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RESUMO

VAZQUEZ LIMA, M" Ximena, M. S., Universidade Federal de Vigosa, Junho, 2001.

Avaliacdo de resinas de troca idnica para o tratamento de hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana-de-acticar. Orientador: Ismael Maciel de
Mancilha. Conselheiros: Luis Anténio Minim e Jos¢ Antonio Marques Pereira.

No presente trabalho avaliou-se o emprego de resinas de troca ibnica quanto a
sua capacidade em adsorver acido acético, furfural e hidroximetil furfural presentes no
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar obtido por hidrolise acida.

A metodologia empregada consistiu em determinar, inicialmente, as curvas
cinéticas de adsor¢do para cada um destes compostos. Em seguida foram construidas as
isotermas de adsor¢do, também para estes compostos. O mesmo procedimento foi
utilizado para trés diferentes tipos de resinas (A-500, A-103S e C-155S -
PUROLITE").

Nos experimentos de cinética de adsorcao encontrouse que dez minutos de
contato, entre a resina e¢ o hidrolisado hemicelulésico, foram suficientes para que o
equilibrio do processo de sorcdo fosse atingido. Observou-se também, nos testes
referentes a determinagdo das isotermas, que a resina que apresentou uma melhor
capacidade em adsorver os compostos foi a resina anionica A-500, visto que esta
apresentou um maior valor de q - quantidade de composto adsorvido (mg) por
quantidade de resina (g), para acido acético e para hidroximetil furfural. Estes valores
foram, aproximadamente: 57 mg g' para o acido acético, 0,2 mg: g para o furfural e
0,57mg g para o hidroximetil furfural.

Foi possivel observar, nas condigdes estudadas, que a resina anidnica A-103S
também adsorve 4cido acético 3,9 mg g', furfural 0,31 mg g' e hidroximetil furfural
03 mg g', porém em menor quantidade que a resina A-500. No entanto, a resina
cationica C-155S, ndo apresentou bom desempenho para adsorver esses compostos. Os
valores de q para esta resina foram, aproximadamente, 2,5mg- g para o 4cido acético,

0,]1mg g para o furfural ¢ 0,05 mg: g para o hidroximetil furfural.
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ABSTRACT

VAZQUEZ LIMA, M? Ximena, M. S., Universidade Federal de Vigosa, June, 2001.

Evaluation of ionic exchange resins for the treatment of sugar cane bagasse
hemicellulose hydrolysate. Advisor: Ismael Maciel de Mancilha. Committee
members: Luis Antonio Minim and José Antonio Marques Pereira.

In this work, it was evaluated the use of ionic exchange resins in relation to its
capacity to adsorb acetic acid, furfural and hydroxymethyl furfural present in sugar cane
bagasse hemicellulose hydrolysate obtained through acidic hydrolysis.

The methodology employed consisted in determining, initially, the kinetic
curves of adsorption for each one of these compounds as well as the adsorption
isothermals. The same procedure was equally done for three different resins. (A- 500,
A-1038S, and C-155S - PUROLITE®).

In the experiments of kinetics of adsorption, it was found that ten minutes of
contact between the resin and the hemicellulose hydrolysate, were enough to attain
balance in the adsorption process. It was also observed, in the experiments of the
determination of the isotherms, that the resin wich presented a better capacity in
adsorbing the compounds was the anionic resin A-500, because this one presented a
higher q value- amount of adsorbed compound (mg) per quantity of resin (g), for acetic
acid and for hydroxymethyl furfural. These values were approximately 5,7 mg g for
the acetic acid, 0,2 mg g! for the furfural and 0,57 mg g' for the hydroxymethyl
furfural.

It was possible to observe, under the studied conditions, that the anionic resin
A-103S, also adsorbs acetic acid 3,9 mg g', furfural 031 mg ¢' and hydroxymethyl
furfural 0,3 mg g', but in smaller quantity than the resin A-500. Nevertheless, the
cationic resin C-155S did not present a good performance in adsorbing these
compounds. The q values were, approximately, 2,5mg: g'1 for the acetic acid, 0,11 mg- g

! for the furfural, and 0,05 mg- g for the hydroxymethyl furfural
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1. INTRODUCAO

O xilitol ¢ um poliél de grande importancia econdmica e social devido & suas
caracteristicas  fisico-quimicas. O xilitol ¢ produzido atualmente através da
hidrogenacdo catalitica de solugdes puras de xilose, no entanto, nos ultimos aros varios
pesquisadores vém estudando o processo biotecnoldgico tendo em vista a existéncia de
microrganismos capazes de sintetizar o xilitol a partir da D-xilose, acucar que se
encontra, principalmente, na fragdo hemicelulésica de uma grande variedade de
materiais lignocelulésicos. Este processo permite aproveitar residuos —agro-industriais,
como o bagaco de cana-de-aglicar, ampliando seu aproveitamento economico ¢
minimizando seu impacto ambiental.

O xilitol apresenta varias aplicagdes principalmente na indistria de alimentos e
farmacéutica. Na indastria farmacéutica como anticariogénico, o xilitol inibe o
crescimento de bactérias da flora bucal, visto que estas ndo sdo capazes de metaboliza-
lo, promove a remineralizagdo das lesdes de caries, ¢ também favorece o fluxo de saliva
sem diminuir o pH da mesma. Para pessoas diabéticas a disponibilidade de um
substituto natural da sacarose, que tenha um sabor agradavel e possa ser usado de forma
semelhante, ¢ vantajoso. Ao contrario do aglcar, doses razoaveis de xilitol ndo
estressam o organismo de individuos diabéticos.

Acrescenta-se ainda que o xilitol ¢ utilizado como componente de formulagdes,
juntamente com manitol, sorbitol e acido citrico, como espectorante ou para ser usado
nas cavidades nasal e oral, seja na forma de gotas para a tosse ou em balas, que ao se
dissolverem produzem uma sensacdo de vaporizagao ativa.

Produtos preparados com xilitol ndo apresentam diferencas quando
comparados aqueles preparados com sacarose, portanto podem trazer um novo valor e
conceito a preparagdes do tipo “sugar — free”, ou seja, produtos sem agucar.

Desta forma, considerando as propriedades fisico - quimicas e aplicagdes do
xilitol, assim como a necessidade de se encontrar formas alternativas para se aproveitar

os residuos agro-industriais, diversos grupos de pesquisas tem conduzido estudos



visando o desenvolvimento de uma tecnologia que congregue estes aspectos. Um dos
problemas deparados neste desenvolvimento envolve a remogdo de compostos
inibidores do metabolismo microbiano que s3o formados durante o processo de
hidrolise acida para a obtencdo do hirolisado fermentescivel a partir destes residuos.
Dentre estes inibidores merecem destaque os compostos provenientes da degradacdo da
hemicelulose (acido acético) e dos agucares (furfural e hidroximetil furfural).

Portanto, para que haja um bom aproveitamento do hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco de cana-de-acucar, ¢ necessario que o mesmo seja submetido a um
tratamento, visando a maxima reduc¢do destes compostos inibidores.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo remover alguns dos
compostos inibidores (furfural, hidroximetil furfural e acido acético) presentes no
hidrolisado hemicelulosico de bagago de cana-de-aglcar, utilizando o tratamento do
mesmo com resinas de troca idnica que vém sendo empregadas em pesquisas que visam
a purificacdo deste hidrolisado. Para isso, foi necessario construir as curvas cinéticas de

adsorcdo, de cada um dos compostos, ¢ também as isotermas de adsorcdo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Residuos agro-industriais — Caracteristicas e Aproveitamento

O Brasil ¢ conhecido pelo seu grande potencial em fontes renovaveis, tais
como exploragdes agricolas e florestais e diferentes residuos lignoceluldsicos como
bagaco de cana-de-agucar, palha de arroz, sabugo de milho e restos florestais. Os
residuos representam uma fonte barata de material que pode ser convertido em varios
insumos por via biotecnologica. A utilizagdo adequada de residuos agro-industriais
ajuda a minimizar problemas ambientais e energéticos, além de ser uma alternativa para
gerar produtos com aplicagdes relevantes nas industrias farmac€uticas e alimenticias
(ROBERTO et al., 1995a).

A importincia tecnologica do desenvolvimento de processos fermentativos que
otimizem o aproveitamento dos materiais lignoceluldsicos, também denominados
biomassa vegetal, advém do fato de que a producdo anual destes materiais € estimada
em 60 bilhdes de toneladas (KUHAD e SINGH, 1993).

Biomassa na forma de residuo acumula-se todo ano em grande quantidade,
causando a deterioragdo do meio ambiente ¢ a perda de fontes potencialmente valiosas.
Os residuos agricolas e florestais, como palha de arroz, sabugo de milho, palha de trigo,
bagaco de cana—de—agucar e cavaco de eucalipto, sdo de interesse econémico porque,
além da possibilidade de serem utilizados como substrato em processos fermentativos
ou quimicos, estdo diretamente ligados a polui¢do do meio ambiente e sdo produzidos
em grande quantidade (KUHAD e SINGH, 1993).

A producdio brasileira de cana—de-agucar em 1999 foi de 3359 milhdes de
toneladas (AGRIANUAL, 2000). A producao de alcool e de acucar gera, em média,
para cada tonelada de cana-de-agucar moida, 270 kg de bagago. Portanto, considerando
a producdo anual de cana-de-agucar, sdo gerados, aproximadamerte, 94,1 milhdes de

toneladas de bagaco. Levando em consideragdo que, desse montante, de 15 % a 30 %



ndo sdo utilizados na produgdo de energia, tem-se, anualmente, um excedente estimado
de 14 a 28 milhdes de toneladas de bagaco de cana-de-agucar.

Materiais lignocelulosicos s3o os compostos organicos mais abundantes na
biosfera, contribuindo com, aproximadamente, 50 % da biomassa mundial, que na
forma de celulose, hemicelulose e lignina fornece um meio para coletar e estocar
energia solar, e entdo representa um importante recurso de material e energia (KUHAD
E SINGH, 1993).

Segundo MELAJA e HAMALAINEN (1975), o aproveitamento destes
residuos por via biotecnologica tem sido considerado uma alternativa promissora e
atrativa, devido ao fato de algumas espécies de microrganismos serem capazes de
realizar a conversdo dos agucares, resultantes da hidrolise destes residuos, em produtos
de alto valor econémico e social.

Os materiais lignocelulosicos sdo compostos, basicamente, por celulose,
hemicelulose, lignina e constituintes menores (D’ALMEIDA, 1988), em proporgdes que
variam de acordo com a espécie, sendo a celulose o constituinte encontrado em maior
propor¢do (BISARIA e GHOSE, 1981; KUHAD e SINGH, 1993), conforme
demonstrado na TABELA 2.1., que apresenta a composicdo aproximada de alguns

residuos agro-florestais.

TABELA 2.1.: Composi¢ao média de alguns residuos lignoceluldsicos

Material Celulose (%) Hemicelulose (%)  Lignina (%)
Coniferas 40-50 20-30 25-30
Bagaco de Cana-de-agucar 40 30 20
Sabugo de Milho 45 35 15
Talo de Milho 35 25 35
Palha de Trigo 30 50 15

A celulose, principal componente da parede celular da célula vegetal, ¢ um
polissacarideo formado por unidades de D-glicose, que se ligam por ligacoes
glicosidicas 3 (1-4), dando origem a um polimero inear. Na natureza, estd associada a
uma variedade de outros polissacarideos, tais como amido, pectina, lignina e uma
variedade de hemiceluloses (BISARIA ¢ GHOSE, 1981; D’ALMEIDA, 1988).

