caracterizacdo e aplicacdes
do xilitol na indastria alimenticia. BOLETIM da SBCTA, 33(2), 184 - 193,
1999 b.

ASSEV, S.; WALER, S. M.; ROLLA, G. Further studies on the growth inhibition of
some oral bacteria by xylitol. Acta Pathologica, Microbiologica et
Immunologica Scandinavica, v. 91, p. 261-265, 1983.

BARBOSA, M. F. S.; MEDEIROS, M. B.; MANCILHA, I. M.; SCHNEIDER, H.; LEE,

H. Screening of yeasts for production of xylitol from D-xylose and some

41



factors which affect xylitol yield in Candida guilliermondii. Journal of
Industrial Microbiology, v.3, p.241-251, 1988.

CONVERTI, A.; PEREGO, P.; DOMINGUEZ, J. M.; Xylitol production from
hardwood hemicellulose hydrolysates by Pachysolen tannophilus,
Debaryomyces hansenii, and Candida guilliermondii. Applied Biochemistry

and Biotechnology, v.82, p.141-151, 1999.

CHEN, L.; GONG, C. Fermentation of sugarcane bagasse hemicellulose
hydrolysate to xylitol by a hydrolysate-acclimatized yeast. Journal of Food

Science, v. 50, p.226-227, 1985.

CRUZ, J. M.; DOMINGUEZ, J. M.; DOMINGUEZ, H.; PARAJO, J. C. Xylitol
production from barley bran hydrolysates by continuous fermentation with

Debaryomyces hansenii. Biotechnology Letters, v.22, p. 1895-1898, 2000.

DOMINGUEZ, J. M. ; CRUZ, J. M.; ROCA, E.; DOMINGUEZ, H; PARAJO, J. C.
Xylitol production from wood hydrolysates by entrapped Debaryomyces
hansenii and Candida guilliermondii cells. Applied Biochemistry and

Biotechnology, v. 81, p. 119-131, 1999.

du PREEZ, J. C. van DRIESSEL, B.; PRIOR, B. A. Effect of aerobiosis on
fermentation and key enzyme levels during growth of Pichia stipitis, Candida
shehatae and Candida tenuis on D-xylose. Archives. Microbiology, v.152,
p.143-147, 19809.

EMBRAPA, Servico de Atendimento ao Cidadao. sac@cnpa.embrapa.br.

EMODI, A. Xylitol: its properties and food applications. Food Technology,
p.28-32, jan, 1978.

42



FELIPE, M. G. A. Obtencdo de xilitol por fermentacdo do hidrolisado
hemicelul6sico de bagaco de cana-de-agucar. Dissertacdo de Doutorado
em Tecnologia das Fermentacgdes. Universidade de Séo Paulo, 141p.,
1994.

FELIPE, M. G. A.; VIEIRA, D. C.; VITOLO, M.; SILVA, S. S.; ROBERTO, I. C,;
MANCILHA, 1. M. Effect of acetic acid on xylose fermentation to xylitol by
Candida guilliermondii. Journal of Basic Microbiology, v. 35, p. 171-177,
1995.

FELIPE, M. G. A.; VITOLO, M.; MANCILHA, I. M. Xylitol formation by Candida
guilliermondii grown in a sugar cane bagasse hemicellulosic hydrolysate:
effect of aeration and inoculum adaptation. Acta Biotechnology, v.16,
p.73-79, 1996.

FELIPE, M. G. A.; VITOLO, M.; MANCILHA, I. M. Xylitol formation by Candida
guilliermondii grown in a sugar cane bagasse hemicellulosic hydrolysate:
effect of aeration and inoculun adaptation. Acta Biotechnology, v.16, p.73-
79, 1996.

GIRIO, F. M.; AZINHEIRA, A. H.; PELICA, F.; AMARAL-COLLACO, M. T. Polyols
production during single and mixed substrate fermentations in Debaromyces

hansenii. Bioresource Technology, v.71, p. 245-251, 2000.

GONG, C. H.; GLAYPOOL, T. A.; McCRACKEN, L. D. ; MAUN, C. M.; UENG, P. P.
TSAO, G. T. Conversion Pentoses by Yeasts. Biotechnology and
Bioengineering, v. 25, p85-102, 1983.

GRENBY, T. H.; COOLLEY, J. Dental effects of xylitol compared with others

carbohydrates and polyols in the diet of laboratory rats. Archives of Oral
Biology, v. 28, p. 745-758, 1983.

