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RESUMO

Um tipo de industria que apresenta grande destaque no Brasil e em especial no
Estado do Ceara é a industria do caju. S6 nesse estado sdo produzidas cerca
de 30,9 mil toneladas por ano, e tal producéo gera uma grande quantidade de
residuo, o bagaco de caju. Este material € composto de celulose, hemicelulose
e lignina, e os polissacarideos podem ser hidrolisados, obtendo carboidratos,
principalmente glicose e xilose, que podem ser utilizados em diferentes
processos. Esses acgUcares podem ser metabolizados por microrganismos
gerando produtos de interesse comercial como, por exemplo, o xilitol. Este
carboidrato vem sendo utilizado em diversos ramos industriais como
alimenticios, farmacéuticos, odontolégicos, entre outros. O meio cultivado para
a produgéao de xilitol por bioprocesso, utilizando hidrolisados de biomassa,
contém impurezas, exigindo, assim, processos de separacdo e purificacao.
Neste contexto, a presente dissertacdo teve como objetivo estudar a
recuperacao e purificacdo do xilitol obtido por producéo biotecnoldgica, usando
a levedura Kluyveromyces marxianus ATCC36907 e o hidrolisado
hemicelulésico do bagaco de caju como meio de cultivo, e sua posterior
purificacdo pelo processo de cristalizacdo. Realizou-se uma hidrolise acida
branda no bagaco de caju, obtendo um hidrolisado contendo 15,66 g/L e 11,87
g/L de glicose e xilose, respectivamente, o qual foi usado para produzir xilitol.
Apos, iniciou-se o estudo dos processos de recuperacdo e cristalizacdo,
avaliando-se a influéncia de diferentes antissolventes (4gua-etanol, agua-
isopropanol e agua-liquido ibnico prético acetato de 2- hidroxietanolamina —
2HEAA), a porcentagem de antissolvente no meio (10-90% v/v) e a velocidade
de resfriamento (V,, 0,25-0,50 °C/min), e comparou-se os resultados com o
xilitol comercial. Nos experimentos utilizando o xilitol PA foi obtido um
rendimento de 93% usando etanol 70% (v/v) como antissolvente e uma
velocidade de resfriamento linear de 0,25 °C/min. Os resultados utilizando o
liquido i6nico prético 2-HEAA com xilitol PA apresentaram um rendimento de
80% independente da velocidade de resfriamento. As melhores condi¢des para
0 processo de cristalizacdo do xilitol produzido foram utilizando o antissolvente
isopropanol a 50% (v/v) com taxa de resfriamento 0,5 °C/min, ocorrendo uma
nucleacdo secundaria, alcancando um rendimento de 69,7% e pureza destes
cristais de 84,8, e em alguns casos como, utilizando etanol com velocidade de
resfriamento linear de 0,5 °C/min, isopropanol ou liquido idnico protico 2-HEAA,
nao ocorreu a cristalizacdo. Com um balanco de massa simples, usando 1000
Kg de bagaco de caju obtém-se 7,86 g de xilitol na melhor condicdo de
cristalizagao (isopropanol 50% e V, 0,5 °C/min) e este poliol apresentou
caracteristicas similares ao xilitol PA como, aparéncia e cristalinidade. Desta
maneira, concluiu-se que xilitol pode ser obtido usando o hidrolisado do bagaco
de caju como matéria-prima e pode ser recuperado por cristalizacao.

Palavras-chave: Bagaco de caju, xilitol, cristalizacéo, anti-solvente, liquido

ibnico protico.



ABSTRACT

One type of industry that stands out in Brazil and especially in the State of
Ceara is the cashew industry. Only in this state are produced about 30.9
thousand tons per year, and this production generates a large amount of
residue, the cashew apple bagasse. This material is composed of cellulose,
hemicellulose and lignin, and the molecules of polysaccharides can be broken,
obtaining carbohydrates, mainly glucose and xylose, that can be used in
different processes. Such sugars can be metabolized by microorganisms to
synthesize products of commercial interest, such as xylitol. This carbohydrate
has been used in several industrial sectors such as food, pharmaceutical,
dental, among others. The medium cultivated for the production of xylitol by
bioprocess using biomass hydrolyzates contains impurities, thus requiring
separation and purification processes. In this context, the present dissertation
aims to study the recovery and purification of the xylitol obtained by
biotechnological production, using the yeast Kluyveromyces marxianus
ATCC36907 and the hemicellulosic hydrolyzate of the cashew apple bagasse
(CAB) as a culture medium, and its subsequent purification by the
crystallization. The CAB was hydrolyzed by acid obtaining a hydrolyzate
containing 15.66 g/L and 11.87 g/L of glucose and xylose, respectively, which
was used to produce xylitol. After that, the study of the recovery and
crystallization processes was started, evaluating the influence of different
antisolvents (water, ethanol, isopropanol and protic ionic liquid 2-
hydroxyethanolamine acetate — 2-HEAA), the percentage of antisolvent (10-
90%) and the cooling rate (Vr, 0.25-0.50 °C/min), and the results were
compared with commercial xylitol. In the experiments using xylitol PA a yield of
93% was obtained using 70% (v/v) ethanol as antisolvent and a linear cooling
rate of 0.25 °C/min. The results using the proton ionic liquid 2-HEAA with xylitol
PA showed an efficiency of 80% regardless of the cooling rate. The best
conditions for the crystallization of the xylitol produced were using the 50% (v/v)
isopropanol with a cooling rate of 0.5 °C/min, occurring a secondary nucleation,
achieving a yield of 69.7% and purity of these crystals of 84.8, and in some
cases, using ethanol with a linear cooling rate of 0.5 °C/min, 70% (v/v)
isopropanol or protic ionic liquid 2-HEAA, did not occur at crystallization. By
simple mass balance, using 1000 Kg of cashew apple bagasse, 7.86 g of xylitol
was obtained in the best crystallization condition (50% isopropanol and Vr 0.5
°C/min) and this polyol presented characteristics similar to xylitol PA as,
appearance and crystallinity. Then, it was concluded that xylitol can be obtained
using hydrolyzate from cashew apple bagasse as the raw material and can be
recovered by crystallization.

Keywords: Cashew apple bagasse, xylitol, crystallization, anti-solvent, protic
ionic liquid.
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1 INTRODUCAO

O xilitol, um composto organico que apresenta cinco atomos de
carbonos e cinco hidroxilas € um &lcool com elevado poder adocante. Essa
substancia apresenta diversos beneficios a salde humana e devido a essa
caracteristica, é produzido e utilizado por diferentes segmentos industriais, tais
como a alimenticia, a farmacéutica e a odontolégica (ALBUQUERQUE et al.,
2014). Atualmente o xilitol € produzido por via quimica, que € um processo
eficaz, porém apresenta grandes desvantagens como, por exemplo, necessita
de altas temperaturas e pressfes condi¢des que elevam os custos de producéo
e 0 preco de comercializacao do xilitol. Assim sendo, vem crescendo cada vez
mais estudos que buscam outro método de producédo de xilitol visando diminuir
essas desvantagens.

De forma alternativa ao método quimico, um método que vem sendo
bastante pesquisado, é a producdo biotecnologica de xilitol, pois por esse
método é possivel produzir xilitol em condicdes mais amenas as quais Sao
bastante elevadas no método quimico, e conseguir assim diminuir seu valor
final. Porém ndo existem muitos estudos detalhados acerca da viabilidade
econbmica desse processo e ha, apenas, uma Unica planta quimica capaz de
produzir xilitol pelo método biotecnologico (BOLAK, 2001).

Outro gargalo da producdo de xilitol por via quimica € o custo com a
matéria-prima, porém existem diversos residuos de origem organica que sdo
descartados pela agroindustria, que causam impactos ambientais negativos e
podem ser utilizados para producao de xilitol por via biotecnolégica. Desta
maneira, tem-se realizado estudos acerca de como esses residuos podem ser
utilizados para gerar produtos de alto valor agregado e conseguir também
diminuir os problemas relacionados a poluicdo ambiental por eles causados.

Dentre os residuos provenientes da agroindustria destacam-se 0s
materiais lignocelulésicos, que apresentam como principais constituintes
celulose, hemicelulose e lignina. Com a hidrdlise desses polimeros € possivel
obter agucares fermentesciveis necessarios para producdo de diferentes
bioprodutos de alto valor agregado (CORREIA et al., 2013; ALBUQUERQUE et
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al., 2015). E dentre os diversos materiais lignoceluldésicos que podem ser
usados, destaca-se o bagaco de caju, que € um residuo organico abundante no
Brasil e que pode ser utilizado para producdo produtos como o etanol (ROCHA
et al., 2011; RODRIGUES, KENEALY E JEFFRIES, 2011; CORREIA et al.,
2013), e em especial o xilitol (ALBUQUERQUE, 2014) devido ao bagaco de
caju apresentar um alto teor de hemicelulose, cerca de 17,73%, na sua
composicao.

Para a producédo de xilitol, inicialmente deve ocorrer a obtencdo dos
acucares fermentesciveis por hidrolise. A hidrélise acida promove a quebra da
molécula de hemicelulose no acucar xilose, porém apods a realizacdo da
hidrélise acida ocorre também a formacdo de compostos tdxicos ao
microrganismo utilizado na etapa fermentativa, tais como fendis e acidos,
compostos esses que podem causar diminuicdo da eficiéncia do processo
(ROCHA et al., 2014). A hidrélise enzimatica, procedimento com custo elevado
devido ao alto valor das enzimas utilizadas, é realizada em condigbes mais
amenas do que a hidrélise &cida, na qual os polimeros de celulose e
hemicelulose sdo quebrados em acucares, principalmente a glicose e xilose,
pela acdo de enzimas (CORREIA et al., 2013). Contudo, para a realizacao da
hidrélise enzimética necessita-se primeiramente de um pré-tratamento da
biomassa lignocelulésica para reestruturar a lignina e facilitar o ataque das
enzimas aos polimeros (CORREIA et al., 2013).

ApGs ocorrer a quebra da molécula de hemicelulose em acucares, inicia-
se 0 processo fermentativo, utilizando microrganismo que apresenta
capacidade de converter a xilose em xilitol.

Apos a producédo de xilitol faz-se necessario a purificacdo do mesmo, a
qual é a etapa mais critica desse processo.

Dentre os métodos de purificacdo destaca-se a cristalizacdo que é um
método comumente utilizado para purificacdo de acucares. Nesse processo
ocorre a formacédo de um produto com Otimas caracteristicas finais que s&o:
boa aparéncia ao consumidor, elevada pureza e padronizacdo no tamanho dos
cristais. A dificuldade desse processo esta atrelada as caracteristicas do cristal
formado, desta maneira deve-se conhecer 0 meio no qual a solucdo esta
inserida, bem como antissolventes capazes de diminuir a solubilidade desse

produto e as condi¢des que ocorrerdo a cristalizacao.
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Desta maneira, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver um
processo de biotecnolégico de producdo de xilitol usando o hidrolisado
hemiceluldsico do bagaco de caju como meio de cultivo com posterior etapa de
recuperacdo e purificacdo do xilitol obtido por cristalizacdo. Neste estudo
avaliou-se a influéncia das impurezas no hidrolisado, dos antissolventes, da
sua proporcdo, da velocidade de resfriamento e do comportamento da

cristalizagcdo ao aumentar a concentragao da solugéao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 XILITOL

Haja vista a indispensabilidade do consumo de acucares para ter uma
alimentacdo considerada saudavel e de qualidade, tem se a utilizacdo da
sacarose, pois a mesma esta presente na maioria dos alimentos disponiveis no
mercado e apresenta um baixo custo de producdo. Porém, o consumo
indiscriminado de sacarose provoca, em longo prazo, situacdes que dificultam
0 bom funcionamento do corpo humano (ALBUQUERQUE, 2014).

Devido aos diversos problemas ocasionados pelo excesso de consumo
de acucares como, céries, obesidade, diabetes tipo 2 e doencas
cardiovasculares, entre outros, e os adogantes normalmente utilizados além de
nao serem capazes de suprir esses problemas acabam por originar tantos
outros, faz-se necessario um estudo acerca de outros edulcorantes capazes de
suprir esses problemas.

Uma alternativa seria o xilitol, um poliol que apresenta cinco &tomos de
carbono na sua composicdo, cinco hidroxilas e estrutura aberta, fazendo
também parte do grupo dos pentiois, tem como caracteristicas importantes na
indUstria a sua acdo anticariogénica e seu poder edulcorante extremamente
semelhante ao da sacarose e contendo apenas um terco do teor calorico deste
dissacarideo, apenas 2,4 kcallg (ALBUQUERQUE, 2014). A Figura 1
representa a estrutura quimica do referido poliol. Tais propriedades possibilitam
0 consumo dessa substancia por pessoas que estdo na faixa de obesidade e
diabéticas, pois ele ndo provoca mudancas nos niveis de glicose no sangue
devido a sua ndo dependéncia da insulina ja que em seres humanos o xilitol &

metabolizado por caminhos independentes da insulina (PEREIRA et al., 2009).
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Figura 1 - Estrutura quimica do xilitol.

il

Fonte: 3dchem

O xilitol foi descoberto por Bertrand, Fischer e Stahel em 1891, a mais
de 100 anos, e a partir de entdo foi observado que o mesmo poderia ser
gradativamente utilizado na dieta de diabéticos (HYVONEN; KOIVISTOINEN;
VOIROL, 1982).

E a partir do final da década de 60, foram descobertas outras aplicacdes
para o xilitol, por exemplo, suas propriedades anticariogénicas que foram
comprovadas por Makinen (1976), demonstrando assim que a troca da
sacarose pelo xilitol possibilitou tanto uma diminuicdo das caries como também
a remineralizacdo de lesdes pré-existentes.