A lignina ¢ um polimero amorfo, de composi¢do quimica complexa que

confere rigidez a parede celular. Tecidos lignificados resistem ao ataque por



microrganismos, impedindo a a¢do de enzimas capazes de degradar a parede celular. A
estrutura da lignina ¢ complexa e ndo estd completamente determinada. A lignina ¢ uma
macromolécula polifendlica formada pela polimerizagdo desidrogenativa de trés alcoois
como precursores primarios: trans-p-coumaril, trans-coniferil e trans-sinapil (FENGEL
¢ WENEGER, 1989; KUHAD e SINGH, 1993). A sua fungdo ¢é dar sustentagdo &
fibras das plantas, dificultando a degradaciio enzimatica e as agressdes ambientais
(KUHAD e SINGH, 1993).

A hemicelulose ¢ um heteropolimero formado de glicose, xilose, arabinose,
outros aglcares e seus correspondentes acidos uronicos (BISARIA e GHOSE, 1981;
FENGEL e WENEGER, 1989; KUHAD e SINGH, 1993), representando de 20 % a 40
% do residuo lignocelulosico (BISARIA e GHOSE, 1981). Em sua composicdo podem
aparecer, condensados em propor¢des variadas, as seguintes unidades de agucar: D-
xilose, D-manose, D-glucose, L-arabinose, D-galactose, além de radicais acetis, sendo
que o teor e a proporcio dos diferentes componentes encontrados na hemicelulose
variam com a espécie vegetal (D’ALMEIDA, 1988; KUHAD e SINGH, 1993).

Segundo JEFFRIES (1983) a estrutura aberta da hemicelulose favorece a
difusdo de acidos na molécula, facilitando a hidrélise, necessitando de condigdes mais
brandas para seu aproveitamento. A maioria dos agentes quimicos atinge muito mais
facilmente a hemicelulose do que a celulose, que possui regides cristalinas
(D’ALMEIDA, 1988).

Segundo NAPOLES (1998), o Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de
aglcar, e os residuos gerados durante a moagem sdo enormes, principalmente o bagaco,
que possui caracteristicas vantajosas do ponto de vista técnico e econOmico; seu carater
renovavel, a qualidade de suas fibras, a sua composicdo na forma concentrada, dentre
outras caracteristicas, faz com que seja considerado a fibra ndo-lenhosa de maiores
perspectivas atuais.

A utilizagdo de residuos lignoceluldsicos como substrato em processos
fermentativos, para a produgdo de xilitol, consiste, inicialmente, em liberar agucares da
por¢ao hemicelulésica dessa biomassa através de um processo de hidrélise (MOLWITZ
et al, 1996). A estrutura aberta da hemicelulose faz com que este seja o principal
constituinte de interesse para os processos fermentativos, visto que esta estrutura pode
ser facilmente hidrolisada a agucares fermentesciveis, por processo fisico, quimico ou
enzimatico (GONG et al., 1983; JEFFRIES, 1983), ao contrario da celulose, que ¢
impermedvel, at¢ mesmo, aagua (JEFFRIES, 1983).



Diferentes  processos  sdo  utilizados para  hidrolisar os  materiais
lignoceluldsicos, destacando-se: a hidrolise enzimatica (BISARIA ¢ GHOSE, 1981), o
processo “‘steam-explosion” — explosdo de vapor - (SILVA et al.,, 1990; ROBERTO et
al., 1991), a hidrolise acida (FENGEL ¢ WENEGER, 1989; PESSOA JUNIOR, 1991) e
a alcalina (FENGEL ¢ WENEGER, 1989). De acordo com FENGEL ¢ WENEGER
(1989) e PESSOA JUNIOR (1991) para a obtengdo de um hidrolisado fermentescivel a
hidrolise acida ¢ a mais eficiente, enquanto a hidrolise alcalina ¢ mais utilizada para a
producdo de lignina. Segundo BISARIA e GHOSE (1981) a hidrolise enzimatica
apresenta elevado rendimento para a obtencdo de substratos mais puros € com poucos
inibidores, mas necessita desenvolvimento técnico e cientifico para sua aplicacio em
larga escala.

As condigdes de hidrolise acida branda para o bagago de cana-de-agucar,
segundo PESSOA JUNIOR (1991), consistem no aquecimento a 140 °C, durante 20
minutos, com 100 mg de HSO,4 por grama de matéria seca, em reator (AISI319) de 32
L, onde a relagdo solido:liquido € 1:10.

O produto da hidrolise da fracdo hemiceluldsica de residuos agroindustriais
contém uma mistura de agucares, sendo a xilose o componente principal (JEFFRIES,
1983; ROBERTO et al., 1994), que ¢ importante substrato para varios processos de
bioconversao (GONG et al., 1983; JEFRRIES e SREENATH, 1988; FRAZER e
McCASKEY, 1989; SILVA et al., 1990; ROBERTO et al., 1991 e 1995b; VAN ZYL et
al, 1991 e 1998; FELIPE et al, 1993). Com isso, inumeras pesquisas vém sendo
desenvolvidas visando melhorar e desenvolver novas tecnologias alternativas para o
melhor aproveitamento do bagago de cana, ¢ de outros residuos, por meio de processos
biotecnologicos. Normalmente, o hidrolisado hemicelulosico para ser utilizado como
substrato nestes processos ¢ suplementado com nutrientes empregados para compor o
meio sintético (ROBERTO et al., 1995b).

Nos tltimos anos diversos residuos lignocelulosicos t€m sido estudados em
processos fermentativos para a obtengdo de varios produtos, dentre os quais destacam-
se: etanol, xilitol, 2,3 butanodiol e proteina microbiana (KUHAD e SINGH, 1993). O
xilitol, devido ao seu elevado valor agregado, merece destaque (AMINOFF et al., 1978;
EMODI, 1978; WANG e VAN EYS, 1981; HYVONEN et al., 1982).



2.2. Xilitol — O novo adocante

O xilitol, um éalcool pentahidroxilado (pentiol) de xilose, com caracteristica
adocante, formula empirica CsH;05 e massa molar de 152,15 g/g mol, ¢ um produto
intermediario do metabolismo de carboidratos em humanos e animais. A concentracao
de xilitol no sangue encontra-se na faixa de 0,03 mg a 0,06 mg em 100 mL (MANZ et
al. 1973; AMINOFF et al, 1978; EMODI, 1978; WANG e VAN EYS, 1981;
HYVONEN et al., 1982; PEPPER e OLINGER, 1988).

Este poliol apresenta-se como um pd branco e cristalino (MANZ et al., 1973),
cujas caracteristicas fisicas ¢ quimicas sao mostradas no TABELA 2.2.

Segundo Kratzl e Silbernagel (1963), citados por MANZ et al. (1973), o xilitol
foi encontrado em cogumelos da espécie Psalliota campestris, em liquens, algas e
leveduras. Em estudo realizado por WASHUTTL et al, em 1973, por meio de
cromatografia gasosa e¢ de camada fina, foi constatada a presenca do xilitol em
diferentes variedades de frutas, verduras, cereais, cogumelos e microrganismos, em uma
faixa de concentragdo que varia de 4,5 mg a 935 mg em 100 g de matéria seca. Portanto,
a extragdo de xilitol a partir dessas fontes ndo ¢, todavia, economicamente viavel, uma
vez que este ocorre em baixas concentragdes (EMODI, 1978; HYVONEN et al., 1982;
HEIKKILA et al., 1990).

Os estudos com xilitol iniciaramse em 1891 quando Fisher e Bertrand
prepararam xilitol na forma de xarope pela redugcdo da D-xilose com amalgama de
soédio. A primeira cristalizacdo foi conseguida por Wolfrom e Kohn, em 1942, que
realizaram uma reducdo catalitica a alta pressio de uma solucdo de D-xilose altamente
purificada. No ano seguinte, pelo mesmo processo, Carson et al. conseguiram obter o
xilitol na sua forma estavel e cristalina, com ponto de fusdo entre 93 °C e 945 °C
(MANZ et al., 1973).

A incorporagdo do xilitol em alimentos € permitida por ser este uma substincia
atoxica (MANZ et al., 1973; HYVONEN et al., 1982; PEPPER e OLINGER, 1988) e,
portanto, reconhecido como um aditivo “Generally Regard as Safed” — GRAS - pela
Food and Drug Administration — FDA dos Estados Unidos (MANZ et al., 1973). De
acordo com o Codex Alimentarius o xilitol ¢ também um adogante permitido para ser
utilizado na dieta para diabéticos (SILVA, 1994). O xilitol pode ser empregado na dieta
normal ¢ de diabéticos, ¢ 0 seu uso como adogante ¢ baseado nas suas caracteristicas
anticariogénicas (YLIKAHRI, 1979). A ndo - cariogenicidade deste poliol esta

relacionada com o fato dele ndo ser metabolisado pelas bactérias cariogénicas e
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produtoras de &cido da cavidade bucal, como o Streptococcus mutants, que ndo utiliza o

xilitol como fonte de carbono. Dessa forma o pH da saliva ndo é abaixado, evitando que

haja formacdo de céaries (AMINOFF et al. 1978; EMODI, 1978). A levedura

Saccharomyces cerevisae, utilizada em produtos de panificacdo, também ndo ¢ capaz de

fermentar o xilitol (HYVONEN et al., 1982).

TABELA 2.2.: Propriedades fisico - quimicas do xilitol.

Propriedades fisico - quimicas

Caracteristica ou valor

Formula
Aparéncia

Cor

Odor

Rotagdo especifica
Poder adocante
Valor calérico

Solubilidade a 20 °C

Solubilidade a 30 °C
Densidade da solugdo
Viscosidade (20 °C)
Ponto de fusdo

Ponto de ebuligao

pH em agua (100g/litro)
Estabilidade

C5sH 1,05 (massa molar, 152,15 g/g mol)

P¢ cristalino

Branca

Inodoro

Oticamente inativo

Igual a sacarose, superior ao sorbitol e manitol

40 keal g’

169g/100g H20; 63g/100g solucdo; levemente
soluvel em etanol e metanol

Igual asacarose (68g/100g, em solucdo)

10 %, 1,03 g mL™"; 60 %, 1,23g" mL"

10 %, 1,23 E-03 Pa- s; 60 %, 20,63 E-03 Pa- s
92°Ca96°C

216 °C (760 mmHg)

5a7

Estavel a 120 °C, ndo carameliza; estavel também
sob condi¢des usuais em processamento de
alimentos; a caramelizagdo ocorre se aquecido por

varios minutos proximo ao ponto de ebuli¢do

Fonte: (MANZ et al., 1973, HYVONEN et al., 1982; BAR, 1991).

De acordo com o Coddigo Americano de Regulamentos Federais, citado por

EMODI (1978), o xilitol pode ser utilizado em produtos de padaria, confeitaria e

sorveteria, derivados do leite, geléias e bebidas.



De acordo AMINOFF et al. (1978), o interesse no xilitol baseia-se em suas
propriedades € o no seu potencial como substituto da sacarose. Seu poder adogante ¢é
igual ao da sacarose; em temperatura ambiente ¢ aproximadamente duas vezes mais
doce que o sorbitol ¢ proximo a trés vezes mais que o manitol (AMINOFF et al., 1978;
EMODI, 1978). O seu poder adogante em relagdo a sacarose, pode variar de 0,85 a 1,35,
dependendo do pH, concentragdo, temperatura, concentracdo de sal e outro fatores

(EMODI, 1978). Na TABELA 2.3 estd apresentado o poder adocante de alguns

adocantes naturais.

TABELA 2.3.: Poder adogante relativo de alguns adogantes naturais.

Substincia Docura relativa
Frutose 1.2
Xilitol 1.0
Sacarose 1.0
Dextrose 0.7
Sorbitol 0.5
Manitol 0.5
Maltose 0.4
Lactose 0.3

Fonte: (KRACHER, 1978).