43



GROVER, B. P.; GARG, S. K.; VERMA, J. Production of 2,3 butanediol from wood
hydrolysate by Klebsiella pneumoniae. World Journal of Microbiology
and Biotechnology, v. 6, p. 328-332, 1990.

GRUMBERG, E.; BESKID, G.; BRIN, M. Xylitol and dental caries — efficacy of
xylitol in reducing dental caries in rats. International Journal for Vitamin

and Nutrition Research, v. 43, p. 227-232, 1973.

GURGEL, P. V.; FURLAN, S. A.; MARTINEZ, S. E. R.; MANCILHA, I. M.
Evaluation of sugarcane bagasse acid hydrolysate treatments for xylitol

production. Brazilian Journal of Chemical Engineering, v.15, n°3, 1998.

HAHN-HAGERDAL, B.; JEPPSSON, H.; SKOOG, K.; PRIOR, B. A. Biochemistry
and physiology of xylose fermentation by yeasts. Enzyme and Microbial
Technology, v. 16, p.933-943, 1994.

HYVONEN, L.; KOIVISTONEN, P. Food technological evaluation of xylitol.
Advances in Food Research, v.28, p. 373-403, 1982.

IKEUCHI, T.; AZUMA, M. KATO, J.; OOSHIMA, H. Screening of microorganisms
for xylitol production and fermentation behaviors in high concentration of

xylose. Biomass and Bioenergy, v.16, p.333-339, 1999.

JUNIOR, W. B. A.; FARIA, L. F. F.; COUTO, M. A. P. G.; ARAUJO, O. Q. F.,
JUNIOR, N. P. Growth model and prediction of oxygen transfer rate for xylitol
production from D-xylose by C. guilliermondii. Biochemical Engineering
Journal, v.12, p.49-59, 2002.



KANDELMAN, D.; GAGNON, G. Effect on dental caries of xylitol chewing gum,

two years results. Journal of Dental Research, v.67, p.172, 1988.

KUHAD, R. C., SINGH, A. Lignocellulose Biotechnology: currente and future
prospects. Critical Reviews in Biotechnology, v. 13, n. 2, p.151-172,
1993.

LATIF, F.; RAJOKA, M. I.; Production of ethanol and xylitol from corn cobs by
yeasts. Bioresource Technology, v. 77, p. 57-63, 2001.

LEATHERS, T. D.; DIEN, B. S. Xylitol production from corn fibre hydrolysates by
a two-stage fermentation process. Process Biochemistry, v. 35, p. 765-
769, 2000.

LEE, J. Biological conversion of lignocellulosic biomass to ethanol. Journal of
Biotechnology, v. 56, n° 1, p. 1-24, 1997.

MAGEE, R. J.: KOSARIC, N. Bioconversion of hemicelluloses. Advance
Biochemical Eng. Biotechnology, v.32, p.61-93, 1985.

MAKNINEN, K. K. Xylitol and oral health. Advances in Food Research, v.25,
p. 137-158, 1979.

MANZ, U.; VANNINEN, E.; VOIROL, F. Xylitol — Its properties and use as a sugar
substitute in foods. In: Food R. A. Symp. Sugar and sugar
replacements. Oct., 1973.

MATILLA, P. T.; SVANBERG, M. J.; POKKA, P.; KNUUTTILA, M. L. E. Dietary
xylitol protects against weakening of bone biomechanical properties in
ovariectomized rats. The Journal of Nutrition, v. 128, n® 10, p 1811-
1814, 1998.

45



MEYRIAL, V.; DELGENES, J. P.; MOLETTA, R.; NAVARRO, J. M. Xylitol
production from D-xylose by Candida guilliermondii fermentation behaviour.
Biotechnology Letters, v. 3, n° 4, p.281-282, 1991.

MUSSATO, S. I.; ROBERTO, I. C. Producéo biotecnologica de xilitol a partir da
palha de arroz. Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento, n® 28, p.34-
39, 2002.

NIGAM, P.; SINGH, D. Processes for fermentative production of xylitol. A sugar
substitute. Process Biochemistry, v.30, n.2, p,117-124, 1995.

NOLLEAU, V.; PREZIOSI-BELLOY, L.; DELGENES, J. P.; NAVARRO, J. M.
Production from D-xylose by to yeast strains: sugar tolerance. Current
Microbiology, v. 27, p. 191-197, 1993.

NOLLEAU, V.; PREZIOSI-BELLOY, L.; NAVARRO, J. M. Reduction of xylose to
xiylitol by Candida guilliermondii and Candida parapsilosis: incidence of

oxygen and pH. Biotechnology Letters, v. 17, p. 417-422, 1995.