Desta maneira, o xilitol & considerado um edulcorante natural com
grande valor para as industrias e o processo da sua purificacdo representa uma
etapa de grande importancia comercial.

O xilitol, que é um acgucar-alcool pentahidroxilado, é classificado como
uma matéria do tipo GRAS (Generally Recognized as Safe - Geralmente
Reconhecida como Segura) pelo FDA (Food and Drug Administration), érgao
dos Estados Unidos responsavel pela regulamentacdo de alimento. Seu
elevado calor de dissolucdo provoca uma sensacdo de frescor
(ALBUQUERQUE, 2014) o que faz com que tal produto seja utilizado na
industria odontoldgica e alimenticia como em pasta de dentes e chicletes.

As principais propriedades dos cristais de xilitol estdo listadas na Tabela
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas do xilitol.

Propriedades

Caracteristicas

Formula Quimica
Massa Molar

Cor

Sabor

Odor

Aparéncia

Ponto de fuséo
Ponto de ebuligédo
pH (solugéo aquosa 10%)
Viscosidade a 20 °C
Solubilidade a 30 °C

Densidade
Calor de dissolucao

Poder adocante

Valor caldrico
indice de refracéo a 25 °C
Estabilidade

Higroscopicidade

CsH120s

152,15 g/mol

Branca

Doce

Nenhum

P6 cristalino

92-96 °C

216 °C

5-7

a 10%: 1,23 cP; a 60%: 20,63 cP
68 g de xilitol por 100 g de solucéo.

a 10%: 1,03 g/mL; a 60%: 1,23 g/mL
+34,8 cal/g (efeito refrescante)

Igual ao da sacarose, superior ao
manitol e sorbitol

4,06 kcallg

a 10%: 1,3471; a 50%: 1,4132

Estavel a 120 °C (ndo carameliza)

Em umidade relativa alta, o xilitol é
mais higroscépico que a sacarose,

mas menos que o sorbitol

Fontes: (HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982; BAR, 1986).

Xilitol € proveniente da xilose, pentose obtida da hemicelulose, que

contém grandes quantidades de xilana, que quando hidrolisada obtém-se

xilose.

O xilitol € um conhecido componente quimico que possui utilizagcdo em

diferentes areas da industria, por exemplo, alimenticia, farmacéutica, médica,
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odontologica e também esta crescendo a cada dia a sua utilizacdo em outras
areas como téxteis e quimicas.

Em consequéncia da falta de um grupo carbonilo redutor, tem-se que o
xilitol torna-se quimicamente menos reativo, em comparacdo a aldoses e
cetoses, desta maneira microrganismos encontram maior dificuldade em
conseguir obter energia do xilitol. O xilitol € apontado na literatura como um
composto que contém indice glicémico inferior a outros componentes (Khalid et
al., 2012; Islam, 2011), poder de resfriamento elevado, ou seja, apresenta calor
negativo de dissolucdo (ALBUQUERQUE et al., 2015; Mussatto e Roberto,
2002, ), possui caminho metabdlico independente da insulina (Chen et al.,
2010), e também ndo apresenta interferéncia nos valores nutricionais dos
alimentos (Ritter et al., 2013; Uittamo et al., 2011).

Na industria médica, tem-se que o xilitol apresenta potencial de inibicao
de crescimento de algumas bactérias como, por exemplo, inibi Staphylococcus
coagulase e S. pneumoniae, podendo ser empregado no tratamento tanto da
otite (TAPIAINEN et al., 2002; UHARI; TAPIAINEN; KONTIOKARI, 2000) como
também da fibrose cistica (ZABNER et al., 2000). Experiéncias com ratos
indicaram que os roedores ao consumir xilitol por via oral, tiveram aumento da
massa Ossea e desta maneira a progressdao da osteoporose foi impedida,
indicando que o xilitol apresenta grande potencial no tratamento da
osteoporose (MATTILA; KNUUTTILA; SVANBERG, 1998). Na industria médica
€ recomendado para pacientes que sofrem de doencas biliares e renais e
apresenta uma colaboracdo infima se comparado com outros acucares na
constituicdo de tecidos gordurosos (BAR, 1986). A utilizacdo adequada do
xilitol também consegue tratar anemia hemolitica, que ocorre devido a
insuficiéncia da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (HYVONEN;
KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982; WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998). Em
relacdo a doencas 0Osseas, o referido poliol auxilia de maneira preventiva na
reducdo da densidade 6ssea e dos seus minerais como o calcio e o fosforo
(MATTILA et al., 2002, MATTILA; KANGASMAA; KNUUTTILA,2005).

Na industria de alimentos, sua utilizacdo ocorre em diferentes produtos,
por exemplo, em condimentos, enlatados, gelatinas, gomas de mascar, entre
outras. Causando dessa forma uma melhoria significativa em diversos aspectos
como, cor, estabilidade dos produtos, sabor e textura (HYVONEN; TORMA,
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1983; MAKINEN, 1976). E por ndo fazer parte das reacdes de Maillard, por ndo
apresentar grupos aldeidicos e cetbnicos em sua composi¢cdo, que é uma
reacdo que ocorre a uma elevada temperatura entre um aminoécido ou uma
proteina e um carbono redutor na qual se gera sabor, odor e cor aos alimentos,
o xilitol ndo diminui o valor nutricional das proteinas presentes nos alimentos
(PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998a). Este poliol apresenta baixo
poder calorifico e poder adogante similar ao da sacarose.

Pode ser empregado no preparo de refrescos e xaropes, pois 0 mesmo
dispensa a necessidade tanto da pasteurizacdo do produto quanto da adicdo
de conservantes no processo de estocagem (MANZ; VANNNINEN; VOIROL,
1973; LAM et al., 2000). E bem aceito pelo corpo do ser humano, a
guantidades moderadas, pois altas quantidades de xilitol apresentam efeito
laxativo (MAKINEN, 1976; MUSSATO, ROBERTO, 2002).

Na industria farmacéutica, temos que o xilitol vem sendo bastante
empregado no revestimento de produtos por causa da sua caracteristica
termodinamica de ter um calor de dissolucdo positivo. E, desta maneira, tem-se
a introducdo do xilitol em diferentes produtos, por exemplo: creme,
enxaguantes bucais, fio dental, lavatorios nasais e vitaminas (PEPPER,;
OLINGER, 1988).

Mesmo tendo inUmeras vantagens em comparacao a outros acucares
como, por exemplo, o sorbitol e a sacarose, tem-se que sua utilizacdo como
produto de consumo ainda é baixa e o motivo principal para isso é o seu alto
custo de producdo (Albuquerque, 2014; Nigam; Singh, 1995; Paraj6, 1998a).
Porém como observado o xilitol ndo € apenas um produto que pode ser
aplicado em alimentos com baixo valor calorico, sua utilizacdo e beneficios se
expandem em outros ramos industriais.

O xilitol faz parte do metabolismo de carboidratos de homens e animais
como um produto intermediario (MANZ; VANNINEN; VOIROL, 1973), e um
humano em condi¢gbes normais produz entre 5 gramas e 15 gramas de xilitol
diariamente (ALBUQUERQUE, 2014).

O xilitol tem a capacidade de reverter lesdes recém formadas e também
a capacidade de remineralizacdo do esmalte dentario (MAKINEN, 1976; SHEN
et al., 2001).
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Desta maneira, devido aos diversos beneficios que o uso do xilitol pode
proporcionar, no Brasil tem crescido muito sua utilizagdo em diversos produtos,
desde os cremes dentais a gomas de mascar. Na Tabela 2 séo listados alguns

produtos e a quantidade deste poliol nos mesmos.

Tabela 2 - Produtos que contém xilitol em sua composigéao.

Produtos que contém xilitol Quantidade de xilitol ou poliois
Mentos pure White 2,19

Mentos UP2U 2049

Mint Strips Valor ndo informado

Trident Fresh Valor ndo informado

ValdaX 109

Cremes Dentais dela2%

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2 PROCESSO DE PRODUCAO DE XILITOL

A producéo de xilitol ocorre por meio da conversdo quimica da xilose.
Porém, esse processo apresenta inUmeros pontos negativos que sdo: as
condicBes de operacdo que utilizam elevadas temperaturas (80 °C a 140 °C) e
pressbes (50 atmosferas), e o critico processo de purificacdo da xilose
(HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982), e desta maneira tem-se que
essas desvantagens acabam por encarecer o0 processo de producdo. E
também, como mencionado pelos autores Mikkola e Salmi (2001), o catalisador
utilizado no processo de producao, niquel Raney, contém varias desvantagens
no processo, como desativacao rapida e ser muito dificil sua separacao.

Ja4 a producdo de xilitol a partir da xilose por via microbiol6gica é
considerado um processo que apresenta uma possibilidade bastante propicia,
visto que a mesma é capaz de atuar em condi¢cdes amenas de temperatura e
pH, conseguindo assim uma diminuicdo nos custos energéticos e uma grande
eficiéncia ao utilizar os microrganismos no processo que convertera o acucar
no alcool. Além disso, a producdo microbiolégica do xilitol gera menos

interferentes, ou seja, menos subprodutos durante o processo. Porém, mesmo
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assim, apenas uma companhia produz xilitol desta maneira, trata-se de uma
empresa situada na Coreia cujo nome é Bolak Co, e de acordo com os dados
obtidos por essa empresa conseguiu-se diminuir em 50% o0s custos ao realizar
a troca entre os métodos de producdo (BOLAK, 2001).

Ambos 0s processos, quimicos e microbianos, necessitam de solucdes
ricas em xilose, provenientes da hidrolise de materiais lignoceluldsicos ricos em
xilana, para a producao do xilitol (ALBUQUERQUE, 2014; CRUZ et al., 2000).

2.2.1 PRODUCAO DE XILITOL POR VIA QUIMICA

No ano de 1977, Asko Melaja e Lauri Hamalainen patentearam o
processo de producao do xilitol a partir da reducdo quimica da xilose (LIMA,
BERLINCK, 2003). Para se conseguir uma maior qualidade e um melhor
rendimento, necessita-se de uma solucdo de xilose mais pura possivel para
nao ocorrer problemas. Desta maneira, sdo realizadas etapas de purificacdo no
meio contendo Xxilose para aumentar sua pureza, porém a adicdo desse
processo além de aumentar o tempo acaba por aumentar também o valor do
produto (LIMA; BERLINCK, 2003).

A producédo de xilitol por via quimica utiliza condicbes de temperaturas
na faixa de 80 °C a 140 °C e pressdes que vao até 50 atmosferas na presenca
de um catalisador metéalico de niquel. E feita a partir de hidrdlise de materiais
lignoceluldsicos apds a remocgao da cor do hidrolisado, impurezas organicas e
sais inorganicos que nao foram retirados no processo de exclusdo ibnica,
procedimento de purificacdo realizado para se conseguir uma solucao de xilose
mais pura. E ap06s o xilitol ser produzido, o mesmo é levado a um
fracionamento cromatografico utilizando resinas de troca idnica, conseguindo
assim restaurar partes do xilitol com alta pureza que ao final passaram por um
processo de cristalizacdo (HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982;
MELAJA; HAMALAINEN, 1977).

Apés a producdo de xilitol utilizando a xilose por via quimica, faz-se
necesséaria diversas etapas de purificacdo do xilitol, pois como a reacdo é
catalisada por um catalisador de niquel, que € um componente téxico, o

mesmo € capaz de prejudicar a saude humana devido a liberacdo de residuos
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gue devem ser separados do produto para enfim ser comercializado (MELAJA,
HAMALAINEN, 1977; PARAJO; DOINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998a).

Ressalta-se, entdo, que o processo de producédo de xilitol por via
guimica tem-se a necessidade de ocorrer diversas etapas de purificacdo tanto
na fase upstream quanto no downstream (PARAJO, DOMINGUEZ e
DOMINGUEZ, 1998b) fazendo com que o valor do produto final, o xilitol, seja
bastante caro.

A Figura 2 mostra o fluxograma da producao de xilitol por via quimica, e
para melhor entendimento o processo € explicado em cinco etapas
(HYVONEN; KOIVISTOINEN,1982):

1. Hidrdlise acida do material natural rico em xilana;

2. Purificacdo do hidrolisado até obter-se uma solucao de xilose pura;

3. Hidrogenacéo catalitica da xilose pura a xilitol utilizando o catalisador
liga de Ni e Al,

4. Purificagdo da solucao de xilitol obtida;

5. Cristalizacéo do xilitol

Figura 2 - Fluxograma do processo de producdo de xilitol por rota quimica usando fibra de
milho como matéria prima.
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Fonte: Adaptado de LAROSA, (2002).
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Devido aos altos custos de producdo de xilitol por via quimica, faz-se
necessario um melhor estudo acerca de um outro método capaz de produzir
xilitol de forma mais barata, e um dos métodos que vem apresentando
resultados mais significantes €é a producdo de xilitol utilizando-se
microrganismos capazes de converter a xilose em xilitol, ou seja, a producao

biotecnologica.

2.2.2 PRODUCAO DE XILITOL POR VIA BIOTECNOLOGICA

Devido ao elevado custo de producéo de xilitol que chega a ser cerca de
dez vezes maior que o custo de outros edulcorantes como sacarose e sorbitol
vem crescendo cada vez mais estudos capazes de amenizar o seu alto gasto
com producdo (ALBUQUERQUE, 2014; ARRUDA, 2011; CANILHA, 2006;
MARTINEZ, 2005; PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998a). Entre as
pesquisas, destaca-se a via biotecnolégica, pois a mesma ndo necessita de um
alto teor de pureza da xilose, ou seja, a xilose ndo precisa passar por uma
purificacdo prévia para ser utilizada para producao de xilitol, como acontecia na
via quimica.