Seu valor calérico ¢ o mesmo da sacarose, que ¢é, aproximadamente, 4,0 kcal/g
ou 17,0 kJ/g (AMINOFF et al., 1978; EMODI, 1978; VOIROL, 1978; HYVONEN et
al., 1982), apresentando, entdo, metade e um ter¢co das calorias do sorbitol e manitol,
respectivamente (AMINOFF et al., 1978).

Baseado nessas caracteristicas, Voirol (1977) e Kracher (1977), citados por
AMINOFF et al. (1978), afirmam que o xilitol pode ser vantajosamente substituido pela
sacarose em gomas de mascar e confeitaria, utilizando as mesmas concentracdes e
métodos, obtendo produtos cuja qualidade € superior aqueles preparados com sacarose.

De acordo com HYVONEN et al. (1982), a quantidade de calor requerida para
dissolver 1g de xilitol é maior do que aquela requerida por outros agucares ou polidis.
Esse valor ¢ de 36,6 cal/g (153,0 J/g), significando que o xilitol, quando ingerido na sua
forma solida ou cristalina, proporciona uma agradavel sensacdo refrescante semelhante

a da menta (AMINOFF et al., 1978; EMODI, 1978; HYVONEN et al., 1982; PEPPER e



OLINGER, 1988), além de ndo apresentar sabor residual, tipico de outros adogantes
(HEIKKILA, 1990).

O xilitol dissolve-se rapidamente na &gua, sendo mais solivel e menos
higroscopco que a frutose, sorbitol e amido de milho, numa umidade relativa do ar
entre 60 % e 80 % (HYVONEN et al. 1982; EMODI 1978; PEPPER ¢ OLINGER,
1988).

Segundo VOIROL (1978), dentre as aplicagdes tecnoldgicas na induastria de
alimentos, incluemrse sua substtuigdo pelo aglicar em produtos como catchup e leite
condensado, devido a alta estabilidade quimica do xilitol, ndo permitindo que esses
produtos sofram alteragdo de cor durante o preparo e armazenamento. O xilitol ndo
apresenta grupos aldeido ou cetona e, dessa forma, ao contrario de outros agucares, ndo
participa de reagdes de escurecimento ndo enzimatico do tipo Maillard (EMODI, 1978;
VOIROL, 1978; HYVONEN et al, 1982) e a altas temperaturas, segundo EMODI
(1978) e Kammerer (1971), citado por HYVONEN et al. (1982), também ndo sofre
caramelizacdo. Essa propriedade faz com que o uso do xilitol seja recomendado para
produtos onde esta caracteristica de escurecimento seja, definitivamente, indesejavel
(KRACHER, 1978).

Tanto o xilitol obtido pelo processo quimico, quanto aquele obtido pelo
processo microbiologico, encontra-se na forma orto-rombica com ponto de fusdo de,
aproximadamente, 94 °c (HYVONEN et al, 1982). Apos longo periodo de
aquecimento ¢ subseqiiente resfriamento a temperatura ambiente ele ainda permanece
liquido (em recipientes fechados), de forma incolor e com viscosidade semelhante a do
mel devido a sua capacidade de dissolugio (EMODI, 1978; HY VONEN et al., 1982).

Este pentiol ndo permite o desenvolvimento de fungos, leveduras ou outros
microrganismos, mesmo em baixas concentracoes, servindo, principalmente em geléias,
como adogante e conservante e fazendo com que produtos que o contenham apresentem
maior vida de prateleira (EMODI, 1978; VOIROL, 1978).

O xilitol apresenta propriedades laxativas, e grandes quantidades,
normalmente, causam a diarréia osmotica, devido a sua lenta taxa de absor¢do no
intestino que acontece por difusdo passiva, limitando a quantidade que pode ser
consumida via oral (BASSLER, 1978; EMODI, 1978; KRACHER, 1978; YLIKAHRI,
1979). O limiar para seu efeito laxativo e a taxa em que ¢ metabolisado varia com o
individuo ¢ a forma e quantidade com que ¢ consumido (KRACHER, 1978;
YLIKAHRI, 1979). Seu nivel de tolerancia, segundo estudos realizados por EMODI

(1978), ¢ de 20 g a 30 g, numa dose tinica. No entanto, niveis de tolerancia mais altos

10



podem ser conseguidos se o xilitol for ingerido em varias refeicdes ao dia. Mas, se
ingerido de forma intravenosa, ndo apresenta nenhuma barreira natural (KRACHER,
1978).

PEPPER e OLINGER (1988), Weickmann et al. (1969) e Yamaguchi et al.
(1970), citados por HYVONEN et al. (1982), reportam o efeito sinergistico do xilitol
com a sacarina e o ciclamato.

Estudos realizados por Touster (1960), citado por BASSLER (1978), levaram a
descoberta do ciclo do 4cido glucurénico-xilulose, que tem a funcdo de reciclar acido
glucurbnico ndo utilizado em reagdes sintéticas ou de biotransformacdo, para o
metabolismo da glicose. Nessa via metabdlica o xilitol ¢ o intermediario na conversao
de L-xilulose em D-xilulose, que ocorre na mitocondria.

Segundo BASSLER (1978), para diabéticos, pessoas em situagio de stress e de
inanicdo, o xilitol apresenta efeito normalizador no metabolismo de gorduras,
diminuindo o nivel de acidos graxos livres e a producio de cetona, melhorando a

utilizagdo da glicose sem a necessidade adicional de insulina.

2.3. Processos de producao de Xilitol

A obtengdo de xilitol pode ser feita, basicamente, por trés processos: por
extragdo, por via quimica e por via fermentativa.

A sua extragdo pode ser realizada visto que o xilitol encontra-se largamente
distribuido na natureza. No entanto, ¢ um processo dificil e antieconomico (HYVONEN
et al., 1982), visto que as concentracdes encontradas sao baixas.

Em escala comercial, o xilitol pode ser produzido por conversio quimica da
xilana (BAR, 1991). Convencionalmente, para a produgio de xilitol por via quimica é
necessario obter uma solucdo pura de xilose, por meio da hidrolise de materiais
lignoceluldsicos, seguida de processos de purificacdo e separagdo para remover oS
demais agucares encontrados na matéria prima e de uma etapa de hidrogenacao
catalitica para formar o xilitol (HYVONEN et al, 1982; OJAMO, 1988), incluindo
técnicas cromatograficas e de filtragdo, para que este seja de alta pureza (HEIKKILA et
al., 1990). Entretanto, o xilitol pode conter residuos tdxicos do catalisador e subprodutos
ou impurezas originadas no processo de hidrogenagdo (OJAMO et al, 1988;
HEIKKILA et al., 1990).
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Uma alternativa a redugdo quimica ¢ a bioconversdo direta da xilose a xilitol,
que pode ser realizada utilizando wvarios microrganismos, tais como os do género
Candida (FELIPE et al.,, 1993; ROBERTO et al, 1995a). O processo microbioldgico
pode oferecer vantagens econdmicas, visto que o catalisador usado na producdo por via
quimica ¢ caro e consumido no processo, além de que o xilitol obtido por processo
quimico pode conter residuos de catalisadores toxicos (OJAMO et al.,, 1988). Em 1987
o Laboratério de Biotecnologia da FAENQUIL estabeleceu um programa de pesquisa
para desenvolver uma tecnologia de baixo custo para a producdo de xilitol pela rota
biotecnologica usando residuos agro-industriais como substratos (ROBERTO et al.,
1995a).

Segundo HEIKKILA et al. (1990) o material inicial deve ser tratado antes da
fermentagdo, se necessario, para remover qualquer constituinte que possa ser toxico ou
causar injuria a levedura. O pré-tratamento adequado da matéria prima inclui “pds-
hidrolse” e/ou etapas de separagdo. A fermentagdo de uma solugdo rica em xilose pode
ser feita em tanques de fermentagdo com aeragdo, agitacio e controle de pH. Este
processo permite converter até 90 % da xilose em xilitol.

Apos a fermentacdo o xilitol pode ser recuperado em uma coluna empacotada
com resina de poliestireno sulfonado ligado a divinilbenzeno com metal na forma
alcalina, sendo esta uma separagdo cromatografica. O xilitol proveniente deste processo
de separacdo pode ser cristalizado utilizando-se técnicas convencionais de cristalizagdo,

incluindo cristalizacdo por resfriamento e aquecimento (HEIKKILA et al., 1991).

2.3.1. Obtencéao de xilitol por via quimica

Os processos industriais para a produgdo de xilitol sdo assegurados por
patentes (MANZ et al., 1973). A matéria prima ideal para a producdo em larga escala
deve estar disponivel em grandes quantidades e apresentar elevadas concentragdes de
xilana — polimero de xilose, particularmente hidrolisada, ou hemicelulose (HYVONEN
et al., 1982; HEIKKILA et al., 1990).

De acordo com Carson et al. (1943), citado por BAR (1991), e HY VONEN et
al (1982) a sintese comercial do xilitol envolve quatro etapas. Inicialmente ¢ feita a
hidrolise (1) que consiste na desintegracdo da matéria-prima natural, rica em xilana,

com uma solucio acida diluida sob calor e pressdo, para hidrolisar a hemicelulose e
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obter a xilose, assim como para precipitar a lignina; em seguida ¢ feita a purificacdo (2)
da xilose, o que permite obter uma solugdo pura de xilose. Esta purificagdo emprega
diversos processos cromatograficos que removem substancias indesejaveis, que fazem
parte da hemicelulose e sdo solubilizadas durante a hidrolise. A hidrogenacdo (3) ¢ a
etapa em que a xilose ¢ hidrogenada a xilitol, numa temperatura entre 80 °C e 140 °C e
pressdo maxima de 50 atm, na presenca de um metal catalisador, geralmente niquel; e,
finalmente, a purificagdo (4), etapa em que apds a remocdo do catalisador por filtracdo e
troca — ibnica, a solucdo hidrogenada ¢ purificada, concentrada e cristalizada para obter
o xilitol na sua forma orto - rombica.

Alternativamente, a hidrogenacdo da solugdo impura de xilose pode ser
realizada primeiro, seguida pela purificacgio do xarope de xilitol (BAR, 1991). A
separagdo de outros polidis deve ser feita antes da cristalizagdo do xilitol, por meio de

cromatografia de troca i6nica com resinas catidnicas (HY VONEN etal., 1982).

2.3.2. Obtencio de xilitol por via fermentativa

A produgdo de xilitol por via fermentativa utilizando leveduras foi descrita por
ONISHI e SUZUKI (1966), que avaliaram a capacidade de diferentes espécies e
géneros quanto a producdo de xilitol a partir de xilose. Estes mesmos autores em
trabalho realizado com microrganismos em 1969 relataram que o xilitol pode ser
produzido a partir de D xilulose ou D-glicose.

As leveduras fermentadoras de xilose possuem a capacidade de fermentar esta
pentose direto a etanol, entretanto a eficiéncia de algumas ¢ muito baixa, enquanto que a
producdo de xilitol ¢ boa (GONG et al., 1983). Este fato fez com que as pesquisas para
obtencdo de xilitol fossem retomadas a partir do inicio da década de 80. Para uma
obtencdo eficiente de xilitol a partir da D-xilose ¢ desejavel um microrganismo que seja
capaz de produzir elevadas concentragoes de xilitol (GONG et al, 1981), com altos
rendimentos e taxa de producdo rapida (BARBOSA et al, 1988). Sob condigdes
aerobias o microrganismo forma, principalmente, massa celular e sob condi¢des semt
aerdbias ou anaerobias sdo formados, principalmente, subprodutos (MOLWITZ et al.,
1996).