OH, D. K.; KIM, S. Y. Increase of xylitol yield by feeding xylose and glucose in
Candida tropicalis. Applied Microbiology Biotechnology, v.50, p.419-425,
1998.

OLSSON, L.; HAHN-HAGERDAL, B. Fermentation of lignocellulosic hydrolysates
for ethanol production. Enzyme and Microbial Technology, v.18, p.312-
331, 1996.

PALMQVIST, E.; HAHN-HAGERDAL, B.; GALBE, M.; ZACCHI, G. The effect of
water-soluble inhibitors from steam-pretreated willow on enzymatic
hydrolysis and ethanol fermentation. Enzyme and Microbial Technology,
v. 19, p.470- 476, 1996.

46



PARAJO, J. C.;DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, J. M. Biotechnological production
of xylitol. Part 1: Interest of xylitol and fundamentals of its biosynthesis.

Bioresource Technology, v.65. p.191-201, 1998a.

PARAJO, J. C.;DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, J. M. Biotechnological production
of xylitol. Part 3: Operation in culture media made from lignocellulose

hydrolysates. Bioresource Technology, v.66. p.25-40, 1998.

PEPPER, T.; OLINGER, P. M. Xylitol in sugar-free confections. Food
Technology, p.98-106, 1988.

ROBERTO, I. C.; LACIS, L. S.; BARBOSA, M. F. S.; MANCILHA, I. M. Utilization
of sugar cane hemicellulosic hydrolysate by Pichia stipitis for the production
of ethanol. Process biochem. v.26, p.15-21, 1991.

ROBERTO, I. C.; MANCILHA, I. M., SOUZA, C. A.; FELIPE, S. S.; CASTRO, H. F.
Evaluation of rice straw hemicellulose hydrolysate in the production of xylitol
by Candida guilliermondii. Biotechnology Letters, v.16, p.1211-1216,
1994.

ROBERTO, I. C.; SILVA, S. S.; FELIPE, M. G. A.; MANCILHA, I. M.; SATO, S.
Bioconversion of rice straw hemicellulose hydrolysate for the production of
xylitol. Applied Biochemistry and Biotechnology. v.57/58, p.339-
347,1996.

RODRIGUES, D. C. G. A; SILVA, S. S.; PRATA, A. M. R.; FELIPE, M. G. A.
Biotechnological production o xylitol from agroindustrial residues. Applied

Biochemistry and Biotechnology, v. 70-72, p. 869-875, 1998.

47



RODRIGUES, R. C. L. B.; FELIPE, M. G. A.; SILVA, J. B. A.; VITOLO, M;
GOMES, P. V. Influence of the vaccum evaporation process associated with
actived charcoal on sugar cane bagasse hemicellulose hydrolysate. Brazilian

Journal of Chemical Engineering, 2001.

SADDLER, J. N.; YU, E. K. C.; MES-HARTREE, M.; LEVITIN, N.; BROWNELL, H.
H. Utilization of enzymatically hydrolyzed wood hemicelluloses by
microorganisms for production of liquid fuels. Applied and Environmental

Microbiology, v. 45, p. 153-160, 1983.

SAMPAIO, F. C. Selecdo de microrganismos para a conversdo de xilose em
xilitol. Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola,

Universidade Federal de Vigosa, M.G., 69p., 2001.

SENE, L.; Adaptacao e reciclagem da levedura Candida guilliermondii FT1 20037
no hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-aglcar para obtencao de
xilitol. Dissertacdo de Mestrado em Biotecnologia Industrial,

Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena, S.P., 69p., 1996.

SCHEININ, A.; MAKINEN, K. K.; YLITALO, K. Turku sugar studies V — Final
report on the effect of sucrose, fructose and xylitol diets on the caries
incidence in man. Acta Odontologica Scandinavica, v.33, n® 70, p. 67-
104, 1975.

SILVA, S. S.; MANCILHA, I. M.; VANETTI, M. C. D.; BARBOSA, M. F. S. Use of
sugar cane bagasse hemicellulosic hydrolysate for lactic acid production.
Elsevier Applied Science, v.2, p.1005-1009, 1990.

SILVA, S. S.; VITOLO, M.; MANCILHA, I. M.; ROBERTO, I. C.; FELIPE, M. G. A.
Xilitol: um adocante alternativo para a industria de alimentos. Alimentacao

e Nutricéo, Sao Paulo, v.5, p.109-117, 1993-1994.