Além disso, o método biotecnoldgico apresenta outras vantagens como
a capacidade de ser realizado com menores custos energéticos, pois 0 mesmo
atua em condicbes de pressdo e temperatura menores que NO Processo
quimico, também sua utilizacdo € capaz de proporcionar uma diminuicdo na
poluicdo ambiental em comparacdo com 0 processo quimico bem como
diminuicio dos custos com o tratamento de residuos toxicos.
(WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998). Somente em 1966, ap6s Onishi e
Suzuki terem descoberto que existiam leveduras que conseguiam, na presenca
de xilose, fazer com que a enzima xilose redutase fosse capaz de prover a
reducdo de xilose a xilitol que a via biotecnolégica comecou a ser considerada
(HAHN-HAGERDAL et al., 1994).

E uma grande variedade de insumos, que apresentam baixo custo,
podem ser utilizados no processo de producao de xilitol por via biotecnoldgica.
Esses materiais lignocelulésicos sao obtidos a partir dos residuos oriundos da

agroindustria. Assim sendo, sua utilizacdo além de gerar um ganho econdémico,
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pois acarreta na diminuicdo do custo da matéria-prima, ainda provoca uma
considerada redugcdo dos impactos ambientais que seriam causados pelo
descarte errbneo desses materiais. O processo biotecnoldgico é considerado
um processo sustentavel de producéao de xilitol.

Para se conseguir produzir xilitol pelo método biotecnolégico, faz-se
necessario obter a xilose, para compor o meio de cultivo, e essa xilose é obtida
a partir da hidrélise da fracdo hemiceluldsica desses rejeitos industriais. Essa
hidrélise pode ser catalisada por acidos ou enzimas (ZHANG et al., 2012). E
uma dessas matérias-primas estudadas no processo de producéo de xilitol é o
bagaco de caju (ALBUQUERQUE et al., 2015; ROCHA et al., 2014).

As principais diferencas entre as hidrélises acida e enzimatica sdo que
na hidrélise acida seu processo € realizado muitas vezes com acido sulfdrico
sob elevadas condicGes de temperatura e durante o processo pode ocorrer a
formacdo de compostos que atuardo de maneira inibitéria no bioprocesso
como, por exemplo, furfural, hidroximetilfurfural e &cido acético
(ALBUQUERQUE, 2014). J4 na hidrolise enzimatica, devido a utilizacdo de
enzimas no processo, a mesma € realizada sob condicbes de pH e uma faixa
de temperatura mais brandas (45-50 °C) e ndo existe a ocorréncia de
problemas relacionados a corrosdo (SUN e CHENG, 2002). No entanto, 0 uso
destas enzimas hemiceluloliticas oneram o processo.

Existe uma grande variedade de microrganismos (bactérias, fungos e
leveduras) capazes de converter xilose em xilitol, etanol e outros compostos
(PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998a; SAHA, 2003; ALBUQUERQUE
et al., 2015).

Dentre os microrganismos que podem ser usados no processo para
producdo de xilitol, tem-se um maior destaque para as leveduras, pois elas
apresentam diversos beneficios em comparacdo com as bactérias como,
apresentam melhor crescimento em pH &cido, sdo mais resistentes a
contaminacdo e seu requerimento nutricional € menos rigoroso (JEFFRIES,
2006).

As leveduras que apresentam maiores rendimentos de conversao de
xilose em xilitol sdo as do género Candida, principalmente C. tropicalis e C.
guilliermondii (MISRA, RAGHUWANSHI e SAXENA, 2013; PING et al., 2013;
SENE et al.,, 2000) e as espécies dos géneros Kluyveromyces, como a



26

Kluyveromyces marxianus (ALBUQUERQUE et al., 2015; ROCHA et al., 2011,
ROCHA et al., 2014; WILKINS et al., 2008). Um destaque especial vai para a
Kluyveromyces marxianus, pois a mesma exibe resultados bastante aceitaveis
tanto no consumo de xilose quanto na producdo de xilitol em um intervalo de
tempo inferior aos outros microrganismos (ALBUQUERQUE et al., 2015).

Na Tabela 3 estdo listados os diferentes tipos de biomassa

lignocelulésica que sdo fonte de xilose e 0s microrganismos que podem

consumir esse acgucar para producéo do xilitol.

Tabela 3 - Materiais lignocelulésicos e micro-organismos utilizados para producao de xilitol.

Tipos de Substratos

Lignoceluldsicos

Micro-organismo

Referéncias

Bagaco de cana

Palha de milho
Residuos da madeira
Residuos de gréaos de
cervejaria

Residuos de poda de
oliveira

Residuos de videira
Residuos horticolas

Sabugo de milho

Palha de Arroz

Bagaco de caju

Bagaco de caju

Candida
FTI 20037
Pichia stipitis YS-30

guilliermondii

Candida. boidinii BCRC
21432

Debaryomyces hansenii
CCMI 941

Candida tropicalis NBRC
0618

D. hansenii

C. athensensis SB18
C. tropicalis CCTCC
M2012462

C. guilliermondii
20037

FTI

Kluyveromyces
marxianus CE025
Kluyveromyces
marxianus CCA510

Arruda et al. (2011)

Rodrigues,
Jeffries (2011)
Ko et al. (2008)

Kenealy, e

Carvalheiro et al., (2007)

Garcia et al. (2011)

Diéguez et al. (2011)
Zhang et al. (2012)
Ping et al. (2013)

Mussatto e Roberto

(2002)

Rocha et al. (2011)

Albuguerque et al.
(2015)

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)
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Durante o processo da bioconverséo da xilose a xilitol, algumas variaveis
podem influenciar o processo como: a concentracdo dos aclcares, aeracao,
pH, fontes de nitrogénio e forma como o processo é conduzido.

Pelo fato do processo biotecnoldgico ser realizado sob condi¢cdes mais
amenas de pH, aeracdo, temperatura e pressdo (Zhang et al., 2012), tem se
que, desta forma, ele se apresenta como um processo que tem um ganho
energético e econdbmico em relacdo ao processo quimico. Durante o processo
fermentativo, no qual o xilitol € produzido, tem-se que a temperatura e pressao
adequadas para o microrganismo é, normalmente, 30 °C e 1 atm, condicbes
bem mais brandas que o método quimico (AKINTERINWA et al., 2008).

De acordo com as analises feitas por Winkelhausen e Kuzmanova
(1998), tem-se que a faixa de pH ideal utilizada para o cultivo de leveduras é
em torno de 4,0 a 6,0. Porém, outros autores como Canettieri, Almeida e Silva
e Felipe (2001) observaram a producao de xilitol a partir do hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto com pH 8,0 no inicio da fermentacédo conseguindo
um fator de conversao de 0,2 g de xilitol/g de xilose. E Martinez et al. (2003)
conseguiu produzir xilitol a partir do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de
cana com pH 6,7 e alcancou 0,69 g de xilitol/g de xilose.

Outro fator importante no processo de conversédo de xilose em xilitol pelo
método biotecnoldgico é a velocidade de transferéncia de oxigénio (SILVA et
al., 1996; ZOU et al., 2010). Um 6timo controle na transferéncia de oxigénio €
necessario, pois um excesso de oxigénio desvia o metabolismo em dire¢do ao
crescimento celular e a falta de oxigénio provoca a paralisacdo tanto do
crescimento celular como da producéo de xilitol (VANDESKA et al., 1995).

Existem diversos autores que levam em consideragéo, tanto a atuacao
da aeracdo quanto a concentracdo inicial dos acUcares ja que ambos
apresentam grande interferéncia no processo de producdo de xilitol pelo
método biotecnolégico (PARAJO, DOMINGUEZ e DOMINGUEZ,1998c;
ARRUDA et al., 2011; MISRA, RAGHUWANSHI e SAXENA, 2013).

Apos a producéo de xilitol faz-se necessario separar o xilitol presente no
meio fermentativo. E entre as técnicas de separacdo a que mais se destaca € o

método de cristalizacéo.
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2.2.2.1 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Devido as elevadas quantidades que séo produzidas de residuos sélidos
oriundos da agroindudstria a cada ano e que vem se acumulando cada vez mais
gerando diversos inconvenientes como a poluicdo ambiental, ocasionando
assim a perda de matérias-primas que podem gerar uma grande quantidade de
produtos com alto valor agregado (BISARIA, GHOSE, 1981; MOLWILTZ et al.,
1996; PIMENTEL, 2001), tem se intensificado um maior estudo a cerca dos
materiais lignoceluldsicos.

Desta maneira, esses residuos que sdo extremamente abundantes e
apresentam um custo baixissimo apontam como uma alternativa bastante
viavel e promissora para ser utilizada como matéria-prima em diversos
processos biotecnolégicos, buscando entdo uma maneira de conseguir diminuir
essa poluicdo ambiental reutilizando esses materiais lignocelulésicos (CHEN,
ANDERSON, 1980, BISARIA, GHOSE, 1981; ROBERTO et al., 1994;
ROBERTO et al., 1996; ICIDCA, 2000; MARTINEZ et al., 2002; SAHA, 2003;
JEFFRIES, JIN, 2004; MUSSATO, ROBERTO, 2004; SUN et al., 2004, 2005,
CORREIA et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 2015; ROCHA et al., 2011;
ROCHA et al., 2014).

Os materiais lignocelulésicos apresentam-se como matérias-primas
abundantes e de baixo custo que podem ser utilizadas em diversos processos
biotecnolégicos capazes de gerar varios bioprodutos como: biocombustiveis,
bioenergia e biomoléculas de elevado valor agregado (BOUSSARSAR; ROGE;
MATHLOUTH, 2009).

Um dos principais beneficios do uso dos materiais lignocelulésicos como
matéria-prima para diversos bioprodutos € o fato do mesmo ndo competir com
a utilizacdo de terras cultivaveis para a agricultura, ou seja, ele néo influenciara
numa menor producdo alimenticia nem tdo pouco numa posterior elevacédo do
seu preco. Esses materiais tém seu uso diversificado, que vai desde a
producdo de combustiveis, produtos e energia apresentando altissima
lucratividade, pois por ano sdo produzidas por volta de 180 bilhdes de
toneladas na qual 70% dessa quantidade corresponde aos polissacarideos no
qual tem se que 40% s&o de celulose e 30% de hemicelulose (MAKI-ARVELA
et al., 2011).



29

Uma maior preocupacdo com o0 meio ambiente e também com o
desenvolvimento sustentavel faz com que cada vez mais 0s residuos
industriais sejam usados como substrato para a fabricagdo de novos produtos,
pois esses residuos que podem vir a ter seu uso ligado a diferentes produtos
de interesse além de serem baratos encontram-se disponiveis em grandes
quantidades (BOCCHINI, 2004).

Desta maneira, esses residuos que sdo extremamente abundantes e
apresentam um custo baixissimo apontam como uma alternativa bastante
viavel e promissora para ser utilizada como matéria-prima em diversos
processos biotecnolégicos.

Os materiais lignocelulésicos sdo considerados subprodutos fibrosos
formados por macromoléculas organicas complexas e constituidos pelos
polissacarideos celulose e hemicelulose e também por um material polifendlico
que é a lignina (VASQUEZ et al., 2007; CORREIA et al., 2013). Faz também
parte dos compostos lignocelulésicos pequenas quantidades de extraiveis e
sais minerais (D’ALMEIDA, 1988; FENGEL, WEGENER, 1989; HON,
SHIRAISHI, 1991; KHUAD, SINGH, 1993; SINGH, MISHRA, 1995; HON, 1996;
SJOSTROM, ALEN, 1998; SUN et al., 2004, 2005; MOISER et al., 2005).

Desta maneira, torna-se imprescindivel o conhecimento a cerca dos
constituintes que fazem parte dos materiais lignocelulésicos para assim
conseguir determinar o quanto dos seus acUcares fermentesciveis estara
presente no meio reacional para sua bioconversdo em xilitol. A Tabela 4
apresenta alguns exemplos de materiais lignocelulésicos e as porcentagens

dos seus constituintes.
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Tabela 4- Composicédo quimica de alguns materiais lignocelulésicos.

Materiais Celulose Hemicelulose Lignina (%) Referéncia

lignoceluldsicos (%) (%)

Palha de trigo 32,6 24,7 20,6 Govumoni et
al., 2013

Bagaco de cana 45,5 17,0 21,1 Rocha et al.,
2011

Bagaco de caju 20,5 16,3 33,6 Rocha et al.,
2011

Palha de milho 37,0 31,3 17,8 Saha et al.,
2013

Cascadearroz 35,6 11,9 15,4 Saha e Cotta
et al., 2007

Farelo de 23,0 32,7 24,4 Cruz et al.,

cevada 2000

Cascade aveia 30,51 28,63 23,09 Felipe et al.,
2003

Eucalyptus 40,20 15,67 26,9 Canettieri;

grandis Silva;
Carvalho Jr,
2003

Sabugo de 31,7 34,7 20,3 Cruz et al.,

milho 2000

Palha de cevada 38,6 21,4 19,9 Moraes,
2008

Palha de Sorgo 34,0 44,0 20,0 Herrera et
al., 2004

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cruz et al, (2000), destaca a utilizagcdo do sabugo de milho, de acordo
com a Tabela 4 € o material lignocelulésico que contém os valores mais

elevados de hemicelulose, que apds o processo de hidrolise ira liberar a xilose,
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acucar que serd utilizado para se produzir o bioproduto de interesse, o xilitol.
Rocha et al., (2011) observando que existia uma grande quantidade de
residuos agroindustriais no nordeste brasileiro, avaliou esses rejeitos para
producao de etanol, e de acordo com seus estudos o0 bagaco de caju apresenta
valores aceitaveis e hemicelulose, tornando-se, uma biomassa muito propicia
para producao de xilitol.