Para MOLWITZ et al. (1996) a fermentagio de hidrolisado de materiais

lignocelulosicos ¢ complexa e critica, pois este contém varios compostos tOxicos ao
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microrganismo. Portanto, o comportamento do crescimento celular no hidrolisado e a
formagdo de xilitol dependerfio do tratamento e das condigdes de fermentacdo
empregadas.

A produgdo de xilitol ¢ observada apenas na presenca de xilose ¢ como este
acucar dificilmente é obtido na sua forma pura em hidrolisados hemiceluldsicos ¢
interessante caracterizar a habilidade de microrganismos em utilizar glicose, xilose ¢
outros agucares presentes na fragdo hemiceluldsica (JEFFRIES e SREENATH, 1988).
Segundo GONG et al. (1981) varias leveduras que assimilam D-xilose aerobicamente,
normalmente, produzem xilitol como metabolito quando crescem em meio contendo
este acucar como fonte de carbono e energia. Os resultados de estudos realizados por
GONG et al. (1981) com uma levedura mutante, Candida tropicalis HXP2, indicaram
que a xilose serve como fonte de energia tanto para o crescimento celular como para a
produgcao de xilitol.

A producio de xilitol a partir de xilose varia coforme a espécie de
microrganismo. GONG et al. (1983) estudaram a conversdo de D-xilose por 22 espécies
de leveduras dos géneros Candida, Saccharomyces e Schizosaccharomyces. BARBOSA
et al. (1988) avaliaram a produgdo de xilitol a partir de xilose por 44 cepas de leveduras,
distribuidas em 12 espécies pertencentes a cinco géneros. Estes autores identificaram,
respectivamente, as leveduras Candida tropicalis e Candida guilliermondii como
promissoras, registrando eficiéncia de conversdo de 81 % apds 48 horas de cultivo e
pequena formacio de subprodutos. De acordo com estudos realizados por PARAJO et
al. (1996) com a levedura Debaryomyces hansenii, a concentragdo maxima de xilitol
conseguida foi de 39 g L™ apds 34 horas de fermentagdo, com mais de 92 % da xilose
consumida. Isso corresponde a uma produtividade de xilitol de 1,06 g L™ h' com um
rendimento (Yp/s) de 0,68 g g' e 75 % de eficiéncia.

Segundo JEFFRIES (1983) e HEIKKILA et al. (1990), a obtengdo de xilitol
por via fermentativa, como alternativa, s6 ¢ possivel devido ao fato de alguns
microrganismos sintetizarem a enzima xilose redutase, que catalisa a reducdo da xilose
a xilitol, como primeiro passo no metabolismo da xilose. O transporte através da
membrana celular ¢ o primeiro passo no metabolismo da D-xilose e em leveduras a D-
xilose pode ser transportada tanto por difusdo facilitada quanto pelo transporte ativo. O
transporte deste aglcar €, aparentemente, relacionado ao transporte da D-glicose por que
na presenga deste a entrada de D-xilose ou D-arabinose € mais rapida sob condigdes
anaerobias do que sob condi¢Ges aerdbias. E na auséncia de D-glicose a taxa de entrada

desses dois aglcares ¢ idéntica sob as mesmas condi¢des (JEFFRIES, 1983).
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Sob condi¢oes anaerdbias a xilose ndo ¢ utilizada e ndo ocare a formagdo de
xilitol (GONG et al., 1981).

Dentre os fatores que interferem na bioconversdo da xilose a xilitol, tem sido
verificada uma relacdo da eficiéncia de fermentagdo com a concentracdo de xilose no
meio (OJAMO et al., 1988; FELIPE et al, 1993; SILVA, 1994), com o pH inicial
(SILVA, 1994), com a temperatura (BARBOSA et al., 1988), com a presenca de glicose
(SILVA, 1994) e com a taxa de aeragdo (BARBOSA et al., 1988; SILVA et al., 1990).

O pH extra celular representa um outro fator que exerce grande influéncia nas
vias metabolicas e na formacdo de produtos por microrganismos (SILVA, 1994).
Segundo PELCZAR et al. (1980), as leveduras t€m seu pH Otimo de crescimento na
faixa de 3,5 a 3,8. SILVA (1994), estudando o comportamento de Candida
guilliermo ndii, em meio sintético, verificou que a faixa 6tima de pH para a producdo de
xilitol estd entre 40 e 5,0. Os valores maximos de produtividades volumétrica (0,55
(g L h') e especifica (0,27 (g g' h')) em xilitol foram obtidos em sistema continuo
(D = 0,053 h), quando as células foram cultivadas em pH 5,0. Entretanto, o maior fator
de rendimento em xilitol (Yp/s = 0,72 g g'l) foi encontrado em pH 4,0.

De acordo com FELIPE et al. (1997), o pH inicial dos hidrolisados para a
fermentacdo por Candida guilliermondii encontra-se entre 5,5 e 6,5. Os melhores
valores de pH para a bioconversdo de xilose em xilitol em hidrolisados hemiceluldsicos
estdlo mais proximos do neutro, devido a presenca de compostos inibidores do
metabolismo microbiano, cujo fendmeno de intoxicacdo estd diretamente relacionado
com a presenca de acido acético no meio (TRAN ¢ CHAMBERS, 1985; FRAZER e
McCASKEY, 1989; VAN ZYL et al., 1991; ROBERTO et al., 1991; FELIPE et al.,
1993). De acordo com estes autores o efeito inibitorio do acido acético deve-se ao fato
de que em valores de pH o6timo para a fermentacdo por levedura (pH 4,0 a 5,0), o acido
acético (pKa = 4,75) encontra-se, em sua maior parte, na forma ndo dissociada, o que
permite a sua difusdo para o citoplasma celular, onde se dissccia. Com isso ocorre a
redu¢do do pH intracelular, causando o desacoplamento da produgdo de energia e do
transporte de nutrientes.

A temperatura também exerce efeito marcante no metabolismo das leveduras
(SILVA, 1994). A faixa de temperatura 6tima de crescimento das leveduras é de 20 °C
a 30 °C, embora existam espécies que crescem na faixa mais ampla, de 0 °C a 47 °C
(PELCZAR et al., 1980). Com relagdo a bioconversdo de xilose a xilitol, observa-se que
os ensaios fermentativos sdo conduzidos a 30 °C (RAMOS, 1998). De acordo com

BARBOSA et al. (1988) as concentragdes maximas de xilitol acumulado foram
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encontradas em experimentos conduzidos a temperaturas de 30 °C ou 35 °C. Nessas
temperaturas as taxas de crescimento foram maiores e a xilose também foi consumida
com mais rapidez. O xilitol produzido correspondeu a um rendimento (Yp/s) de 0,74
g g

A pressdo osmotica exercida por altas concentragdes de aglicar influencia a
taxa de producio de xilitol. Quando elevadas concentragdes sfo utilizadas como
substrato, sob condig¢des anaerdbias, ocorre a producio de etanol (GONG et al., 1981).

A presenga de glicose e outras hexoses no meio de fermentacdo ¢ também um
fator critico que interfere na fermentacdo da xilose a xilitol por leveduras (SILVA,
1994). Esse comportamento foi verificado por SILVA et al. (1990) e depois confirmado
por SILVA (1994), em meio sintético, utilizando a levedura Candida guilliermondii,
demonstrando que em cultivos realizados na auséncia de glicose no meio de
fermentac@o, ocorreu maior eficiéncia de conversdo de xilose a xilitol correspondendo a
valores de 66 % na auséncia da glicose, contra 45 % na sua presenga. Neste mesmo
trabalho observowse também que a concentracio de 10 g L' de glicose no meio
resultou em redugdo de 46 % na quantidade de xilitol produzido € aumento de 34 % no
tempo de fermentacdo, quando comparados aos valores obtidos na auséncia deste
agiicar. O autor verificou ainda que a glicose estimulou o crescimento celular,
possivelmente por ser este acgucar uma fonte de carbono preferencial e de facil
metabolismo para os microrganismos.

Segundo GONG et al. (1983), JEFFRIES (1983) e MOLWITZ et al. (1996) o
suprimento de oxigénio ¢ o parametro mais importante que afeta a fermentacdo da
xilose, melhorando a sua taxa de metabolismo, sendo seus aspectos bioquimicos e
fisiologicos ndo totalmente elucidados. Em estudos realizados por MOLWITZ et al
(1996) foi observado que a levedura Candida guilliermondii é capaz de crescer,
consumir os agUcares presentes no hidrolisado e excretar xilitol com diferentes
performances, dependendo das condi¢cdes de oxigénio empregadas. A concentragdo de
biomassa final mais elevada (244 g L) foi formada quando a taxa de acragdo era de
1,0 vm (volume de ar por volume de meio por minuto), enquanto o menor crescimento
ocorreu em condicoes onde a taxa de aeracdo era de 0,5 vvm. De acordo com
BARBOSA et al. (1988), para as leveduras C. tropicalis 1004 e C. guilliermondii FTI
20037, uma diminuigdo na taxa de aeragdo aumentou o rendimento de xilitol, enquanto
a concentracdo de etanol e a taxa de consumo de Dxilose diminuiram. Este fato reflete

a importincia do O; na utilizagdo da xilose por microrganismos, principalmente
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leveduras, indicando que condigbes limitadas de aeragdo proporcionam melhores

rendimentos de fermentacdo (BARBOSA et al., 1988; SILVA et al., 1990).

2.4. Inibidores da fermentacio e tratamento do hidrolisado

O metabolismo de xilose pelos microrganismos envolve a agdo das enzimas
xilose redutase e xilitol desidrogenase. Sabe-se que o processo fermentativo de
producio de xilitol a partir de hidrolisados de bagaco de cana e outros materiais
lignocelulosicos apresenta algumas limitagdes. Estas estdo relacionadas, principalmente,
com as taxas de produtividade resultantes do modo de condugdo do processo ¢ da
presenga de compostos inibidores do metabolismo microbiano nos hidrolisados
hemiceluldsicos (JAFFE et al., 1974; HEIKKILA et al., 1990).

De acordo com HAVING (1981), o processo de hidrolise acida utilizado para a
obtencdo do hidrolisado ¢ acompanhado pela formacdo de produtos de decomposicio da
hemicelulose, dentre os quais pode-se citar o furfural, hidroximetil furfural (HMF) e
acido acético. O efeito destes compostos toxicos sobre o metabolismo da xilose ¢
bastante discutido e complexo, havendo algumas evidéncias de que a inibicdo da
atividade fermentativa € causada pelo efeito sinergistico entre eles (VOGEL et al.,
1998). Segundo Harris (1975), citado por RAMOS (1998), as hexoses sdo degradadas a
HMF e as pentoses a furfural. A liberagdo do acido acético ocorre porque a estrutura
molecular da fragdo hemicelulésica contém radicais acetis (BISARIA e GHOSE, 1981;
FRAZER e McCASKEY, 1989).

Segundo NAPOLES (1998) o 4cido acético e o furfural sdo os principais
inibidores da fermentagdo dos hidrolisados de bagaco de cana-de-agicar a xilitol. Foi
constatado por VAN ZYL et al. (1991) que a fermentagdo de xilose por Pichia stipitis
foi inibida pela presenca de acido acético. Concentragdes de acido de 0,8 g L'a 13 g L7,
pH entre 5,1 e 6,5 e condi¢cdes anaerdbias, reduziram a produtividade de xilitol a 50 %.
FELIPE et al. (1997) realizaram estudos sobre o efeito da toxicidade do acido acético e
do furfural e relataram que concentragdes maiores que 4,5 g L™ de 4cido acético e 1,09
g L' de furfural, afetam a conversdo de xilose a xilitol. Entretanto, OJAMO et al.
(1988) wverificaram que a adicdo de furfural afetou, favoravelmente o rendimento de
xilitol, embora tenha sido demonstrado que a presenga deste composto em processos

microbiolégicos pode inibir o crescimento da levedura. Segundo Benerjee et al. (1981),
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citado por OJAMO et al. (1988), o furfural usualmente afeta o crescimento do
microrganismo e o processo fermentativo.