48



SILVA, S. S. Producdo de xilitol por via biotecnolégica: estudo de sistemas de
biorreatores e parametros fermentativos. Dissertacdo de Doutorado em

Tecnologia das Fermentacdes. Universidade de Sdo Paulo, 219p., 1994.

SILVA, S. S.; RIBEIRO, J. D.; FELIPE, M. G. A.; VITOLO, M. Maximizing the
xylitol production from sugar cane bagasse hydrolysate by controlling the
aeration rate. Applied Biochemistry and Biotechnology, v.63-65, p.557-
565.

SILVA, S. S.; FELIPE, M. G. A. MANCILHA, I. M. Factors that affect the
biosynthesis of xylitol by xylose-fermenting yeasts. Applied Biochemistry
and Biotechnology, v.70-72, p.331-342, 1998.

SILVA, C. J. S. M.; ROBERTO, I. C. Statistical screening method for selection of
important variables on xylitol biosynthesis from rice straw hydrolysate by
Candida guilliermondii FTI 20037. Biotechnology Techniques, v. 13, p.
743-747, 1999.

SILVA, D. D. V. Bioconverséo de xilose em xilitol por Candida guilliermondii em
hidrolisado de bagaco de cana: estudo do efeito do &cido acético.
Dissertacao de Mestrado em Biotecnologia Industrial. Faculdade de

Engenharia Quimica de Lorena, Sao Paulo, 73p., 2001.
SIRISANSANEEYAKUL, S. S.; STANISZEWSKI, M.; RIZZI, M. Screening of yeasts
for production of xylitol from D-xylose. Journal of Fermentation and

Bioengineering, v.80, n°6, p.565-570, 1995.

TOUSTER, O. The metabolism of polyols. In: SIPPLE, H. L.; McNUTT, K. W.
(Eds.) Sugars in Nutrition. New York: Academic Press, p.229-258, 1974.

49



TSAO, G. T. Structures of cellulosic material and their hydrolysis by enzymes.
In: ALANI, D. I.,, MOO-YOUNG, M. eds. Biotecnologic and Applied
Microbiology. New York: Elsevier Applied Science Publishers, p. 205-212,
1986.

UHARI, M.; TAPIAINEM, T.;KONTIOKARI, T.; Xylitol in preventing acute otitis
media. Vaccine, v.19, p.144-147, 2001.

VANDESKA, E.; AMARTEY, S.; KUZMANOVA, S.; JEFFRIES, T. Effects of
environmental conditions on production of xylitol by Candida boidinii. World

Journal Microbiology and Biotechnology, v. 11, p.213-218, 1995.

Van EYS, J.; WANG, Y.; CHAN, S.; TANPHAICHITR, V. S.; KING, M. Xylitol as a
therapeutic agent on glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency. In:
Sipple, h. I, McNutt, K. W. Sugar in Nutrition, Academic Press, p. 613,
1974.

VONGSUVANLERT, V.; TANI, Y. Xylitol production by methanol yeasts, Candida
boidinii (Kloeckera sp) No. 2201. Journal of Fermentation and

Bioengineering, v.67, n°1, p.35-39, 1989.

YAHASHI, Y.; HORITSU, H.; KAWAI, K.; SUZUKI, T.; TAMIZAWA, K. Production
of xylitol from the xylose by Candida tropicalis: the effect of D-glucose
feeding. Journal of Fermentation and Bioengieneering, v.81, n°2, p.
148-152, 1996.

YLIKAHRI, R. Metabolic and nutricional aspects of xylitol. Advances in Food
Research, v.25, p.159-177, 1979.

WALTHER, T.; HENSIRISAK, P.; AGBLEVOR, F. A. The influence of aeration an
hemicellulose sugars on xylitol production by Candida tropicalis.

Bioresource Technology, v.76, p.213-220, 2001.

50



WATSON, N. E.; PRIOR, B. A.; du PREEZ , J. C.; LATEGAN, P. M. Oxigen
requirements for D-xylose fermentation to ethanol and polyols by Pachysolen

tannophilus. Enzyme and Microbial Technology, v.6, p.447-450, 1984.

WINKELHAUSEN, E.; KUSMANOVA, S. Microbial conversion of D-xylose to
xylitol. Journal of Fermentation and Bioengineering, v.86, n° 1, p.1-14,
1998.

ZABNER, J.; SEILER, M. P.; LAUNPACH, J. L.; KARP, P. H.; KEARNEY, W. R.;
LOOK, D. C.; SMITH, J. J.; WELSH, M. J. The osmolyte xylitol reduces the salt
concentration or airway surface liquid and may enhance bacterial Killing.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA, v. 97,
n° 21, p.11614 -11619, 2000.