O Brasil, conhecido como um grande exportador de produtos agricolas e
com uma imensa extensao territorial, destaca-se como um pais que apresenta
um elevado potencial para producdo e utilizacdo de recursos renovaveis.
Assim, o Brasil pode-se utilizar de diversos materiais lignocelulésicos para
gerar produtos de grande valor agregado como o xilitol.

Utilizando-se &cidos ou enzimas € possivel hidrolisar a celulose e a
hemicelulose, ao passo que a lignina continua presente no meio acido como
um residuo sélido.

A celulose é o material organico mais abundante da terra, representando
assim uma grande fonte renovavel, ela é formada por monémeros de glicose e
€ o principal constituinte da parede celular dos vegetais. Ja a hemicelulose é
um polimero que apresenta peso molecular menor que o da celulose e é
constituida basicamente de pentoses (xilose e arabinose) e hexoses
(galactose, manose e glicose) e também é formada por acidos acético e
urébnico em menores valores (BISARIA, GHOSE, 1981; FENGEL, WEGENER,
1989; KHUAD, SINGH, 1993; SINGH, MISHRA, 1995; SAHA, 2003).

Em relacdo aos materiais lignocelulésicos, tem-se que entre 15 a 45%
do peso da biomassa é correspondente a hemicelulose e que a fracao de xilose
na hemicelulose é em torno de 95% (ALBUQUERQUE, 2014).

Devido ao fato da hemicelulose ndo apresentar uma conformacgao
cristalina, ela acaba apresentando uma tendéncia maior, sob condi¢cdes mais
amenas, a sofrer hidrolises quimicas.

A lignina que além de sustentar os polimeros de glicose atua também
inibindo a corrosdo que possa vir a ocorrer na celulose e hemicelulose
(FENGER, WEGENER, 1989; KUHAD, SINGH, 1993). E um dos trés principais
formadores da parede celular da biomassa lignocelulésica e apresenta uma

organizacdo bastante complexa formada a partir de compostos polifendlicos,
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alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico (LADISCH, 1979; BISARIA, GHOSE,
1981; SINGH, MISHRA, 1995).

O restante, que pode vir a corresponder cerca de 10% da biomassa
lignoceluldsica, é constituido por compostos extrativos e ndo extrativos. Os
compostos extrativos tém esse nome pois sdo normalmente extraidos a partir
da utilizacdo de agua ou solventes orgéanicos (D ALMEIDA, 1988; FENGER,
WEGENER, 1989; SINGH, MISHRA, 1995). J& os compostos ndo extrativos
sao formados por diferentes materiais que vado desde carbonatos, oxalatos e
silica até outros que ndo fazem parte da parede celular (ICIDCA, 2000).

Para conseguir com que os polimeros sejam utilizados como matéria
prima por microrganismos que sejam capazes de converté-los em produtos de
interesse € de suma importancia realizar a hidrélise da biomassa
lignoceluldsica. Portanto, vem sendo estudado, cada vez mais, diversos
métodos que possam vir a provocar a hidrélise dos materiais lignocelulésicos e
desta maneira conseguir liberar, no meio fermentavel, seus respectivos
acucares (SUN e CHENG, 2002; KUMAR et al., 2009). A Tabela 5 mostra os
principais métodos de hidrélise desses polimeros obtidos a partir de dados da

literatura.

Tabela 5- Métodos para hidrolisar materiais lignocelulésicos.

Métodos Referéncia

Hidrélise acida ZHAO, WANG, LIU, 2008;
ALBUQUERQUE et al., 2015

Exploséo a vapor KUMAR, 2009

Hidrolise enzimética PAN, 2005

Hidrolise alcalina DAWNSON, BOOPATHY, 2008

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

O método de exploséo a vapor consiste nha descompressédo de maneira
rapida da biomassa lignocelulésica juntamente com o vapor de agua saturado.
Esse método apresenta como vantagens solubilizar a hemicelulose com um
baixo custo beneficio. Porém apresenta como desvantagens, por operar em
elevadas condi¢cOes de temperatura e pressao, conseguir degradar tanto a

hemicelulose, polimero de interesse a ser hidrolisado, como a lignina,
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composto que nao deveria ser hidrolisado, gerando compostos téxicos (CHEN;
HAN; XU, 2008).

A hidrélise alcalina tem como objetivo a remocao da lignina da biomassa
lignocelulésica (SANCHEZ e CARDONA, 2008). Apresenta como
desvantagens remover a lignina e uma parte da hemicelulose, que é o polimero
que vai liberar as pentoses, em especial a xilose, acUcar importante para a
producgédo de xilitol, e a utilizagdo do hidrolisado como meio de cultivo torna-se
complexo devido a presenca de lignina no mesmao.

Para se realizar a hidrolise enzimatica, precisa-se primeiramente de um
pré-tratamento capaz de conseguir liberar os polimeros, celulose e
hemicelulose, da lignina. E em seguida faz-se a fermentacdo do meio
hidrolisado para conseguir obter o bioproduto desejado (FITZPATRICK et al.,
2010; HENDRIKS e ZEEMAN, 2009; CORREIA, ROCHA E GONCALVES,
2012). Porém, mesmo conseguindo excelentes resultados na liberacdo dos
acucares no meio fermentescivel tem se que a hidrélise enzimética é um
processo que apresenta um longo tempo de reacdo e um custo bastante
elevado, pois o preco das enzimas utilizadas no processo € bastante alto
(MODENBACH e NOKES, 2013).

Por fim, existem dois tipos de hidrélises acidas, uma que utiliza &cidos
diluidos e outra que utiliza acidos concentrados. No processo de hidrélise acida
branda apresenta menos problemas com corrosdo e uma menor formacéao de
inibidores, porém o mesmo também apresenta uma menor quantidade de
acucares no meio hidrolisado (ALBUQUERQUE et al., 2015). Com a hidrdlise
acida branda é possivel hidrolisar a fracdo hemiceluldsica permitindo que as
fracGes de celulose e lignina fiqguem praticamente idénticas. Esse processo €
considerado bastante util quando se deseja obter os aclUcares provenientes da
hemicelulose hidrolisados no meio a ser fermentado, e os acidos mais
comumente utilizados séo o cloridrico e o sulfurico (HERRERA et al., 2003;
SAHA et al., 2005).

A principal vantagem da hidrélise acida é a capacidade de se conseguir
obter até 80% das pentoses, em especial a xilose, que estdo presentes na
hemicelulose da biomassa lignocelulésica (FUNK, 1975; JEFFRIES, 1985;
AGUILAR et al., 2002; MOISER et al., 2005).
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E dentre os diversos materiais lignocelulésicos listados na Tabela 4,
destaca-se o bagaco de caju, tanto pela abundéancia no Brasil quanto pela
grande quantidade dos polimeros celulose e hemicelulose.

Para se dar inicio ao processo de producdo de xilitol primeiramente
deve-se ajustar o pH do meio proveniente do pré-tratamento acido. Tal ajuste é
realizado a partir da adicdo de hidroxido de célcio (Ca(OH),). Alguns autores
reportaram uma reduc¢do na quantidade total dos aclcares, mas listaram que a
mesma nao apresentava valores significativos ao processo (ALBUQUERQUE,
2014). Além de ajustar o pH para iniciar a producéo de xilitol faz-se necessario
a utilizacdo de um método de destoxificagcdo do hidrolisado, tal método pode
ocorrer por: adicdo de carvao ativado, resina de troca idnica ou ajuste de pH.
Outros autores constataram que a adsorcao por carvéo ativado consegue nao
s6 clarificar o hidrolisado como remover possiveis interferentes e componentes
toxicos ao processo de fermentacdo, entretanto apresentou como desvantagem
uma maior perda na quantidade de acUcares totais se comparada a adicdo de
hidroxido de calcio (MARTON, 2002; VILLARREAL, 2005). Todavia a adi¢do de
carvdo ativado continua sendo o procedimento mais utilizado pelos
pesquisadores que desejam remover componentes NOCIiVOS ao Processo
fermentativo.

Deve-se salientar que a etapa de ajuste de pH do hidrolisado ja é
considerado como um método de destoxificacdo. Ou seja, esse procedimento
beneficia o crescimento microbiano tanto por deixar o meio hidrolisado em
condicdes propicias para tal como pela retirada de componentes que seriam
toxicos para o processo fermentativo. Além disso, a adicdo de hidroxido de
calcio apresenta outros beneficios como: baixo custo, remocéo parcial de acido
acético e compostos fendlicos, precipitacao de ions metalicos téxicos de Fe, Ni,
Cr, e conversao de furfural a compostos menos téxicos (como acido furfurilico),
metabolizavel pelo microrganismo da fermentacdo. Entretanto como
inconvenientes tem-se: perdas de acucares do hidrolisado causadas por
conversdo a compostos toxicos (acido latico), por arraste na precipitagéo do sal
e problemas de incrustacdes dos sais de calcio formados nos equipamentos de
separacéo, fermentacéo e purificacdo (PARAJO, DOMINGUEZ e DOMINGUEZ
et al., 1998).
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2.2.2.1.1 CAJU

O cajueiro tem como nome cientifico Anacardium occidentale
pertencendo, desta maneira a familia das Anacardiaceae. O fruto proveniente
do cajueiro corresponde a parte mais dura, conhecida como a castanha de
caju. E essa fruta para ser consumida deve ser assada para conseguir retirar a
casca. O pseudofruto, que representa a parte carnosa, representa 90% do caju
e é considerado um produto rico tanto em vitaminas quanto em sais minerais
(ROCHA et al., 2009). O pseudofruto apresenta um tamanho entre 6 a 10 cm
com peso variando entre 70 a 90 gramas (MENEZES e ALVES, 1995).

O Brasil, pais com dimensfes continentais, € um dos maiores produtores
de caju, fruto este que € encontrado em todo o pais e devido ao seu clima
tropical o litoral nordestino se destaca como a maior regido produtora
(PEREIRA et al.,2005).

Os principais produtos provenientes da industria do caju sdo: a améndoa
ou castanha, e o suco de caju, que é obtido a partir da prensagem do
pseudofruto, gerando assim uma elevada quantidade de um rejeito organico
industrial que ndo € aproveitado, o bagaco de caju. Apds a retirada do suco,
tem-se que 40% (m/m) corresponde ao bagaco, um subproduto da industria
gue nao apresenta valor significante e desta forma acaba sendo descarta pela
industria (ROCHA et al., 2011).

Desejando-se, a partir do bagaco de caju, obter xilitol, necessita-se
primeiramente entender como essa biomassa esta organizada. Albuguerque
(2014) avaliou a capacidade de se produzir os alcoois, etanol e xilitol, utilizando
o hidrolisado hemicelulésico proveniente do bagaco de caju como fonte de
acucares e a levedura Kluyveromyces marxianus CCA 510 no cultivo
microbiano. Para conseguir liberar os aclUcares no meio fermentativo foi
realizada uma hidrélise acida com &acido sulfarico diluido (0,6 mol/L), o
hidrolisado foi concentrado para aumentar o teor de acucares e em seguida
adicionou-se carvao ativado para se retirar os interferentes do meio. O
bioprocesso ocorreu em Erlenmeyers em agitador orbital sob as seguintes
condi¢gbes: 120 h, 30 °C e 200 rpm. Durante o processo, 0 microrganismo
apresentou um crescimento celular de 13,03 g/L, os acgucares, glicose e xilose,

apresentaram um consumo de 100,00% e 96,96% respectivamente,
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conseguindo assim, ap0s o consumo dos substratos, produzir os produtos de
interesse, etanol e xilitol com produgcdo de 15,10 g/L e 8,26 g/L
respectivamente. Por fim a adi¢cdo de fontes de nitrogénio no meio fermentativo

influéncia significativa na producéao de xilitol.

2.3 CRISTALIZACAO

O processo de cristalizacdo € um método de recuperacdo de um soluto
dissolvido em uma solugcdo que apresenta como vantagem acontecer em
condicbes de baixas temperaturas e pressdoes. Assim, ndo existe a
necessidade de um grande gasto com energia 0 que vem a tornar esse
processo, economicamente falando, bastante atraente. Este procedimento é
capaz de fornecer cristais que apresentam altissima pureza, a vista disso, trata-
se de um método largamente difundido em diversas industrias que produzem
materiais que necessitam de altos indices de pureza. O processo para separar
sélidos de liquidos através do método de cristalizacdo utiliza-se de
procedimentos simples como: centrifugacéo, filtracdo e secagem.

Em comparacdo com outros processos de purificacdo, tem-se que a
cristalizacdo € a mais usualmente utilizada, pois a mesma tem a capacidade de
produzir cristais uniformes e com grande pureza e desta forma tornar os
processos posteriores de filtracdo e secagem muito mais simples para no final
conseguir prover um produto que apresente caracteristicas que consigam fazer
com que o mesmo seja de mais facil aprovacao pelo consumidor final (BELTER
et al., 1988).

Na industria, tanto a cristalizacdo quanto a precipitacao e a destilacédo
sdo considerados as operacfes unitarias mais utilizadas no mundo (Mullin,
2001). Cerca de 70% dos produtos comercializados nas industrias quimicas se
encontram na fase sélida, desta maneira a andlise de um processo como a
cristalizacdo torna-se de suma importancia, pois a mesma além de garantir a
separacdo dos sélidos no liquido, garante também uma melhor conformidade
dos cristais formados, conseguindo assim um produto que apresenta um
melhor aspecto ao consumidor fazendo com que o mesmo seja mais facilmente

aceito no mercado (Giullietti et al., 2001).
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Tem-se que em varios processos de producdo, a cristalizacédo
representa entre 20-80% do valor do produto final e como em diversas
industrias, (processos e farmacéuticas), nos quais mais da metade encontram-
se no estado sélido, existe uma grande necessidade do estudo sobre o
processo de cristalizacdo, que garantira assim uma melhor homogeneidade e
uma perfeicdo dos cristais no produto formado (WHEELWRIGHT, 1987,
DERENZO, 1994; SCHEEL, 2000; GIULIETTI et al., 2001; ROSMALEN et al.,
2003).