Em estudos realizados por NAPOLES et al. (1997) efeito do pH no processo de
conversdo de xilose a xilitol ¢é significativo pois ¢ determinante para a atividade
metabolica das células, uma vez que a toxidez do 4acido acético depende deste
parametro. Estudos realizados por FELIPE et al. (1997) demonstram que o pH inicial do
hidrolisado para a fermentagdo pela levedura Candida guilliermondii encontra-se entre
55e6)5.

A agdo destes compostos na formacdo de xilitol por leveduras estd relacionada
com sua concentracdo no meio € com os pardmetros fermentativos, principalmente ao
pH e a aeragdo (NAPOLES et al., 1997). Portanto, é necessario purificar o hidrolisado,
visto que essas substincias inibem o processo de bioconversdo da xilose a xilitol
(NAPOLES, 1998). CHEN ¢ GONG (1985) afirmam que uma fermentagio bem
sucedida ndo depende, apenas, de selecionar uma linhagem de levedura que seja capaz
de produzir xilitol com alto rendimento, mas também de eliminar o efeito inibitério do
hidrolisado  hemicelulésico. Com o objetivo de minimizar este problema tem-se
estudado varios tratamentos do hidrolisado, € os mais utilizados tém sido o tratamento
com carvao ativo (FRAZER e McCASKEY, 1989; GONG et al., 1993), extragdo por
solventes (FRAZER e McCASKEY, 1989), purificagdo com resinas de troca idnica
(MADDOX e MURRAY, 1983; NAPOLES et al., 1997), precipitagio de impurezas
com variacdo do pH (TRAN ¢ CHAMBERS, 1985; VAN ZYL et al., 1988; ROBERTO
et al, 1991; FELIPE et al., 1993; GONG et al. 1993) e, em alguns casos, a combinagdo
destes tratamentos.

A remogdo dos inibidores por solventes foi avaliada por FRAZER e
McCASKEY (1989), que utilizaram uma combinagdo de solventes e variagdo de pH
com hidroxido de calcio. Em todos os tratamentos com os solventes organicos
cloroformio, acetato de etila, tricloroetileno, hexano e benzeno observouse a reducdo
das concentragdes de compostos fenolicos, de acido acético e de furfural. Essa redugdo
esta relacionada com a solubilidade de cada um destes compostos no solvente, com suas
caracteristicas fisico-quimicas e com o pH do tratamento.

Varios autores (TRAN e CHAMBERS, 1985; VAN ZYL et al., 1988; FELIPE
et al., 1993; GONG et al., 1993) estudaram o tratamento do hidrolisado pela variagdo de
pH. Este processo consiste em elevar o pH do hidrolisado com diferentes tipos de bases

ou oxidos até, aproximadamente, 10,0. Em seguida faz-se uma centrifugagdo que
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permite retirar os compostos precipitados, seguida de reducdo do pH com diferentes
acidos até atingir o valor adequado para a fermentacdo, e nova centrifugago.

Este processo foi utilizado por GONG et al. (1993) para a produgdo de etanol
utilizando hidrolisado de bagaco de cana-de-actiicar. O pH do hidrolisado foi elevado
para 85, seguido de filtragdo e novo ajuste do pH para 7,0 com éacido fosforico
concentrado. A fermentagdo foi realizada por Candida sp. Os resultados de producdo de
etanol, entretanto, foram inferiores aqueles conseguidos em hidrolisados tratados com
carvao ativo ou resinas de troca ionica.

FRAZER e McCASKEY (1989) também avaliaram este tratamento ¢
encontraram que a variagdo de pH ndo exerce efeito sobre as concentracoes de acido
acético, furfural e ions sulfato. O pH foi elevado para 10,0 e 11,0 seguido de
centrifugacdo, em seguida foi ajustado para 6,0 com dacido cloridrico concentrado e
novamente centrifugado. Observou-se uma reducdo média de 26 % de compostos
fendlicos quando o 6xido de célcio foi usado para elevar o pH, e a producdo de 2,3
butanodiol, por Klebsiella pneumoniae foi o dobro quando comparada ao hidrolisado
nao-tratado.

A obtencdo de xilitol por Candida guilliermondii a partir de hidrolisado
hemicelulésico do bagago de cana-de-agiicar tratado com a técnica de variagdo de pH
foi estudada por FELIPE et al. (1993). A corre¢do do pH para 10,0 foi feita com o6xido
de cdlcio, seguida de uma centrifugagdo e posterior reducdo do pH para 6,5. Estes
autores encontraram uma eficiéncia de bioconversao de xilose em xilitol igual a 55,6 %.

De acordo com ROBERTO et al. (1991) o melhor tratamento para a obtengio
de xilitol, a partir de hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-de-aglicar por
Candida guilliermondii consiste na corregdo do pH para 10,0 com hidroxido de calcio,
seguida de centrifugacao e reducao para 6,5 com acido sulfurico.

FRAZER ¢ McCASKEY (1989) e GONG et al. (1993) estudaram a utilizacdo
de carvdo ativo para a remogdo de compostos inibidores do metabolismo microbiano
combinando a variagdo de pH com carvao ativo. GONG et al. (1993) utilizaram uma
coluna de 1,5 cm x 25 c¢cm com carvdo ativado e observaram um aumento de 50 % no
rendimento da fermentac@o e na producdo de etanol. FRAZER e McCASKEY agitaram,
por uma hora, hidrolisado e carvao ativo (4:1 v/p), e observaram uma reducdo tanto no
rendimento quanto na produgdo de 2,3 butanodiol devido, principalmente, a reduciio de
carboidratos que foram adsorvidos pelo carvao. De acordo com estes autores, nos
tratamentos com ¢ sem variagdo de pH, houve uma redugdo média de 27 % de acido

acético, 4,5 % de furfural, 90 % de ions sulfato e 78 % de compostos fenolicos. No
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entanto, pesquisas realizadas por PARAJO et al. (1996) comprovaram o tratamento
apenas com carvao ativo ndo ¢ suficiente para converter o hidrolisado num meio de
fermentacgdo favoravel.

Em estudos realizados por NAPOLES et al. (1997), utilizando resinas de troca
i0nica, para a purificagdo dos hidrolisados hemicelulosicos de bagago de cana-de-
acucar, observou-se resultados satisfatorios na conversio da xilose a xilitol por via
quimica e fermentativa.

As rtesinas de troca ib6nica foram estudadas no tratamento de hidrolisado na
obtencao de etanol (TRAN ¢ CHAMBERS, 1985; VAN ZYL et al., 1991; GONG et al.,
1993), 2,3 butanodol (FRAZER e McCASKEY, 1989) e para a produgdo de xilitol
(NAPOLES, 1998). Nestes trabalhos utilizou-se a variagio do pH com os diferentes
tipos de resinas.

Os processos de troca idnica podem ser empregados para a remocdo das
impurezas 4cidas presentes nos hidrolisados (NAPOLES et al, 1997). Existem
diferentes tipos de resinas de troca idnica, que sdo utilizadas para diferentes fins. Entre
elas as resinas adsorventes que por suas propriedades e caracteristicas substituem o
carvao ativo, resinas cationicas fortes e fracas e resinas anionicas fortes e fracas.

GONG et al. (1993) avaliaram a resina aniénica Dowex 50W-X4, no
tratamento de hidrolisado de bagago de cana-de-agucar ¢ TRAN e CHAMBERS (1985)
analisaram o leito misto AG-501-X8 (BIORADD) em hidrolisado de carvalho. Os
autores verificaram que a utilizacdo das resinas proporcionou a obtencdo de um
hidrolisado fermentescivel para as fermentacdes conduzidas com Pichia stipitis e
Candida sp. GONG et al. (1993) observaram o aumento de aproximadamente 100 % na
produtividade de etanol quando comparado ao tratamento com variagdo de pH.

No trabalho realizado por FRAZER ¢ McCASKEY (1989) com hidrolisado de
carvalho tratado com resina fortemente catidnica Amberlite IR-120 Plus, fortemente
anidnica Amberlite IRA-400 ¢ a resina ndo-idnica XAD-4 para a produgdo de 2,3
butanodiol pela levedura Klebsiella pneumoniae foi observado o mesmo
comportamento. Das resinas utilizadas a Amberlite IRA-400 apresentou melhor
resultado na remoc@o dos inibidores, apresentando reducdo de 27 % de 4acido acético, 42
% de furfural, 80 % de ions sulfato e 57 % de compostos fenolicos.

NAPOLES (1998) realizou um trabalho de purificacio do hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de cana-de-agicar comparando tratamento com resinas
Amberlite, neutralizacdo com CaQO, utilizagdo de carvao ativado e de resinas de troca

idbnica. O tratamento realizado com as resinas de troca idnica foi o que apresentou
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melhor resultado na obtencdo de um meio fermentescivel a partir do hidrolisado de
bagaco de cana-de-agticar, possibilitando obter uma maior eficiéncia de processo (84,44
%), um maior rendimento (Yp/s=0,774 g g') e também uma maior produtividade (0,711
g L n).

VAN ZYL et al. (1991), estudando a inibicdo pelo acido acético da
fermentagdo de xilose a etanol por Pichia stipitis, observaram que quando o hidrolisado
de bagaco de cana-de-aglicar era tratado com uma resina de troca idnica anionica, 84 %
do éacido acético presente no meio foi removido e a subseqiiente fermentagdo resultou
numa produtividade de etanol de 0,56 g L™ h' e num rendimento (Yps) de 037 g g,
similar aqueles obtidos num meio contendo xilose, glicose e arabinose sem a presenga

de acido acético.

2.5. A cromatografia de troca idnica

Segundo SPADARO (1987) as primeiras observagdes registradas na literatura,
referentes a troca ionica, foram feitas por Way e Thompson em 1850, que descobriram a
capacidade do solo em remover ions NH, de solugdes que o atravessam, substituindo-
os por quantidade equivalente de fons Ca’. A partir destas observagdes, varias
tentativas foram realizadas no sentido de produzir trocadores inorganicos. Em 1917,
Folin e Bell fizeram uma tentativa do emprego da troca i6nica para determinar o teor de
aménio na urina. Por volta de 1935 comecaram a ser produzidas resinas de troca dnica
organicas, muito mais eficientes. Os trabalhos na separacdo de aminoacidos, peptideos,
acidos nucléicos e derivados mostraram o valor da técnica de troca idGnica no campo
bioquimico, tendo iniciado uma era neste campo.

A separacdo de materiais por cramatografia de adsor¢do estd baseada na
adsorcao reversivel e diferencial de moléculas de soluto carregadas pelo grupo trocador
imobilizado covalentemente numa matriz cromatografica e depende de diferentes tipos
de interagdo entre as moléculas (SPADARO, 1987; PHARMACIA, 199-).

As razdes que fazem da cromatografia de troca id6nica uma técnica de
separagdo eficiente sdo sua ampla aplicabilidade, seu alto poder de resolucdo, sua alta
capacidade e a simplicidade e facilidade de controlar o método (PHARMACIA, 199-).