51



APENDICE

APENDICE A

52



£
[y

o

o

o y = 1,8078x
2 R2=0,9969
o

0

()]

©

©

o

B

& O ‘

o 0 0,2 04 06 0,8

Massa Celular (g L™

FIGURA 1 A — Curva de calibracédo utilizada na definicdo da massa celular correspondente a

uma unidade de densidade 6ptica (DO)
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APENDICE B

Resultados das analises estatisticas para produtividade volumétrica - analise de

variancia pelo teste F.

Sumario de todos os efeitos:

1-CONCENTRACAO, 2-AGITACAO, 3-REPETICAO

df MS Df MS

Effect Effect Error Error F p-level
1 2 ,225832 |81 ,005899 |38,28122 |,000000
2 2 ,010901 |81 ,005899 |1,84786 ,164155
3 2 ,000093 |81 ,005899 ,01585 ,984282
12 4 ,006155 |81 ,005899 |1,04331 ,390136
13 4 ,000328 |81 ,005899 ,05554 ,994148
23 4 ,000047 |81 ,005899 ,00805 ,999869
123 8 ,000051 |81 ,005899 ,00860 1,000000
Sumaério de todos os efeitos:
1-CONCENTRACAO, 2-TEMPO

df MS df MS

Effect Effect Error Error F p-level
1 1 ,232153 |64 ,003035 |76,48599 |,000000
2 3 ,022893 |64 ,003035 | 7,54247 ,000213
12 3 ,087807 |64 ,003035 |28,92932 |,000000
Sumario de todos os efeitos:
1-AGITACAOQ, 2-TEMPO

df MS df MS

Effect Effect Error Error F p-level
1 2 ,010901 |96 ,009081 |1,200366 |,305562
2 3 ,015262 |96 ,009081 |1,680582 |,176305
12 6 ,006435 |96 ,009081 , 708637 ,643408

Resultados das analises estatisticas para produtividade especifiica - analise de

variancia pelo teste F.




Sumario de todos os efeitos:
1-CONCENTRACAO, 2-AGITACAO, 3-REPETICAO

df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 2 ,157983 |81 ,015328 |10,30683 |,000103
2 2 ,008520 |81 ,015328 |,55584 ,575762
3 2 ,005128 81 ,015328 , 33456 , 716638
12 4 ,002345 81 ,015328 ,15301 961132
13 4 ,002394 81 ,015328 ,15620 ;959668
23 4 ,001087 |81 ,015328 |,07092 ,990660
123 8 ,000924 |81 ,015328 |,06031 ,999868
Sumario de todos os efeitos:
1-CONCENTRACAO, 2-TEMPO
df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 2 , 157983 96 ,001775 89,01337 |,000000
2 3 ,117892 96 ,001775 66,42439 |,000000
12 6 ;129251 96 ,001775 72,82484 |0,000000
Sumario de todos os efeitos:
1-AGITACAO, 2-TEMPO
df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 2 ,008520 |96 ,012839 ,663591 ,517345
2 3 ;117892 96 ,012839 9,182225 |,000021
12 6 ,002044 96 ,012839 ;159180 986724
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Resultados das analises estatisticas para rendimento - anélise de variancia pelo teste

F.

Sumario de todos os efeitos:
1-CONCENTRACAO, 2-AGITACAO, 3-REPETICAO

df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 2 473754 81 ,023725 19,96846 |,000000
2 2 ,032723 81 ,023725 1,37927 ,257610
3 2 ,005144 81 ,023725 ,21680 ,805553
12 4 ,009567 81 ,023725 ,40325 ,805785
13 4 ,003284 81 ,023725 ,13840 , 967564
23 4 ;001603 81 ,023725 ,06758 ;991480
123 8 ,001971 |81 ,023725 |,08308 ,999560
Sumario de todos os efeitos:
1-CONCENTRACAO, 2-TEMPO
df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 2 473754 96 ,004638 102,1452 |,000000
2 3 ,064599 96 ,004638 13,9281 ,000000
12 6 ,238668 |96 ,004638 51,4586 ,000000
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Sumario de todos os efeitos:

1-AGITACAO, 2-TEMPO

df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 2 ,032723 |96 ,028323  |1,155354 |,319286
2 3 ,064599 |96 ,028323  |2,280775 |,084169
12 6 ,006713 96 ,028323 ,237011 ;963329
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