Tanto a cristalizacdo como a precipitacdo S80 processos capazes de
promover a separacdo dos componentes soélidos do meio liquido, porém a
maior diferenca entre 0s processos se da na forma e tamanho dos
componentes solidos, que engquanto na cristalizacdo tem-se a formacéo da fase
sélida que apresentam forma e tamanho muito bem definidos, na precipitacéo
acontece que 0s componentes solidos apresentam como caracteristica serem
amorfos e forma mal definida (Belter et al., 1988).

Para ocorrer a cristalizacdo existe a necessidade de acontecer a
condicdo de supersaturacdo que € um estado de nao-equilibrio sélido-liquido
diferente dos mais convencionais que sao as solu¢des saturadas e insaturadas.
Na supersaturacdo, tem-se que a concentracdo do soluto na solu¢cdo € maior
gque a da solucdo saturada, porém ainda ndo ocorreu a precipitacdo. A
supersaturacdo € uma condicdo necessaria para o processo de cristalizacao,
desta maneira, tanto a velocidade de crescimento quanto a velocidade de
nucleagcdo s6 aconteceram quando houver na solucdo uma condicdo de
supersaturacao.

E em uma mesma temperatura pode ocorrer diferentes niveis de
supersaturacdo na solucdo. Foi entdo em 1897, que Ostwalt estabeleceu os
conceitos de instabilidade e metaestabilidade que teriam como objetivo
determinar o0 grau de supersaturacdo da solucdo, esses conceitos irdo
descrever como 0 momento em que ird ou ndo ocorrer a geracdo espontanea
de sdlidos e tem-se que a zona metaestavel é representada pelo intervalo da
supersaturacdo compreendido entre a condi¢cdo de instabilidade e a condicéo
de metaestabilidade (MULLIN, 1961).

A cristalizagcdo acontece a partir do momento em que se tem uma

instabilidade no meio, ocorrendo assim o aparecimento de particulas sélidas na
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solucéo, a causa da instabilidade advém de transformacgfes que ocorrem nas
propriedades fisicas do meio, normalmente muda-se as condi¢cdes de
concentracao e temperatura para conseguir gerar instabilidade no meio e assim
provocar o surgimento das particulas solidas, cristais. Ao final do processo,
esses cristais s&do encontrados em diferentes formas e tamanhos,
necessitando, desta maneira, uma caracterizacdo dos mesmos (DERENZO,
1994).

Um cristal nada mais € do que uma estrutura com trés dimensdes que
apresenta forma de grade espacial e é extremamente sistematico. Essa grade
espacial é constituida por atomos, ions ou moléculas e mesmo ocorrendo uma
grande diferenciacdo no tamanho das faces, para um mesmo componente,
tem-se que as angulacdes provocadas pelas faces apresentaram o mesmo
valor (BELTER et al., 1988).

Existem trés tipos de estado de equilibrio em uma solucdo que se
encontra num sistema solido-liquido, que sd&o: insaturada, saturada e
supersaturada, sendo essa Ultima a mais importante, pois é a que possibilita a
ocorréncia do processo de cristalizagdo (NYVLT et al.,1985; MULLIN,1961).
Tem-se diversas formas de se conseguir chegar na condicdo de
supersaturacdo (NYVLT et al.,1985; van ROMASLEN et al., 2003), e essa é
uma condi¢do na qual a quantidade de soluto presente na solucado ultrapassa a
condicdo de equilibrio, saturacdo, porém ndo ocorre o fendbmeno da
precipitacdo do soluto e a solugdo continua homogénea (JANCIC,
GROOTSCHOLTEN, 1984; BELTER et al., 1988). A condicdo de
supersaturacdo pode ser obtida por diversos métodos como: adicdo de anti-
solvente, evaporacdo, resfriamento ou precipitagio (NYVLT et al., 1985;
NYVLT et al., 2001; GIULLIETTI et al.,2001; van ROMASLEN et al., 2003).

Na Figura 3, € possivel observar o comportamento das curvas tipicas de
solubilidade e qual é a melhor condicao de cristalizacdo a ser usada de acordo

com a curva obtida.
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Figura 3- Curvas tipicas de solubilidade.
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Fonte: van ROMASLEN et al., (2004).

Tem-se que na condigdo de resfriamento ocorre nucleagédo secundaria e
formacdo de cristais grandes, ja na evaporacdo ocorre também nucleacao
secundaria e formacao de cristais grande, na adi¢cdo de anti-solvente ocorre a
nucleacdo primaria e secundaria e formacédo de cristais de tamanho médio e
por fim na precipitacdo ocorre a nucleagédo primaria com formacgéo de cristais
pequenos.

Na cristalizacdo existem dois tipos de nucleacéo; a primaria na qual o
aparecimento dos cristais ocorre na auséncia de cristais, podendo ocorrer nas
paredes do préprio cristalizador, e a secundaria, na qual o aparecimento de
cristais s6 ocorrerd mediante a presenca dos cristais, podendo ocorrer por
fragmentos do processo da nucleacdo primaria ou por adicdo de cristais ao
cristalizador. Para conseguir fazer com que a nucleacdo aconteca, deve-se
causar uma perturbacdo na solucdo, seja por meio de agitacdo, choque
mecanico, friccdo ou pressbes externas. Porém, primeiro do que a formacao
dos cristais, tera que existir uma quantidade de ndcleos necessaria para agir
como centro de cristalizagdo (MULLIN, 1992).

As caracteristicas intrinsecas dos cristais como tamanho, pureza e

propriedades fisicas sdo determinadas no momento em que acontece a
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formacdo dos nucleos cristalinos, desta maneira tem-se que o controle da
velocidade de nucleagédo se apresenta de suma importancia no mecanismo de
cristalizacdo. As classificacdes dos mecanismos de cristalizagdo sdo: primaria
homogénea, primaria heterogénea, secundaria por camada intermediaria,
secundaria por cristais e secundaria por contato (MULLIN, 1992; NYVLT et al.,
2001; van ROMASLEN et al., 2003).

Como ja mencionado antes, na nucleagdo priméria o surgimento dos
cristais ocorre na auséncia dos mesmos, desta maneira, tendo uma solucao
pura tem-se que a nucleacdo que ocorrera seguira 0 mecanismo de nucleacdo
priméria homogénea, ja para acontecer o mecanismo da nucleagdo primaria
heterogénea necessita-se da presenca de particulas sélidas estranhas como
po, coloides ou paredes do cristalizador, pois esse tipo de mecanismo acontece
por inducdo de particulas, e por fim, o também ja mencionando mecanismo de
nucleacdo secundario, acontece em suspenséo cristalina ou pela indugéo de
cristais do préprio soluto.

Todas essas cinéticas de nucleacdo podem ser determinadas por
experimentos simples feitos em laboratério ou em escala piloto e em diferentes
processos como batelada ou continuo, no qual ambos promoveram a obtencao
de uma forma mais rédpida e confiavel dos dados cinéticos necessarios
causando assim um menor risco no projeto final de um cristalizador industrial
(NYVLT et al., 2001). Na nucleacdo homogénea precisa-se de um nivel de
supersaturacdo muito alto que seja capaz de conseguir quebrar a barreira
energética desse tipo de nucleacdo, ja na nucleacdo heterogénea utiliza-se
menores niveis de supersaturacdo para conseguir com gquem aconteca 0O
crescimento cristalino regular (DERENZO, 1994; NYVLT et al., 2001; van
ROMASLEN et al., 2003).

Como explicado anteriormente as nucleacdes secundarias sdo geradas
por adicdo de cristais em solu¢des sdlido-liquido, cujo equilibrio se encontra na
supersaturacdo. E MULLIN, (1992), NYVLT et al., (2001), van ROMASLEN et
al., (2003) conseguem explicar melhor as diferencas nos tipos de nucleagdes
secundarias citadas anteriormente, na qual a nucleacdo secundaria aparente
acontece a partir da adicdo de cristais no meio supersaturado que com isso
ocasiona o desprendimento do soluto da solugao fazendo assim o surgimento

de outros cristais e auxiliando na formacdo de novos nucleos cristalinos. Ja a
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nucleacdo secundaria por contato origina-se da inducéo causada pelo atrito e
partindo-se do principio que a superficie cristalina ndo pode ser considerada
completamente lisa, suas falhas entdo formaram nucleos de diversos tamanhos
(MULLIN, 1992; NYVLT et al., 2001; van ROMASLEN et al., 2003).

E por fim, tem-se que a nucleacdo secundaria ha camada intermediaria,
que acontece entre as areas do cristal e da solucdo que explica que acontece a
formacao de blocos que saem da solugdo em dire¢do ao cristal conseguindo,
desta maneira, produzir outros nudcleos no processo. A agitacdo €
influenciadora da velocidade de nucleacdo secundaria (NYVLT et al., 2001),
desta maneira, quanto maior for a sua agitacdo, maior sera& o numero de
interacbes entre os cristais, entre os cristais e o impelidor do agitador e
também entre os cristais e as paredes do cristalizador.

De acordo com os resultados obtidos por Albuquerque (2014), tem se
que o bagaco de caju se apresentou como um substrato favoravel e possivel
para ser utilizado para producdo de dois bioprodutos de interesse, etanol e
xilitol, a partir da fermentacdo utilizando-se a levedura Kluyveromyces
marxianus CCA 510. Com base nessas informag0es, nesse trabalho realizou-
se a producao biotecnoldgica de xilitol pela levedura Kluyveromyces marxianus
ATCC36907 usando o hidrolisado hemicelulésico do bagaco de caju como
meio de cultivo, e em seguida iniciou-se 0s estudos acerca da cristalizacao
para recuperacdo do xilitol, mostrando, desta maneira, a relevancia desse

trabalho.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIA-PRIMA — MATERIAL LIGNOCELULOSICO- BAGACO DE
CAJU

A matéria-prima utilizada, para producao do xilitol, foi o bagaco de caju,
o qual foi doado pela empresa Jandaia Sucos do Brasil S/A. Para sua utilizac&o
0 bagaco é lavado com agua e a retirada da agua ocorre por prensagem. Apos
o bagaco de caju foi seco em estufa Tecnal TE-397/4 (Tecnal, Piracicaba, SP,
Brasil) a 60 °C durante 24 h. Posteriormente o bagaco foi triturado e peneirado,
para ocorrer a padronizagdo do tamanho no qual selecionou-se particulas que
ficaram entre as peneiras de 20-80 Mesh (0,25-0,84 mm de diametro). Apds
essas etapas o material padronizado foi estocado a temperatura ambiente (25

°C) até ser utilizado.

3.1.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA

ApoOs a preparacdo do bagaco de caju, foi feita a caracterizacdo da
matéria-prima para se determinar porcentagem de celulose, hemicelulose e
lignina presente na biomassa in natura. Tal caracterizacdo foi também
realizada na fase solida proveniente do processo de hidrolise acida branda.
Caracterizou-se segundo metodologia proposta por Gouveia et al., (2009). E
para determinar a quantidade de extraiveis (ceras e gorduras), solidos totais e
cinzas utilizou-se os protocolos: NREL/TP-510-42619 (Sluiter et al., 2008a) e
NREL/TP-510-42621 (Sluiter et al., 2008b), respectivamente.

3.2 HIDROLISE ACIDA BRANDA DO BAGACO DE CAJU

De acordo com as melhores condi¢cdes obtidas nos estudos realizados
por Rocha (2014) e Albuquerque (2014) e com o intuito de conseguir a maior
quantidade de xilose, foi realizada uma hidrélise acida branda no bagaco de
caju. A hidrdlise em autoclave a 121 °C por 30 min utilizando uma solucdo de

acido sulfarico 0,6 M e uma proporc¢éo de 20% (m/v) de bagacgo de caju. Apds o
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processo de hidrolise, a solucdo e a mesma é filtrada, na qual ocorrem as
separacOes das fases sélida e liquida.

Na fase liquida, hidrolisado rico em xilose, ocorre o ajuste de pH para
6,0 usando Ca(OH),, que € o pH otimo para o crescimento da levedura
(Kluyveromyces marxianus ATCC36907). Durante o procedimento de ajuste de
pH ocorre a formacédo de um precipitado que pode vir a conter componentes
toxicos que causam interferéncia no bioprocesso. Desta maneira, foi realizada
uma nova filtracdo da solucdo para utilizar apenas a fase liquida para producao

de xilitol.

3.3 MICRORGANISMO

Nesse trabalho, utilizou-se a levedura Kluyveromyces marxianus
ATCC36907 para a producéo de xilitol, a qual foi obtida a partir da Colecédo de
Culturas Tropicais - CCT na Fundacédo Tropical de Pesquisas e Tecnologia -
André Tosello. As culturas foram conservadas em Agar YEPD (Yeast Extract
Peptone Dextrose) inclinado composto por extrato de levedura, 10 g.L™,
peptona 20 g.L™, dextrose, 20 g.L™, e 4gar, 20 g.L™ a 4 °C e em caldo YEPD
(extrato de levedura,10 g.L™, peptona 20 g.L™" e dextrose, 20 g.L™!) contendo
glicerol (50%) a -8°C.