A separagdo ¢ obtida ja que diversas substancias apresentam diferentes graus

de interagdo com o trocador i6nico devido & suas diferencas de cargas, densidades de
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carga ¢ distribuicdio de cargas em suas superficies. Essas interagdes podem ser
controladas  variando-se condigdes como forca i6nica e pH. As variagdes nas
propriedades de carga de compostos biologicos sdo, freqiientemente, consideraveis, e
desde que a cromatografia de troca ionica € capaz de separar espécies com pequenas
diferencas em suas propredades, apresenta-se, entdo, como uma técnica bem eficiente
(PHARMACIA, 199-).

Um trocador i6nico consiste em uma matriz de material poroso, natural ou
sintético, inerte, insolivel em 4gua e em solventes organicos, na qual grupos carregados
ligamrse covalentemente. A matriz pode ser composta de substancias inorganicas,
resinas sintéticas ou polissacarideos. As caracteristicas da matriz determinam suas
propriedades cromatograficas tais como eficiéncia, capacidade e recuperacdo, bem
como sua estabilidade quimica, forca mecanica e propriedades de escoamento
(SPADARO, 1987, PHARMACIA, 199-).

Os grupos carregados estdo associados a contra-ions moéveis. Esses contra-ions
podem ser trocados reversivelmente com outros ions de mesma carga sem que a matriz
seja alterada. Dependendo do grupo trocador ligado covalentemente a matriz, os
trocadores i0nicos sdo classificados em anionicos e catidnicos. Trocadores carregados
positivamente t€m contra-ions negativos (anions) disponiveis para trocar e s30
chamados de trocadores anidnicos. Trocadores carregados negativamente tém contra-
ions positivos (cations) e sdo chamados de trocadores catidnicos. Os tipos de grupos
ligados a matriz classificam os trocadores i6nicos em fortes e fracos, referindo-se a
extensdo da variagdo da ionizacdo em relacdo ao pH e ndo a forga da ligagdo. Ou seja,
trocadores i0nicos fortes sdo completamente ionizados em grande faixa de pH, enquanto
nos trocadores ibnicos fracos o seu grau de dissociagdo, portanto sua capacidade de
troca, ¢ mais sensivel & variagdes de pH (SPADARO, 1987; PHARMACIA, 199-). As
resinas de troca i0nica apresentam certas limitacdes de estabilidade inerentes a sua
estrutura quimica. A estabilidade fisica de uma resina de troca catibnica ou anidnica
feita corretamente ¢ adequada para qualquer das condi¢Oes tipicas de operagdo
(DECHOW, 1983).

Segundo NAPOLES (1998), as resinas cationicas fortes sdo estiveis aos
acidos, bases, hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos € outros compostos organicos.
Aplicam-se, fundamentalmente, na desmineralizagdo total, na dissociacdo de sais
complexos, separacdo de eletrolitos moleculares e coldides, purificagdo de corantes e
dissociacdo de enzimas. As resinas catidnicas levemente acidas sdo estaveis aos acidos,

solventes alifaticos e aromaticos, assim camo a substancias redutoras. Aplicam-se na
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determinagdo de cation divalentes ou polivalentes, na adsor¢do de corantes, purificagdo
de enzimas ¢ dissociacdo de vitamina B;. As resinas anidnicas fortemente alcalinas sdo
resistentes aos acidos e alcalis concentrados, solventes alifaticas e aromaticos e¢ a
substancias redutoras e oxidantes, podendo ser empregadas no isolamento e
determinacdo de alcaldides, determinagdo de substincias pécticas em polpas de frutas e
separacdo de aldeidos e cetonas. As resinas anidricas levemente basicas sdo estaveis aos
acidos, bases, solventes alifaticos ¢ aromaticos, sdo sensiveis ao acido nitrico e solugdes
oxidantes, ¢ podem ser aplicadas na separagdo de acidos fortes e fracos, de aminoacidos,
no isolamento e determinacdo de alcldides e na adsor¢do de corantes basicos em meio
alcalino.

A presenca de grupos carregados ¢ uma propriedade fundamental para um
trocador i6nico. O tipo de grupo determina o tipo ¢ a forga do trocador idnico; € sua
quantidade e disponibilidade determinam a capacidade do trocador (PHARMACIA,
199-).

Segundo DECHOW (1983) ¢ SPADARO (1987), a capacidade total de uma
resina ¢ o numero de grupos ibnicos contidos por unidade de massa ou unidade de
volume da resina, representando uma medida da quantidade de troca de ions que pode
ocorrer entre a matriz € os ions presentes no soluto. Essa capacidade pode ser expressa
em miliequivalentes (meq) por grama (g) ou por mililiro (mL). A capacidade
disponivel ¢ a capacidade real de um trocador sob determinadas condi¢des, e depende
de varios fatores, dentre os quais tem-se a forca idnica, o pH e a temperatura.

A adsor¢do ¢ definida como o enriquecimento de um ou mais componentes em
uma regido interfacial, embora seja empregada para denominar o fendomeno conjunto de
adsor¢io e condensagdo capilar nos poros de um solido. O correto seria empregar,
nesses casos, o termo sor¢ado (ADAMSON, 1990).

Segundo Anénimo (1989), citado por CRUZ (1997), a adsor¢do ¢ um
fendmeno no qual o adsorvato concentra-se sobre a superficie do adsorvente £m uma
mudanga quimica. As principais for¢as que governam a adsor¢do fisica sdo as forcas de
van der Waals e de polaridade. Em resinas trocadoras de ions, a interagdo elotrastica
entre uma molécula com carga e uma carga oposta sobre o adsorvente ¢ o que provoca
esta disposicdo. Esse fenomeno, proveniente do contato entre adsorvato e adsorvente,
envolve um nimero de etapas distintas que contribuem para a resisténcia a transferéncia
de massa, incluindo a transferéncia de massa externamente da solucdo de adsorvato para

a superficiec externa da particula de adsorvente, difusdo dentro de poros da particula e
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reacdo quimica na superficie da particula de adsorvente (HORSTMANN e CHASE,
1989).

De acordo com CRUZ (1997), as resinas adsorventes sdo estruturas altamente
porosas com uma grande 4rea superficial capaz de adsorver e dessorver uma larga
variedade de substincias, normalmente de uma maneira seletiva. Uma resina de troca
i0nica pode ser caracterizada através de sua composigdo, porosidade e area superficial,
hidrofobicidade, ligantes e grupos funcionais ligados a ela e estabilidade quimica e
mecanica.

A andlise da adsor¢do € baseada no equilibrio entre as fases envolvidas e nos
balangos de massa, onde o equilibrio ¢ representado na forma de graficos, chamados de
isotermas de adsor¢do (CRUZ, 1997). A isoterma de adsorcdo ¢ a relacdo de equilibrio
entre a concentragdo de adsorvato na fase fluida e nas particulas adsorventes a uma dada
temperatura. A concentragdo de adsorvato no solido ¢ dada como a massa adsorvida por
unidade de massa do adsorvente original (McCABE et al., 1993).

No estudo do equilibrio ¢ para a adsor¢do de um componente, o modelo
matematico mais difundido ¢ a isoterma de Langmuir (CRUZ, 1997), que se baseia nas
hipoteses de que a adsorcdo ¢ limitada a uma monocamada, a superficie interna do
adsorvente ¢ homogénea e apresenta um numero de sitios finito, as moléculas
adsorvidas ndo interagem entre si € no caso de adsor¢do de compostos diversos, a
entalpia de adsor¢ao ¢ a mesma para todos os materiais (LANGMUIR, 1916).

Na adsor¢do em tanques agitados, ou seja, em batelada, o contato entre as fases
¢ realizado de modo a se ter um estagio de equilibrio, permitindo a obtengdo das curvas
cinéticas de adsor¢do. As curvas cinéticas de adsor¢do permitem obter dados da
concentracdo de soluto na fase liquida em fungdo do tempo. Com os valores de
concentracio de soluto na fase liquida em equilibio (C’), obtidos para cada
concentragdo inicial de soluto (Cp), e com o auxilio de um balanco de massa no
adsorvente, determina-se a isoterma de adsor¢do (CRUZ, 1997).

Segundo PEREIRA e SANTANA (1998), em sistemas com apenas uma
espéciec quimica, € mesmo em sistemas multicomponentes, com varias espécies
quimicas conhecidas, em que ha ou ndo competicdo entre as espécies na adsorgdo, &
possivel a modelagem do processo com relativa facilidade, desde que a concentracdo de
cada um dos componentes do sistema seja conhecida. Entretanto, em misturas
multicomponentes, tais como caldos brutos obtidos através de fermentacdo, ¢ muito
dificil a modelagem, visto que ¢ praticamente impossivel determinar a concentracdo de

cada uma das espécies quimicas presentes.

24



3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Processos de Separagdo
(LPS) do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), Vigosa — MG.

3.1. Hidrolisado hemicelulosico

Utilizowse o hidrolisado de bagaco de cana-de-agicar fornecido pelo
Departamento de Biotecnologia (DEBIQ) da Faculdade de Engenharia Quimica de
Lorena (FAENQUIL), Lorena — SP.

O hidrolisado hemicelulésico foi obtido pelo processo de hidrolise acida do
bagaco de cana-de-agucar, a 121 °C durante 10 minutos, em reator de ago inoxidavel
(AISI 316) de volume util igual a 200 L. Utilizou-se como catalisador o acido sulfiirico
na propor¢cdo de 100 miligramas por grama de matéria seca, isto é, uma relagdo
solido:liquido de 1:10, conforme estabelecido por PESSOA JUNIOR (1991). As
caracteristicas do hidrolisado original estdo apresentadas na TABELA 3.1.
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TABELA 3.1.: Caracteristicas do hidrolisado hemicelulosico de bagago de cana-de-
acucar obtido por hidrdlise acida.

Caracteristicas Valores
pH 1,05
Brix 4,00
Glicose (g/L) 2,10
Xilose (g/L) 15,7
Arabinose (g/L) 2,00
Acido Acético (g/L) 3,50
Furfural (g/L) 0,16
Hidroximetil furfural (g/L) 0,05
Compostos fenolicos (g/L) 0,05

Fonte: (ALVES, 1997 e NAPOLES, 1998).

3.2. Adsorventes

Nos experimentos foram utilizadas trés resinas adsorventes de troca idnica A
500, A-103S e C-155S da PUROLITE"®.

A resina A-500 ¢ uma resina anidnica forte, macroporosa, de poliestireno
reticulado com divinilbenzeno, tendo amina quaternaria como grupo funcional. A resina
A-103S ¢ uma resina anibnica fraca, macroporosa, de estireno reticulado com
divinilbenzeno, tendo amina terciaria como grupo funcional. A resina C-155S ¢ uma
resina catibnica forte, macroporosa, de estireno reticulado com divinilbenzeno, tendo
poliestireno sulfonado como grupo funcional. Todas estas resinas sdo fornecidas na
forma de particulas esféricas. Outras caracteristicas destes adsorventes estdo

apresentadas na TABELA 3.2.
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TABELA 3.2.: Caracteristicas fisico-quimicas das resinas de troca ionica utilizadas nos

experimentos de adsorcao.

A-500 A-103S C-1558S
Estrutura polimérica Poliestireno- Estireno- Estireno-
divinilbenzeno divinilbenzo divinilbenzo
Grupo funcional Amina quaternaria Amina Terciaria Poli (estireno
sulfonado)
Aparéncia e forma Esféricas, Esféricas, Esféricas,
fisica das particulas esbranquicadas esbranquicadas acinzentadas
Tamanho de peneira 1640 1644 16-44
(mesh)
Massa especifica(g- L™ 690 650 830
Faixa de pH de 0al4 0ag 0al4
operagao
Capacidade de troca 1,15 L6 21
(meq- mL™)

Fonte: Informe Técnico PUROLITE" (199-).

3.3. Adsorvato

Como adsorvato foi empregado o hidrolisado hemiceluldsico obtido por
hidrolise acida de bagaco de cana-de-acucar que contém inibidores do metabolismo
microbiano, tais como acido acético, furfural e hidroximetil furfural, conforme

demonstrado na TABELA 3.1.

3.4. Preparo do hidrolisado

O pH do hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar foi ajustado para 5,0 por
meio de adicdo lenta de NaOH IN sob agitacdo. Apos a neutralizacdo o hidrolisado foi
deixado em repouso e o precipitado formado foi removido por centrifugacdo a,
aproximadamente, 7000 x g por 10 minutos. Em seguida o material foi filtrado a véacuo

utilizando-se membrana de acetato de celulose de 0,45pum (MILLIPORE — HAWP).
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3.5. Ensaios de adsorcao

Nos experimentos de adsorcdo, tanto para a obtencdo de curvas cinéticas como
para a constru¢do de isotermas, utilizou-se colunas de 3 mL em plastico, descartaveis,
equipadas com filtro, fornecidas pela J. T. BAKER". A coluna ¢ provida de um émbolo
de seringa de injecdo. Em cada uma das colunas colocou-se aproximadamente 50 mg de
uma das resinas. A resina foi condicionada, na coluna, com 1 mL de 4gua deionizada
durante 60 minutos, mantendo-se a agitagdo da mesma através do dispositivo mostrado
na FIGURA 3.1.

O dispositivo usado para manter as colunas sob agitagdo consiste de um
cilindro construido em acrilico (12 cm de di@metro e 16 orificios para suportar as
colunas descartaveis) acoplado a uma bomba peristaltica através de um eixo, conforme
mostrado na FIGURA 3.1. O movimento de revolugdo do cilindro (10 rpm) manteve o
contato permanente da resina com a agua de condicionamento, auxiliado por uma bolha
de ar de 0,5 mL. Apds essa etapa, a agua foi retirada pressionando-se o émbolo da
coluna. Esse procedimento foi repetido por trés vezes consecutivas. Este procedimento

foi repetido empregando-se o hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-de-agucar.

Emhbolo
ey
\:{ Eixo
Ar
Hidrolisado
hemicelulasico
com resina . .
Corpo em acrilico Visia Superior
Filto
Vista Lateral

FIGURA 3.1: Esquema do equipamento utilizado para manter as colunas sob agitacdo
(PEREIRA, 1999).
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Apos os experimentos de adsor¢do foram analisadas as concentragoes de acido
acético, furfural e hidroximetil furfural no sobrenadante do hidrolisado hemicelul6sico
de bagaco de cana-de-agticar, visando a obtengao de isotermas e curvas cinéticas de

adsor¢do. Os experimentos foram realizados em triplicata, para cada uma das resinas.

3.5.1. Cinética de adsorgao

Para a construcdo das curvas cinéticas, para cada um dos inibidores avaliados,
42 colunas descartdveis com resina foram preparadas, e a resina condicionada. Uma
amostra de 1 mL de hidrolisado foi colocada em cada uma das colunas juntamente com
a massa de resina ja condicionada. O sistema permaneceu sob agitacdo por periodos de
tempo pré — determinados (20, 40, 60, 90) segundos e (2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 60)
minutos. Decorrido o tempo estabelecido para cada uma das colunas com amostra,
removeu-se 0 hidrolisado pressionando-se o émbolo da coluna. Os filtrados foram
recolhidos para posterior determinagdo da concentragdo de acido acético, furfural e
hidroximetil furfural. Este procedimento foi repetido para as resinas A-500, A-103S e
C-1558S.

3.5.2. Isotermas de adsorc¢io

Para a determinacdo das isotermas de adsor¢do do &cido acético, furfural e
hidroximetil furfural presentes no hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-
acicar utilizou-se solugdes em diferentes concentragdes iniciais Co (mg- mL™),
preparadas a partir do hidrolisado e 4gua deionizada. Na TABELA 3.3. sdo
apresentados os valores das concentragoes iniciais de acido acético, furfural e

hidréximetil furfural nas solugdes.
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TABELA 3.3.: Valores de Cy (mg- mL™) das solugdes de hidrolisado de bagaco de cana-

de-aguicar utilizadas na obtengdo das isotermas de adsor¢ao.

Diluicoes
0 111 12 13 14 15
Acido acético 2,285 1,144 0,760 0,569 0,458 0,379
Furfural 0,169 0,086 0,060 0,042 0,035 0,028
Hidroximetil furfural 0,077 0,040 0,025 0,019 0,015 0,013

Nestes experimentos removeuse a agua de condicionamento da resina contida
na coluna e colocou-se a solucdo de hidrolisado. As colunas foram levadas ao
dispositivo de agitacdo por trés horas. Apoés esse periodo, determnou-se a concentragao
de cada um dos compostos inibidores no sobrenadante. Por meio de um balango de
massa calculou-se a massa de cada um dos trés compostos que foi adsorvido nas resinas.

O calculo de q foi feito da seguinte forma:

q= (C,—O)xv ’

m

em que,
q(mg g') ¢ a quantidade de inibidor adsorvida na resina
Co (mg: mL™) é a concentragdo inicial do inibidor no hidrolisado
C (mg- mL™) é a concentragfio final do inibidor no hidrolisado
v (mL) € o volume de hidrolisado contido na coluna

m; (g) ¢ a massa de resina contida na coluna

3.6. Métodos analiticos

As amostras para determinagdo de acido acético, furfural e hidroximetil
furfural no hidrolisado foram previamente centrifugadas por 10 minutos a 7000 x g,
retirou-se o sobrenadante e foram novamente centrifugadas por mais 5 minutos a ,
aproximadamente, 7000 x g.

A determinagdo das concentragdes de 4cido acético foi realizada por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), em um cromatografo WATERS,
equipado com uma coluna Aminex HPX — 87H 300 mm de comprimento por 7.8 mm de

didmetro (BIO RAD), detector de indice de refracdo Waters 410. A fase movel foi acido
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sulfarico 0,01N, com vazio de 0,6 mL/min, temperatura da coluna de 45 °C e volume
da amostra de 20 pL. O eluente antes de ser utilizado, foi filtrado a vacuo em membrana
HAWP 0,45 pm (MILLIPORE) e degaseificado em banho de ultra-som (Microsonic SX
— 50) por 15 minutos.

A determinagdo das concentracdes de furfural e hidroximetil furfural foi
realizada por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), em cromatografo
SHIMADZU, equipado com uma coluna de fase reversa CLC — ODSM/C — 18 250 mim,
comprimento de onda de 276 nm, detector de feixe de diodos. A fase movel foi
acetonitrila ¢ agua na proporcdo de 1:8 com 1 % de acido acético, vazao de 0,8 mL/min,
temperatura da coluna de 25 °C ¢ volume da amostra de 20 ML. O eluente antes de ser
utilizado, foi filtrado a vdcuo em membrana GSWP 0,22 pm (MILLIPORE) e
degaseificado em banho de ultra-som (Microsonic SX — 50) por 15 minutos.

As concentracdes de acido acético, furfural e hidroximetil furfural foram

determinadas a partir de uma curva de calibrag@o, construida para esta finalidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, o hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
acticar obtido por hidrolise acida foi tratado com diferentes resinas de troca iGnica com
0 objetivo de avaliar a capacidade das mesmas em remover acido acético, furfural e
hidréximetil ~ furfural (compostos inibidores do metabolismo de leveduras que
fermentam a xilose presente no hidrolisado), bem como determinar a cinética do

processo @& adsorcdo. Foram avaliadas trés resinas trocadoras de ions, A500, A-103S e

C-155S (PUROLITE®).

4.1. Cinética de adsorcao

4.1.1. Cinética de adsorcio de acido acético

As curvas cinéticas de adsor¢@o de acido acético obtidas para as resinas AS500,
A-103S e G155S sdo mostradas nas FIGURAS 4.1. — (A), (B) e (C), respectivamente,
onde C (mg mL™) representa a concentragio de 4cido acético no hidrolisado em um
tempo t qualquer, parat # 0, e Cy (mg mL'l) a concentragdo inicial do mesmo. A curva

tracada no grafico representa o comportamento da curva cinética.
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FIGURA 4.1.: Curva cinética de adsor¢do de acido acético nas resinas: (A) anionica A -

500; (B) anionica A-103S e (C) catidnica C-155S.
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Observa-se que a concentracdo de acido acético no hidrolisado de bagago de
cana—de-agucar, apos o tratamento, praticamente ndo varia com o tempo, ¢ apos 10
minutos o sistema entra em equilibrio.

No final do processo de adsor¢do realizado com cada uma das trés resinas, a
concentragdo de acido acético presente no hidrolisado corresponde a, aproximadamente,
88 % da concentragdo inicial.

Observa-se também que a resina C-155S apresenta, nos primeiros instantes,
menor velocidade de adsor¢do do acido acético quando comparada com as outras duas
resinas. No entanto, apds 10 minutos, a concentracdo de acido acético no hidrolisado €,
praticamente, a mesma para as trés resinas.

A baixa adsor¢do de acido acético pode ser devido ao fato de que o pH do
hidrolisado encontrava-se bem proximo ao valor do pK, do &cido acético, que ¢ 4,76.
Em pH igual ao seu pK, ou proximo a este, o acido acético encontra-se com,
aproximadamente, 50 % de suas moléculas em sua forma dissociada e,
aproximadamente, 50 % em sua forma ndo dissociada. A adsor¢io ¢ maior quando uma

maior quantidade de moléculas encontra-se na forma ndo dissociada.

4.1.2. Cinética de adsorcao de furfural e hidroximetil furfural

As curvas cnéticas de absor¢do de furfural obtidas para as resinas A-500, A-

103S e (1558 sdo mostradas nas FIGURAS 4.2. — (A), (B) e (C), respectivamente. As
curvas cinéticas de adsor¢do de HMF para as mesmas resinas sao mostradas nas
FIGURAS 4.3. — (A), (B) e (C). onde C (mg mL™) é a concentragdo de furfural ¢ HMF
no hidrolisado em um tempo t qualquer, para t # 0, ¢ Cy (mg mL™) a concentragio
inicial do mesmo. A curva tracada no grafico representa o comportamento da curva

cinética.
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(B) ani6nica A-103S e (C) cationica C-155S.
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Observa-se que para as resinas A-500 e C-155S a adsor¢do de furfural e
hidroximetil furfural, apdés 60 minutos, é inferior quando comparada com a resina A-
103S. No entanto, apesar desta resina apresentar uma maior capacidade em adsorver
estes inibidores, ela apresenta uma menor velocidade de adsorcao.

Pode-se observar que apés 10 minutos o sistema entra em equilibrio e que a
resina A-103S adsorve, aproximadamente, 40 % de furfural e de hidroximetil furfural
presentes no hidrolisado, mostrando-se, entdo, a mais adequada para adsor¢do destes
inibidores.

Quanto a adsorcdo de furfural as resinas A-500 e C-155S praticamente ndo
apresentaram diferenca em relagdo a sua capacidade em adsorver este composto, visto
que a quantidade adsorvida foi praticamente a mesma. A adsor¢do de furfural pela
resina A-500 corresponde, no final do processo a, praticamente, 20 %, enquanto para a
resina C-1558 essa quantidade corresponde a 15 %.

Na adsor¢do de hidroximetil furfural pode-se observar que a resina C-155S foi
a que adsorveu uma menor quantidade do inibidor. No final do processo de adsorcdo a
concentracdo de hidroximetil furfural no hidrolisado tratado com esta resina
corresponde a cerca de 95 % da concentragdo inicial, enquanto no hidrolisado tratado
com a resina A-500 essa quantidade corresponde a 85 %.