3.4 CONDICOES DE CULTIVO

Para inicializar o processo de preparo do in6culo ocorreu inicialmente a
ativacdo da levedura em meio agar YEPD e incubada a 30 °C por 48 h em
estufa bacteriolégica Tecnal TE-397/4 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil).
Posteriormente a ativacdo, fez-se o repique das placas transferindo trés
alcadas de coldnia para 50 mL de meio do inéculo, que continha glicose, 20
g.L?, uréia, 0,4 gL KH.PO4, 1,2 gL, Na,HPO,, 0,18 g.L™?, e extrato de
levedura, 10 g.L™* a pH 4,5, e esse in6culo foi incubado em um agitador orbital
a 30 °C, 180 rpm por 24 h. Apés, mediu-se a concentracdo celular a partir da

absorbancia (no comprimento de onda de 600 nm) em espectrofotbmetro
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(Biochrom, Libra S22) e calculou-se a concentracao celular a partir das curvas

padrdes em base de massa seca.

3.5 PRODUCAO DO XILITOL

De acordo com as melhores condi¢cdes obtidas nos estudos realizados
por Albuquerque (2014), realizou-se a producdo biotecnologica de xilitol
utiizado o hidrolisado hemicelulésico de bagaco de caju como meio
fermentativo. A producao ocorreu em frascos Erlenmeyers de 250 mL com 100
mL de meio, incubados em um agitador orbital (Tecnal — TE 422, Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil) a 30 °C, 180 rpm por 96 h, na qual amostras eram
retiradas a cada 24 h, para quantificar a biomassa e determinar o consumo de
acucares e formacéo dos produtos (xilitol e etanol). A concentracdo de indculo
no inicio da reacao foi de 10% (v/v).

ApOsS 0 processo ocorreu a separacdo das ceélulas do meio por
centrifugagéo a 4500 rpm, 4 °C por 20 minutos. E com a retirada das células a
fase liquida foi estocada para em seguida dar inicio aos processos de

recuperacao e cristalizacéo de xilitol.

3.6 CONCENTRACAO DO MEIO CONTENDO XILITOL

A fim de se conseguir uma maior concentracao de xilitol para iniciar o
processo de cristalizacdo realizou-se a concentracao de xilitol por evaporacao
num evaporador rotativo (Quimis, Q344B) acoplado a um banho termostatizado
(Tecnal, TE-2005). O procedimento ocorre sob condi¢cdes de baixas pressoes,

temperaturas e rotagdes (-600 mmHg, 50 °C e 30 rpm).

3.7 CURVAS DE SOLUBILIDADE

Para se estudar o processo de cristalizacdo, inicialmente foram feitas
curvas de solubilidade do xilitol, glicose e xilose em diversas misturas como:
agua, agua- etanol 50% (v/v), agua- isopropanol 50% (v/v), agua-liquido ibnico

prético acetato de 2- hidroxietanolamina 50% (m/v). O liquido i6nico foi
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sintetizado de acordo com os estudos realizados por Reis (2016) no Grupo de
Pesquisa em Termofluidodinamica Aplicada (GPTA), com as temperaturas
variando entre 5 °C e 70 °C. Esse procedimento foi realizado em um
cristalizador com volume de 50 mL, provido de um agitador, com agitacédo
constante de 750 rpm. Para conseguir manter a temperatura estavel utiliza-se
de um banho termostdtico (LAUDA, ECO RE 420) com refrigeracéo,
aquecimento e controle de rampa de temperatura. Tal sistema é mostrado na
Figura 4.

Os célculos de coeficiente de atividade e fracdo molar foram realizados
de acordo com as Equacdes a (1) e (2), no qual ygp corresponde ao coeficiente
de atividade, xgp € a fracdo massica, AqsH €é a variacdo de entalpia, em outras
palavras significa a quantidade de calor que um sistema absorve ou libera, T,

€ a temperatura na qual foi medido o delta H.

YBP=XLBP9XP {%[1%]} (1)
XBP=% 2)

Figura 4- Equipamento utilizado para determinagéo das curvas de solubilidade e cristalizacéo.

» ¢

I

I
I
I

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.8 CRISTALIZACAO DO XILITOL

Ap0s observado o comportamento das curvas de solubilidade, estudou-
se 0 processo de cristalizacdo, no qual avaliou-se a temperatura de saturacéo
(T) e velocidade de resfriamento linear (Vg), mantendo-se constante a
velocidade de rotacdo durante todo o experimento bem como a temperatura
final do processo de cristalizacdo. Realizaram-se experimentos de cristalizagao
usando xilitol PA e o meio de cultivo processado e concentrado. Avaliaram-se
também diferentes antissolventes: etanol, isopropanol e liquido ibnico protico
acetato de 2- hidroxietanolamina (2-HEAA). Durante o processo de
cristalizacdo esses antissolventes tiveram sua proporcao variada entre 50% e
70% para avaliar possiveis melhorias no processo. A temperatura do processo
iniciava a 10 °C acima da temperatura de saturacao, obtida a partir da curva de
solubilidade e terminava em 5 °C. O tempo de cristalizacdo variou com a
velocidade de resfriamento linear (V) entre 0,25 °C/min e 0,5 °C/min.

A cinética de cristalizacéo foi realizada avaliando a concentragédo inicial
de xilitol de 400 g/L e 200 g/L a qual a cristalizacdo ocorreu a temperatura
constante 5°C por 24 h. Realizaram-se calculos de rendimento e pureza, de
acordo com os resultados obtidos em HPLC, da cristalizagdo e qual
antissolvente e velocidade de resfriamento linear (Vg) apresentaram melhores
resultados. Os ensaios de cristalizacdo foram realizados no equipamento

mostrado na Figura 4.

3.9 METODOS ANALITICOS

As concentracdes dos carboidratos (glicose, xilose e arabinose) e do
xilitol, proveniente tanto do processo fermentativo como da cristalizacao
realizada, foram medidas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
utilizando um sistema de HPLC (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com um
detector de indice de refracdo Waters (modelo 2414) e com uma coluna
Aminex HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A solugdo de H,SO, a 5
mmoL/L preparada com Agua MiliQ (Simplicity 185, Millipore, Billerica, MA) foi
utilizada como fase moével com vazdo de 0,5 mL/min a 65 °C. O volume de

injecdo das amostras foi padronizado em 20 uL e os picos foram comparados
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com o tempo de retencédo dos padrbes previamente definidos dos constituintes
de interesse identificados. Ja para se determinar o crescimento microbiano,
utilizou-se a turbidez por densidade Gtica determinada no comprimento de onda
de 600 nm em espectrofotdbmetro. Para tanto fez-se necessario uma curva de

calibracdo em funcéo da concentracao celular e da densidade otica.

3.10 CARACTERIZACAO DO XILITOL CRISTALIZADO

Com objetivo de caracterizar os cristais obtidos nas diferentes condicoes
de cristalizacdo, as amostras foram submetidas a andlise de Infravermelho com
Transformada de Fourrier (FTIR) e comparadas com os espectros obtidos para
os carboidratos padrbes (glicose, xilose e xilitol). Os espectros foram medidos
entre 4000 cm™ e 600 cm™ com resolugéo espectral de 1 cm™, no equipamento
Cary 630 da Agilent Technologies. Essa andlise foi realizado pelo Grupo de
Pesquisa em Termofluidodinadmica Aplicada GPTA.

A metodologia de difracdo de raio-X foi realizada no laborat6rio de raio x
da Universidade Federal do Ceara (UFC), utilizando-se o equipamento
PANalytical X'Pert PRO com as seguintes condicdes de angulagdo: 26
Inicial: 10°, 28 Final: 100°, A6: 0.013°.

JA a metodologia da microscopia, utilizou-se um microscopio
estereoscopio modelo 745 T da marca Nikon acoplada a uma camera INFINITY

1. Tal microscopia foi realizada com aumento de 15 vezes.

3.11 REPRESENTACAO DO PROCESSO

A Figura 5 ilustra o fluxograma de todo o processo realizado dividido em
11 etapas, desde o preparo do meio hidrolisado até o momento da cristalizagédo

do xilitol.
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Figura 5- Fluxograma do processo de producéo e cristalizacdo do xilitol a partir do bagaco de
caju

= | Lavagem |
Preparagéo do | Secagem I
bagaco de caju I Triturago |

¥ L _ Padronizacdo _

| 20% m/v de bagaco |
Preparacgao do | | HS0,08molL |
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§  IIIIIi: .
I======- ! I RPM: 180 I
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: e e = - -
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO DO BAGACO DE CAJU E DO HIDROLISADO
HEMICELULOSICO DO BAGACO DE CAJU

Para iniciar o processo de produgdo por cultivo microbiano e
cristalizacdo de xilitol, precisa-se inicialmente determinar qual a composi¢cao da
matriz lignoceluldsica

O bagaco de caju in natura apresenta 19,22% de celulose, 17,73% de
hemicelulose, 33,41% de lignina total, 6,41% de extraiveis e 1,5% de cinzas
(conforme Figura 6). Saha e Cotta, (2007) alcancou 35,6% de celulose, 11,9%
de hemicelulose e 15,4% de lignina utilizando casca de arroz. ROCHA et al.,
(2011) com bagaco de cana conseguiu 455% de celulose, 17,0% de
hemicelulose e 21,1% de lignina. Govumoni et al., (2013) no seu estudo
utilizando a palha de trigo como matéria-prima obteve quantidades de 32,6%
de celulose, 24,7% de hemicelulose e 20,6% de lignina. Diferentemente do
comportamento para celulose, observou-se que o teor de hemicelulose do
bagaco de caju foi bastante préximo se comparado com outras fontes de

materiais lignoceluldsicos.

Figura 6 - Composicéo percentual do bagago de caju in natura

6,41%
33.41% _on W 1,5%

21,73%

I Cclulose

17,73% I Hemicelulose
| 19,22% [ Lignina

Il Extraiveis

[ Cinzas

I Outros

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Por apresentar valor satisfatério de hemicelulose no bagaco de caju in
natura o mesmo foi submetido ao pré-tratamento acido a fim de se obter um
hidrolisado hemiceluldsico rico em xilose.

Em seguida, o bagaco de caju pré-tratado foi caracterizado e sua

composicao esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 - Caracterizacao quimica percentual do bagaco de caju in natura e apds o tratamento
com: H,SO, 0,6M, H,0, 4,3% e NaOH 4%.

Tratamento Celulose Hemicelulose Lignina Extraiveis Cinzas

(%) (%) (%) (%) (%)
In natura 19,22 17,73 33,41 6,41 1,5
H2S040,6M 19,30 4,53 54,85 22,54 2,30

Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com os dados obtidos a partir da Tabela 6, tem-se que apdés a
hidrélise acida o bagaco de caju apresenta elevado teor de lignina e uma
reducdo nos seus valores percentuais de hemicelulose, indicando que a maior
parte da hemicelulose foi hidrolisada.

Nesse estudo foi possivel obter, nas condicdes de hidrélise empregadas,
um total de 11,87 g/L de xilose.

A concentracdo de xilose no meio hidrolisado é superior a de alguns
autores que obtiveram resultados menores como Castro et al., (2013) no seu
estudo com madeira de eucalipto obteve 7,4 g/L do referido acucar e ainda
Mateo et al. (2013) também obteve quantidade inferior, apresentando um valor
de 2,7 g/L no seu trabalho com podas de oliveira. Por outro lado, mostrou-se
inferior ao resultado obtido por Fonseca et al. (2011) que obteve valores de
46,4 g/L, 46,8 g/L e 35,2 g/L ao utilizar casca de café, palha de cana e palha de
milho respectivamente em suas pesquisas.

Ja a concentracdo de glicose presente nesse estudo foi de 15,66 g/L,
resultado considerado bastante elevado se comparado com o trabalho
desenvolvido por Huang et al. (2011) ao utlizar palha de arroz no qual
conseguiu concentragdo de glicose igual a 4,5 g/L. Enquanto Zhang et al.,
(2012) a partir de residuos horticolas alcangou concentracdo de glicose de 8,5
g/L.
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Desta maneira, a partir da hidrolise acida foi possivel liberar uma
quantidade total de acucares equivalente a 27,53 g/L, acucares esses oriundos
da celulose e hemicelulose da biomassa, esses agucares tem papel importante
no bioprocesso tanto para o crescimento microbiano quanto para a producao
de xilitol, assim, observou-se que o hidrolisado do bagaco de caju obtido a
partir do pré-tratamento &cido exibe altas concentracdes de acUcares
fermentesciveis (glicose e xilose) e também baixos valores de concentracdo de
componentes inibitorios ao processo fermentativo (furfural e 5-
hidroximetilfurfural).

Devido a sua alta concentracdo de acUcares fermentesciveis tem-se que
o hidrolisado acido hemicelulésico do bagaco de caju se apresenta como um
meio bastante favoravel. A Tabela 7 apresenta a composi¢cdo dos acucares
fermentesciveis provenientes de diferentes biomassas, € possivel observar,
que alguns pesquisadores apresentaram, apds tratamento equivalente,
resultados préximos ao hidrolisar outras biomassas lignoceluldsicas. Observa-
se que Misra, Raghuwanshi e Saxena (2013) ao hidrolisar sabugo de milho
apresentou valores de 24,3 g/L de acucares fermentesciveis. Ja Canilha (2006)
obteve aproximadamente 27,68 g/L ao hidrolisar palha de trigo. Também
consta que Martinez (2005) no seu trabalho com bagaco de cana de acucar

conseguiu obter 25,42 g/L de acgUcares.
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Tabela 7 - Composicéo de hidrolisados hemicelulésicos obtidos de diferentes materiais
lignoceluldsicos expressados em concentracdo de carboidratos.

Biomassa Composicéao (g/L) Condic¢des Referéncia
Glicose Xilose
Bagaco de caju 15,66 11,87 121°C; H,SO, 0,6 Presente
M; 20% ml/v; 30 trabalho
min
Madeira de 0,3 7,4 H,SO,4 3% 121 °C Castro et al.,
eucalipto 1h 2013
Podas de oliveira 5,8 2,7 H,SO,4 2% 120 °C Mateo et al.,
90 % 1/10 m/v 2013
Sabugo de milho 3,4 20,9 H,SO,4 1% 1/8 m/v Misra,
30 min 121 °C Raghuwanshi e
Saxena,
2013
Sabugo de milho 2,8 21,7 HySO4 1% 125°C Ping et al., 2013
1h
Palha de trigo 8,18 19,50 H,SO, 1% 1,76 Canilha, 2006
kg/20 L 121 °C 20
min
Bagaco de cana 1,05 24,37 65 ml H,SO,4 98% Martinez, 2005
de acucar T 145-150 °C 30
min 3,5 kg/20 L
Serragem de 4,2 18,5 H,SO,4 4% 125 °C Rafiqul e
madeira 60 min 1/8 m/v Sakinah, 2012
Sabugo de milho 3,3 31,3 HySO4 1% 121 °C Lietal, 2012
40 min 1/10 m/v
Residuos 8,5 36,5 Etanol 70% na Zhang et al,
horticolas presenca deH,SO, 2012
1% 1/8 m/v 65 °C
4 h
Palha de milho 2,4 35,2 H,SO, 2,9% 130 Fonseca et al.,
°C 30 min /4 m/iv. 2011
Palha de canade 9,2 46,8 H,SO, 2,9% 130 Fonseca et al.,
acucar °C 30 min /4 m/iv. 2011
Palha de arroz 4,5 25,9 H.SO, 2,9% 130 Huang et al,
°C 30 min /4 m/iv. 2011
Cascade café 28,0 46,4 H,SO, 2,9% 130 Fonseca et al.,
°C 30 min /4 m/iv. 2011
Bagaco de cana 6,0 18,0 100 mg Branco, Santos
de agucar deH,S0./g de e Silva, 2011
material seco
121°C 10 min
Bagaco de 29,9 27,6 H,SO4 2% 20 min  Silva, 2011
abacaxi 140 °C 1/10 m/v
Bagaco de malte 6,2 14,9  HySO4 2% 121 °C Carvalheiro et

15 min

al., 2005

Fonte: Adaptado de Albuquerque 2014
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4.2 PRODUCAO DE XILITOL

Pelos resultados apresentados na Figura 7, constatou-se que nenhum
dos acucares foi totalmente consumido, restando ainda, ao final do processo
fermentativo, aproximadamente 21,12 % de glicose e 9,34 % de xilose. A
producdo de xilitol iniciou-se apds as primeiras 24 horas, obtendo 0,16 g/L.
Muito provavelmente esse resultado foi obtido devido ao maior valor de glicose
no meio, pois a levedura consome preferencialmente nas horas iniciais a
glicose e ndo a xilose, acuUcar responsavel pela producdo de xilitol. A maior
concentracao de xilitol foi obtida apds 96 horas de reacao atingindo um valor de
4,53 g/L. Ja o crescimento microbiano ocorre rapidamente nas primeiras 24
horas e se mantém aproximadamente constante no decorrer do processo
atingindo um valor maximo de 5,27 g/L apds 96 horas de cultivo. E por fim a
concentracdo maxima de etanol foi obtida apds as 24 horas iniciais de reacéo
conseguindo um valor de 4,84 g/L e esse valor foi diminuindo no decorrer do
ensaio atingindo uma concentracao de 3,06 g/L no final do processo, indicando
gue provavelmente parte do etanol foi evaporada.

Figura 7 — Perfil do processo microbiano usando o meio hidrolisado hemicelulésico do bagaco
de caju par avaliar a producéo de xilitol a 30 °C e 180 rpm por Kluyveromyces marxianus
ATCC36907: glicose (), xilose (m), biomassa (<), xilitol (A), etanol (V).
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54

Foram estudados os principais resultados dos parametros oriundos no
trabalho da produgéo de xilitol que foram: consumo de xilose, consumo de
glicose, concentragcdo de xilitol, concentracdo celular, produtividade e
rendimento de produto por substrato.

O consumo da glicose, xilose e o crescimento celular foram iguais a
12,36 g/L, 10,77 g/L e 5,2640/L, respectivamente. Foi possivel observar que o
valor de Yp/s (0,42 g/g) foi considerado significativo, tendo em vista o resultado
obtido por outros autores. A produtividade (0,047 g/L.h) e a producéo de xilitol
(4,52 g/L) foram consideradas baixas, em comparacdes a outros estudos,
porém o meio de producéo destes continha altas concentracdes de xilose.

Os parametros de producdo obtidos por outros autores foram
semelhantes ao presente estudo Albuquerque, (2014) alcancou valores de
rendimento igual a 0,523 g/g (Yps), produtividade 0,109 g/L.h e uma produgéo
maxima de xilitol de 7,85 g/L ao utilizar Candida tropicalis durante 120 horas de
reacao, e utilizando a Kluyveromyces marxianus CCA 510, durante as mesmas
120 horas de reacéo, obteve-se 0,363 g/g de rendimento (Ypss), 0,070 g/L.h de
produtividade e 6,76 g/L de producdo de xilitol. Canilha (2006) citou uma
producdo maxima de xilitol de 22,5 g/L, produtividade volumétrica 0,31 g/L e
um rendimento de 0,45 g/g (Yps) durante 72 horas de reacao utilizando o
hidrolisado hemicelulésico da palha de trigo concentrado, contendo inicialmente
21,20 g/L de glicose e 59,77 g/L de xilose, na producéo de xilitol por Candida
guilliermondii FTI 20037. Silva e Roberto (2001) no processo de producao de
xilitol a partir da Candida guilliermondii usando hidrolisado hemicelulésico da
palha de arroz constataram, como resultados mais significativos, uma producao
de 52,0 g/L de xilitol e um rendimento de 0,65 g/g a partir de 82 g/L de xilose.
Diz et al., (2002) conseguiu obter utilizando a Debaryomyces hansenii no
hidrolisado de madeira de eucalipto 40 g/L de xilitol, 40 g/L.h de produtividade
volumétrica e 0,50 g/L de rendimento a partir de 80 g/L de xilose durante 100
horas de reacéo. Converti et al.(1999) no seu estudo sobre a producéo de xilitol
utilizando a Pachysolen tannophilus no hidrolisado de madeira dura conseguiu
produzir 39,5 g/L de xilitol a partir de 89 g/L de xilose durante as 96 horas de
reacao conseguindo assim um rendimento de 0,44 g/g e uma produtividade de
0,41 g/L.h. Por fim, Mussato e Roberto (2004) na sua pesquisa sobre produgéo
de xilitol utilizando a Candida guilliermondii e hidrolisado de palha de arroz
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obtiveram 47,87 g/L de xilitol, 0,32 g/L.h de produtividade e 0,41 g/g de
rendimento apds as 116 horas de reacéo.

Desta maneira, foi constatado que os autores citados obtiveram valores
tanto de producéo de xilitol como de produtividade volumétrica maiores que os
do presente trabalho. Essa discrepancia pode ser explicada, pois no inicio do
processo de produgao de xilitol estes autores partiram de concentragdes de
xilose mais elevadas que a desse trabalho. Ja quando se analisa os valores
obtidos dos rendimentos observa-se que o0s mesmos foram bastante

semelhantes ao dos autores o que constata a relevancia desse resultado.

4.3 CURVAS DE SOLUBILIDADE

Nas Figuras 8, 9, 10 e 11 observa-se o comportamento da concentracao
de xilitol, glicose e xilose em diferentes temperaturas utilizando-se de 4
diferentes solventes, sendo eles: agua, 50% (v/v) &gua e etanol, 50% (v/v)
agua e isopropanol e por fim, 50% (m/v) agua e liquido iénico prético 2-HEAA.
Tais curvas foram construidas para o conhecimento dos graus de
supersaturacdo que o sistema pode atingir e para auxiliar nos devidos balancos
de massa que foram realizados durante o processo de cristalizacdo. A
importancia do conhecimento dos graus de supersaturacao € justificada, pois
0s antissolventes reduzem a solubilidade e assim, € atingido um ponto onde os
cristais sofreréo nucleacao e crescerao, formando cristais com maior pureza e
averiguando assim as possiveis impurezas que podem ser formadas durante a

etapa de cristalizacao.
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Figura 8 - Curvas de solubilidade de xilitol (m), glicose (o) e xilose (A ) em agua.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observando a Figura 8, nota-se que o xilitol € bastante sollvel em agua
e é o soluto mais sollvel nesse solvente, observa-se que a medida que sua
temperatura vai diminuindo de 70 °C para 5 °C sua concentracdo na solucao
vai diminuindo de 342,92 g/100 g de solugédo para 73,6 g/100 g de solucao
como esperado, porém tanto a altas como a baixas temperaturas o xilitol é, dos
trés componentes estudados, o soluto mais soluvel. A glicose apresenta
comportamento diferente, a altas temperaturas sua solubilidade é elevada por
volta de 225,42 g/100 g de solucdo a 70 °C, porém a partir dos 50 °C ela decai
apresentando a menor solubilidade a baixas temperaturas obtendo 19,7 g/100
g de solucdo a 5 °C. E a xilose apresenta comportamento antagbénico, pois a
mesma € a menos soluvel a altas temperaturas, apresentando valor de 216,36
g/100 g de solugdo a 70 °C, e a baixas apresenta solubilidade intermediaria
com valor de 38,66 g/100 g de solucdo a 5 °C. Nesses estudos foram
determinadas as equagOes das curvas de solubilidade para cada soluto,
utilizaram equacdes de segundo grau e foi possivel obter as Equagdes (3), (4)
e (5).

Solxiito (9/100 g) = 0,035613*T2 + 1,589274*T + 63,902381 3)

Solgiicose (9/100 g) = 0,00147*T2 + 3,207803*T - 0,037007 4
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Solxiose (97100 g) = -0,005372*T2 + 3,180156*T + 22,513537 (5)

Com os valores de R? na faixa de 0,99 indicando que a equacéo se
adequou bastante aos pontos. Nos trabalhos realizados por Martinez (2005) e
Serafim (2013) obteve-se também uma equacdo de segundo grau, ao se
estudar a solubilidade do xilitol em &gua, com coeficiente de regressao na
mesma faixa, mostrando assim uma consisténcia dos dados desse trabalho

com a literatura.

Figura 9 - Curvas de solubilidade de xilitol (m), glicose (e) e xilose (A) em 50% (v/v) dgua +
etanol.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 9 consta comportamento analogo a Figura 8 na qual se tem
que o xilitol € o soluto mais solGvel na solugdo composta por 50% (v/v) agua e
etanol tanto na temperatura de 70 °C apresentando valor de 251,24 g/100 g de
solucdo como na menor temperatura de 5 °C com valor de 13,08 g/100 g de
solucéo. A 70 °C a glicose é o segundo soluto mais soluvel apresentando valor
de 102,23 g/100 g de solucéo porém a medida que a temperatura diminui este
carboidrato se torna o mais insolavel, com apenas 4,12 g/100 g de solucdo a 5
°C. E a xilose apresenta solubilidade de 98,9 g/100 g de solugdo a 70 °C,

sendo assim o soluto menos soluvel a altas temperaturas chega a apresentar
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solubilidade de 4,76 g/100 g de solucdo a 5 °C. Nesses estudos foram
determinadas as equagOes das curvas de solubilidade para cada soluto,

utilizaram equacdes de segundo grau e foi possivel obter as Equacdes (6), (7)

e (8).
Solxiitol (9/100 g) = 0,041269*T2 + 0,479663*T + 13,691497 (6)
Solgiicose (9/100 g) = 0,003981*T2 + 1,385646*T - 8,861973 (7)
Solxiose (9/100 g) = -0,009978*T2 + 2,30531*T - 11,125714 (8)

Tais curvas apresentaram R2 na faixa de 0,99 a 0,95. Martinez (2005) e
Serafim (2013) apresentaram perfil das curvas de solubilidade de xilitol em 50%
(v/v) agua + etanol similares a esse estudo, ambos obtiveram curvas de

segundo grau e coeficiente de regressdo préximo de 1.

Figura 10 - Curvas de solubilidade de xilitol (m), glicose (e) e xilose (A) em 50% (v/v) agua +
isopropanol.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com a Figura 10, utilizando como solu¢do 50% (v/v) &gua e
isopropanol, observa-se que o xilitol € o mais solavel dos trés solutos
apresentando a 70 °C solubilidade de 276,22 g/100 g de solu¢cdo enquanto a
glicose apresenta solubilidade de 89,12 g/100 g de solucéo e a xilose de 87,49

g/100 g de solucdo na mesma temperatura. Porém na temperatura menor, 5 °C
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a solubilidade do xilitol cai drasticamente para 3,6 g/100 g de solucao, valor
considerado bem préximo a solubilidade da glicose e da xilose que foram de
3,54 g/100 g de solugéo e 3,82 g/100 g de solugéo, respectivamente. Nesses
estudos foram determinadas as equacfes das curvas de solubilidade para cada
soluto, utilizaram equacdes de segundo grau e foi possivel obter as Equacdes
(9), (10) e (11).

Solyii (9/100 g) = 0,067212*T2 - 0,95999*T + 11,960272, 9)
Solgicose (/100 g) = 0,003532*T2 + 1,243466*T - 8,803129 (10)
Solxiese (/100 g) = -0,010837*T2 + 2,175085*T - 9,794558 (11)

Na qual foi possivel obter o valores de R2 na faixa de a 0,99, a 0,95.
Serafim (2013) conseguiu, nos seus estudos sobre solubilidade de xilitol em
50% (v/v) de agua + isopropanol equacéao e coeficiente de regressao similar a
esse trabalho.

Figura 11- Curvas de solubilidade de xilitol (m), glicose (e) e xilose (A) em 50% (v/v) 4gua +
liquido idnico protico 2-HEAA .