As trés resinas apresentam um comportamento semelhante tanto na adsorgdo de
furfural quanto na adsorcdo de hidroximetil furfural. Em relagdo a velocidade de
adsargdo elas também apresentam comportamento semelhante para quaisquer dos
compostos inibidores avaliados.

As resinas A-103S e A-500 sdo aniOnicas, no entanto, diferem entre si em suas
aplicagdes especificas. A resina A-103S apresenta basicidade relativamente alta, o que
permite a adsor¢do de 4cidos organicos com valores de pK, até 5,0 (PUROLITE®), que
¢ o caso do acido acético que apresenta um pKa de 4,76. Esta resina também ¢ aplicada
na remog¢do de substancias de elevada massa molecular no processo de remogdo de cor
em agucar obtido a partir da beterraba e da cana-de-agucar, ¢ também em sucos de
frutas. Apresenta também uma elevada capacidade na remogdo de minerais nestes
mesmos processos. A resina A-500 também ¢é usada na remogdo de substancias
organicas de elevada massa molecular (PUROLITE®).

Em estudo realizado por NAPOLES (1998) as resinas A-500, A-103S e C-
155S foram utilizadas na purificagdo do hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-
de-agicar para a obtencdo de xilitol. Neste trabalho foram realizados diferentes

processos para tratamento do hidrolisado: 1) com resinas Amberlite; 2) neutralizacdo
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com CaQ; 3) purificagdo com carvdo ativado e 4) tratamento com resinas de troca
ionica. Neste ultimo tratamento foi removida a cor do hidrolisado com a resina anidnica
A-860S (PUROLITE®™), e, posteriormente, fez-se a purificagio com as resinas C-155S e
A-500, respectivamente. Finalmente corrigiu-se o pH para 5,4 com a resina A103S. Os
tratamentos avaliados com as resinas de troca idnica foram mais eficazes obtendo-se
uma remo¢do de praticamente todos os inibidores. O autor avaliou os hidrolisados
tratados através da fermentacdo e concluiu que a purificagdo com as resinas de troca
ibnica A-500, A-103S e C-155S proporcionou a obtencdo de um hidrolisado de bagaco
de cana-de-aglicar livre de impurezas, maior eficiéncia de fermentacdo (84,44 %), maior
rendimento (Yp/s=0,7743 g- g') e maior produtividade (0,7107 g L+ h™).

NILVEBRANT et al. (2001), estudando a purificagdo de hidrolisados
lignoceluldsicos com resinas de troca idnica, observaram que tanto o tratamento com a
resina anidnica, quanto com a catidnica, ou até mesmo com a resina ndo carregada
XAD-8, causou uma diminuigdo na concentragdo de furfural e HMF. O método que
removeu estes inibidores com maior eficiéncia foi aquele que utilizou 8 g de resina
anionica em 50 ml de hidrolisado lignoceluldosico em pH 10,0. Em experimentos
utilizando solugdes modelo a resina ndo carregada removeu praticamente todo o HMF e
dois tercos do furfural, apresentando maior eficiénca também em pH 10,0. Quando
utilizaram uma maior quantidade de resina a remocdo destes inibidores foi
significativamente maior.

Estes autores concluiram que o furfural ¢ o HMF foram removidos pelas
matrizes das resinas por outro mecanismo que ndo a troca dnica. Os grupos carregados
das resinas aniOnica e catibnica fazem com que as mesmas se tornem mais hidrofilicas
que a resina ndo carregada. Consequentemente apresentam menor afinidade pelos
inibidores, furfural ¢ HMF, do que a resina XAD-8. Nos experimentos realizados com o
hidrolisado a pH 10,0, observou-se maior eficiéncia na remocgdo desses inibidores, ao
menos com a resina ndo carregada. A conclusdo a que chegaram estes autores ¢ que em
pH 10,0 a forca ionica ¢ mais elevada. Também concluiram que a remogZo dos
inibidores, em experimentos realizados com o hidrolisado, foi maior quando utilizaram

uma maior quantidade das resinas.
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4.2. Isotermas de adsorcao

4.2.1. Isotermas de adsorcio de acido acético

Nas FIGURAS 4.4. — (A), (B) e (C) sao apresentadas as isotermas de adsorgdo
de acido acético, utilizando-se como adsorvente as resinas A-500, A-103S e C-155S,

respectivamente.

39



AN
.-f'-f
o
4 /
@ //
g =
=3 - -
= _ﬂ{f{ .
&4 -
L]
=195 x+ 12§
B2 =056
1} T T T T T
ao 04 1] e 15 2a 24
Cancentracis (ma/ml)
B
(Ey
d 1 —.
& T
™ -o-'-""_ﬂ;
E T
— __'_,_,_,—F"
=g _,.,:-'—""'_'_FF
o e
F=101=+ 17D
B =105
i : : : : 1
0a n# ne 1.2 I ag 24
Concentracao (mg/mL)
5}
i
q -
=
o
E
=3
= wp ot
——
5 v =DA%+ 146
Ei=0E
o . ; : ; ;
{1§1] X ] ] 1.2 ] 20 24
Concentragao {mafml}

FIGURA 4.4.: Isoterma de adsor¢ao de acido acético nas resinas: (A) anionica A -500;

(B) ani6nica A-103S e (C) catidnica C-155S.
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Observa-se que as isotermas de adsor¢do para d4cido acético tém
comportamento linear na regido das concentragdes de equilibrio estudadas, permitindo o
ajuste de uma reta dos dados experimentais.

O experimento para a determinacdo das isotermas ndo foi realizado para
concentragdes de equilibrio de 4acido acético maiores porque estas estariam fora da
regido de interesse da situagdo encontrada, normalmente, no hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco de cana-de-aglicar empregado para a obtencdo de xilitol por via fermentativa.
O comportamento para as regides de concentragdes mais elevadas ndo pode ser
extrapolado, pois ndo seria representativo.

De acordo com os resultados representados nas FIGURAS 4.4. — (A), (B) e (C)
observa-se que a resina A-500 apresentou a maior quantidade de acido acético adsorvida
por grama de resina (q), enquanto a resina G155S foi a que apresentou um menor valor
para este parametro. No entanto, ¢ possivel observar que a adsorcdo de acido acético por
quaisquer das trés resinas ndo ¢ elevada, devido, provavelmente, & condicoes de pH

utilizadas no experimento.

4.2.2. Isotermas de adsorcao de furfural e hidroximetil furfural

Na FIGURA 4.5. ¢ apresentada a isoterma de adsor¢do de furfural utilizando-se
como adsorvente a resina A-103S. E na FIGURA 4.6. ¢ apresentada a isoterma de

adsor¢do de HMF utilizando-se como adsorvente a resina C-155S.
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FIGURA 4.6.: Isoterma de adsorcdo de hidroximetil furfural na resina cationica C-
155S.
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Devido & pequenas concentragdes iniciais de furfural no hidrolisado de bagago
de cana-de-agticar n3o foi possivel construir as isotermas de adsor¢do para este
composto inibidor nas resinas A-500 e C-155S. Para o hidroximetil furfural ocorreu o
mesmo com as resinas A-500 e A-103S.

Na FIGURA 4.5. ¢ possivel o ajuste de uma reta aos dados experimentais
obtidos, pressupondo um processo de adsorgdo irreversivel. Na FIGURA 4.6. também ¢
possivel o ajuste dos dados experimentais a uma reta, mas a adsorgdo é bem pequena.

Para a adsordo de furfural, a resina A-103S foi a Unica das trés resinas que
apresentou comportamento que permite sua representacdo grafica. Para as demais
resinas os dados experimentais obtidos ndo permitiram esse ajuste, uma vez que as
concentragdes muito baixas de furfural acarretam em erros experimentais, dificultando a
analise dos resultados. Também para o furfural, assim como para o acido acético, ndo
foi possivel extrapolar o resultado para concentracoes de equilibrio maiores, pois nao
representaria a situacdo encontrada no hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-
de-acucar.

Nos experimentos para a construgdo das isotermas de adsor¢do de hidroximetil
furfural nas resinas A-500 e¢ A-103S, devido & baixas concentragdes em que este
composto se encontra no hidrolisado de bagago de cana-de-agucar, também ndo foi
possivel representar os resultados graficamente.

Tanto para o hidréximetil furfural, como para o furfural, o erro experimental ¢é
um fator que deve ser levado em consideragdo, pois dificulta a determinagdo do
comportamento das isotermas em relagdo a adsorgao destes inibidores.

As trés resinas utilizadas, A500, A-103S e G155S apresentam um tamanho de
particula relativamente grande, por isso ndo foi possivel, nos experimentos, pesar uma
quantidade de resina exatamente igual a 50 mg. Este fato acarretou um erro no calculo
de q, fazendo com que a adsor¢do fosse grandemente afetada em cada uma das colunas,
pela diferente quantidade de resina e pelas baixas concentracdes dos campostos. Essa
baixa concentragdo dos compostos também pode ser refletida em erros experimentais no
momento de preparo das solugdes com diferentes concentragoes de equilibrio.

O hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-de-agiicar ¢ um sistema
multicomponente, onde muitos compostos estdo presentes na solugdo. Isso faz com que
a quantidade adsorvida de cada um destes, no equilibrio, seja menor quando comparado
com 0s mesmos em solugdo pura, pois outros elementos interferem na sua adsorgdo.

Portanto, o estudo de isotermas para o hidolisado hemiceluldsico de bagago de cana-de-
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aglcar in natura torna-se dificil, uma vez que os compostos inibidores, principalmente o

furfural e o hidroximetil furfural, encontram-se em baixas concentragoes.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

Os resultados experimentais do presente trabalho permitem concluir que:

e 0 tempo de contato necessario entre as resinas, A500, A-103S e (G-1555,¢0
hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana-de-agtcar, para que o sistema de

adsor¢@o entre em equilibrio, ¢ de 10 minutos;

* os melhores resultados no processo de adsor¢ao foram obtidos com a resina

anionica A-103S, que adsorveu a maior quantidade de furfural e de hidroximetil
furfural;

e em relagdo ao 4acido acético nenhuma das trés resinas de troca idnica

adsorveu quantidade expressiva deste composto inibidor;

* a resina anidnica A 103S ¢ a que apresenta uma maior velocidade de
adsor¢do de é4cido acético no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar,

seguida pelas resinas anidnica A-500 e catié nica C-1558S, respectivamente;

* no processo de adsor¢do de furfural e de hidroximetil furfural a resina A-500

apresentou uma maior velocidade de adsorcio destes compostos, seguida pelas resinas

C-155S e A-103S;

* nos experimentos de isotermas de adsor¢do de dacido acético foi possivel
observar um comportamento linear na regido de concentragdes de equilibrio estudadas

para as resinas avaliadas;

* nos experimentos de isotermas de adsor¢do de hidroximetil furfural na resina

cationica C-155S foi possivel ajustar os dados obtidos a uma reta. No entanto, para as
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resinas anidnica A-500 e cationica C-155S ndo foi possivel obter resultados

experimentais representativos;

* na construcdo das isotermas de adsorcdo para furfural apenas para a resina
A-103S foi possivel uma representacdo grafica dos dados obtidos, pressupondo uma

isoterma irreversivel;

e a caracterizagdo prévia do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-
aclcar pode facilitar a execucdo dos experimentos, auxiliando na escolha adequada das

varidveis a serem utilizadas;

* Novos trabalhos devem ser realizados no sentido de se avaliar o pH do

hidolisado e a massa de resina utilizada;

e cstudos com diferentes tipos de resinas de troca i0nica, inclusive ndo

carregadas, permitirdo a obtencgo de resultados que possibilitardo melhores avaliagoes.
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