250

1 ' I ' I % 1 ' I M I ' 1
200 - l i
150 .

100 . .

g de soluto/100 g de solugdo
3
|
|

(=]
]
|

' T ' T ‘* T * T * T * T T T 7
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na Figura 11 tem-se que ao utilizar uma solugédo composta por 50% (v/v)
adgua e liquido ibnico prético 2-HEAA, o xilitol apresentou-se como o soluto
mais solluvel a altas temperaturas, em que a 70 °C apresentou solubilidade de
213,25 ¢/100 g de solucdo enquanto a glicose e a xilose, na mesma
temperatura, apresentaram solubilidades de 146,181 g/100 g de solucédo e
127,746 g/100 g de solucao respectivamente. Porém na temperatura de 5 °C
tal comportamento se inverte, no qual tem-se que o xilitol foi 0 soluto menos
soluvel apresentando solubilidade de 7,14 g/100 g de solucdo enquanto a
glicose e a xilose, na mesma temperatura, apresentaram solubilidades de
1461,81 g/L e 1277,46 g/L respectivamente. Nesses estudos foram
determinadas as equagOes das curvas de solubilidade para cada soluto,
utilizaram equacdes de segundo grau e foi possivel obter as Equacdes (12),
(13) e (14).

Solxiitl (9/100 g) = 0,039204*T2 + 0,247148*T + 4,967755 (12)
Solgicose (9/100 g) = 0,006575*T2 + 1,360827*T + 18,705473 (13)
Solxiose (9/100 @) = -0,010969*T2 + 2,447668 + 10,157382 (14)

Todas as trés curvas de solubilidade apresentaram valores de
coeficiente de regresséo linear na faixa de 0,99, o que indica que as equacdes
apresentadas se adequaram bastante aos dados obtidos.

A acéo dos antissolventes é bastante evidente observando as Figuras 8,
9, 10 e 11, tanto nas altas quanto nas baixas temperaturas, uma vez que, a
uma mesma temperatura, ao adicionar o antissolvente a concentracdo dos
solutos decai bastante se comparada a solubilidade apenas em agua. A 70 °C
tem-se que a solubilidade méxima de xilitol na agua corresponde a 342,9 g/100
g de solucao, utilizando-se 50 % (m/v) &gua e liquido idnico proético 2-HEAA, na
mesma temperatura, foi possivel solubilizar cerca de 213,25 ¢g/100 g de
solucdo. J4 na menor temperatura estudada, 5 °C, observou-se que 73,6 g/100
g de solugéo de xilitol eram solUveis em agua enquanto para na solucao de 50
% (v/v) agua e isopropanol foi possivel constatar uma solubilidade maxima de
xilitol de apenas 3,6 g/100 g de solugcéo. Essa acao antissolvente também pode
ser observada na concentracdo dos acgucares, glicose e xilose, no qual tem-se

qgue utilizando-se apenas agua a 70 °C foi possivel obter a maior solubilidade
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de glicose (225,42 g/100 g de solucdo), na mesma temperatura obteve-se a
menor solubilidade de glicose (89,12 g/100 g de solugdo) utilizando como
antissolvente 50 % (v/v) agua e isopropanol. Para xilose a 70 °C a maior
solubilidade obtida 216,36 g/100 g de solucéo foi utilizando apenas agua, e a
menor solubilidade, na mesma temperatura, foi de 87,49 g/100 g de solucdo
com 50 % (v/v) &gua e isopropanol. Na temperatura de 5 °C observa-se uma
solubilidade, utilizando apenas agua, de 19,7 g/100 g de solucéo para glicose e
38,66 g/100 g de solucao para xilose, utilizando 50 % (v/v) agua e etanol, na
mesma temperatura, observa-se solubilidades de 4,12 g/100 g de solucédo e
4,76 g/100 g de solugéo para glicose e xilose, respectivamente.

A baixas temperaturas é possivel observar que todos os trés
antissolventes propostos (50 % (v/v) etanol, 50 % (v/v) isopropanol e 50 %
(m/v) liquido ibnico prético 2-HEAA) apresentam acao semelhante. Entdo s6
podera ser determinado qual dos trés antissolventes apresenta melhor
capacidade de precipitar o xilitol apds os testes de cristalizacéo.

A escolha do método de cristalizacdo quando se parte de uma solucéo,
depende da inclinacdo da curva de solubilidade versus temperatura. A
supersaturacdo pode ser criada por resfriamento, evaporagéo, adicdo de anti-
solvente ou por precipitacdo (Martinez et al., 2008). Como as curvas obtidas
apresentaram aspectos achatadas e/ou ingreme (Figuras 8, 9, 10 e 11) pode-
se usar cristalizacdo por anti-solvente, ou precipitacdo fisica, facilitando-se a
formacéo de cristais de tamanho médio, podendo ocorrer nucleacdo primaria
ou secundaria (Martinez, 2005).

ApoOs os testes de solubilidade, resolveu-se avaliar a influéncia da
propor¢cdo de antissolvente na solubilidade do xilitol (Figura 12) a uma
temperatura constante (15 °C). Observa-se que usando proporc¢des de 10% a
50% (v/v) de etanol ou isopropanol ndo had uma diferenca significativa da
concentracdo de xilitol solubilizada a 15 °C. Porém, observa-se uma diminuicéo
brusca ao utilizar propor¢des acima de 50% (v/v). Nos experimentos utilizando
liguido i6nico como antissolvente observa-se que n&o houve variacdo
significativa da concentracdo de xilitol solubilizada entre 10% a 30% (m/v),
todavia apés aumentar a propor¢cdo de antissolvente percebesse um
decréscimo da concentracdo de xilitol solubilizada. No entanto, os resultados

que foram obtidos utilizando-se as propor¢des de 70 a 90% foram possiveis
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constatar que ao se utilizar os alcoois (etanol e isopropanol) obteve-se uma
acdo antissolvente bem maior do que quando se utilizou 50 % (m/v) de liquido
ibnico protico 2-HEAA. Enquanto a méxima solubilidade de xilitol utilizando
liquido i6nico protico 2-HEAA apresenta um decaimento de 1,33 g/100 g de
solucéo (17,702 g/100 g de solucéo (50%) a 16,372 g/100 g de solucéo (70%)),
0 isopropanol apresenta um decaimento de 5,137 g/100 g de solucéo (16,575
g9/100 g de solucdo (50%) a 11,438 g/100 g de solugédo (70%)) e por fim o
etanol apresenta um decaimento de 9,729 g/100 g de solucao (15,860 g/100 g
de solucdo (50%) a 6,131 g/100 g de solucdo (70%)). Partindo dessas
informacdes obteve-se que os alcoois apresentaram valores mais significativos,
pois conseguiram ter uma acdo antissolvente superior ao do que foi
apresentada pelo liquido ibnico, ao propiciarem uma menor solubilidade com a
mesma porcentagem de antissolvente, e segundo Diniz, (2017) tal resultado &
explicado devido ao pH do antissolvente e da solucdo serem ambas acido, pois
na obtencdo de cocristais, para farmacos com carater béasico, busca-se

coformadores de carater acido.

Figura 12- Influéncia da variacdo da proporcao de antissolvente na solubilidade de xilitol a 15
°C. (m) etanol, (e) isopropanol e (A) 2HEAA.
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De acordo com os dados obtidos mediante a analise da Figura 12,
selecionou-se as proporcdes de 50% e 70% para realizar a cristalizagdo, nao
sendo utilizada a maior proporcdo (90%) devido a alta quantidade de
antissolvente necessaria para o estudo e isso dificultaria a solubilidade no inicio
do processo.

Realizada as curvas de solubilidade, foram calculados os coeficientes de
atividade, que indicam o quanto a interacdo entre as moléculas da solucdo
desviam do comportamento ideal, para cada meio em funcdo da fracdo molar,
de acordo com as Equacdes (1) e (2), o valor de AqsH (37,4 KJ/mol) utilizado
foi o obtido por Barone et al. (1990) a uma temperatura de 365,7 K. No inicio
tem-se um elevado valor do coeficiente de atividade pois tem-se o0 maior valor
da néo idealidade, pois a interacdo das moléculas do soluto sdo minimas se
comparada com a quantidade das interacfes das moléculas de solucdo. E a
medida que a fracdo molar aumenta, aumenta a quantidade de soluto no meio
diminuindo o coeficiente de atividade e aumentando a idealidade da solucao.

Pode-se observar de acordo com a Figura 13 que os menores valores
para o coeficiente de atividade foram determinados no meio contendo agua,
devido ao fato desse meio ser o que apresentou maior solubilidade e desta
maneira também € o meio que apresenta maior valor da fragdo molar. Observa-
se que a medida que a fragdo molar aumenta o coeficiente de atividade
diminui, nos 4 gréficos formados as curvas obtidas apresentam o mesmo

aspecto.
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Figura 13 - Coeficiente de atividade do xilitol pela fracdo méassica em diferentes meios A
(dgua), B (50% v/v etanol em agua), C (50% v/v isopropanol em agua) e D (50% (m/v) liquido
ibnico protico acetato de 2- hidroxietanolamina em agua).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 14 observa-se os valores obtidos da fragdo molar em funcgéo
da temperatura para os diferentes meios. E possivel observar que fragdo molar
do xilitol aumenta com o aumento da temperatura, indicando uma maior

solubilidade com o aumento da temperatura.
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Figura 14 - Fracdo molar pela temperatura em diferentes meios (agua) (m), (50% v/v etanol em
agua) (e), (50% v/v isopropanol em agua) (A) e (50% (m/v) liquido ibnico prético acetato de 2-
hidroxietanolamina em agua) (V).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se entdao que o aumento da temperatura favorece o aumento da
solubilidade e que a altas temperaturas com agua obteve-se maior fracdo molar
enquanto que com (50% (m/v) liquido i6nico prético acetato de 2-
hidroxietanolamina em agua) obteve-se os menores valores de fracdo molar. Ja
a baixas temperaturas utilizando-se agua obteve-se maior fragdo molar
enquanto que com (50% v/v isopropanol em &agua) obteve-se 0s menores
valores da fracdo molar. Esses resultados jA eram esperados, pois sao

condizentes com os dados obtidos e apresentados nas Figuras 8, 9, 10 e 11.

4.4 CINETICA DA CRISTALIZACAO

Para avaliar a cinética de cristalizacdo escolheu-se, de acordo com 0s

testes previamente realizados, o melhor antissolvente com a melhor proporgao.
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Esse estudo foi realizado com etanol como antissolvente na proporcéo de 70 %
(v/v) e foi conduzido por 24 h e 5 °C, essa temperatura foi utilizada para
garantir que ocorreria a cristalizacao tendo em vista as curvas de solubilidade
realizadas. Analisou-se o perfil cinético da cristalizacdo, apresentado na Figura
15 A.

Figura 15 — Perfil da concentracdo de xilitol na solu¢édo durante o processo de cristalizagdo a 5
°C por 24 h a diferentes concentracdes iniciais de xilitol: (m) 400 g/L e (e) 200 g/L.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observou-se que nas primeiras duas horas iniciais a concentracdo de
xilitol ja se estabilizou nas duas concentrag@es iniciais avaliadas, ou seja, a 5°C
a concentracdo de xilitol decai nas primeiras 2 h ficando aproximadamente
estavel nas 24 h subsequentes. Para uma maior concentracdo de xilitol no
inicio da etapa tem-se também uma maior queda na concentracao final, porém
tem-se também uma maior concentracdo ao final do processo. Notou-se que
utilizando 400 g/L obteve-se uma cristalizacdo de 140,816 g/L e com a
concentracéo inicial de 200 g/L conseguiu-se cristalizar 63,143 g/L. Ressalta-se
também que utilizando-se a concentracao de 400 g/L obteve-se um rendimento
de 0,64% enquanto que com a concentracao de 200 g/L foi igual a 0,44%. Ao
aumentar a concentracao de xilitol no inicio do processo foi possivel obter os
melhores resultados, haja vista que a solubilidade maxima da solugdo sera a

mesma em ambas as concentragdes.



67

Plotou-se um gréafico dos dados da concentracdo de xilitol em cada
ponto pela concentracdo inicial de xilitol por tempo, vide Figura 15 B. Na
Figural5 B, ocorreu a formacdo das curvas cinéticas na qual foi possivel
observar que com a maior concentracdo de xilitol (400 g/L) a cristalizacao
ocorre de maneira mais rapida do que com a menor concentracdo (200 g/L).
Ambos os processos estdo completos no decorrer das primeiras cinco horas,
porém 0 mais concentrado apresenta uma curva mais descendente do que a
do menos concentrado indicando que sua cristalizacdo ocorreu mais
rapidamente, haja vista o maior numero de moléculas de xilitol no meio mais
concentrado, pois quanto maior o niumero de moléculas maior a interagdo e
mais cristais irdo ser formado.

A Tabela 8 retrata os valores das concentracdes de xilitol iniciais e finais
de cada um dos testes bem como o rendimento da cristalizacdo. Foi possivel
constatar que com uma maior concentracdo foi possivel obter um maior
rendimento, porém observou-se que apos as 24 h de cristalizacdo a
concentracéo final da solucdo era maior no ensaio com 400 g/L do que no de
200 g/L o que indica que mesmo o ensaio com 400 g/L apresentando um maior
rendimento ainda foi possivel constatar uma concentragdo mais elevada.

Apbs a obtencdo dos dados de cristalizacdo a temperatura constante,
iniciou-se o0s ensaios de cristalizacdo utilizando diferentes antissolventes, tanto
com 0 meio sintético quanto com o0 meio proveniente do hidrolisado

hemicelul6sico do bagaco de caju.

4.5 CRISTALIZACAO XILITOL

Realizadas as fermentacGes e posteriores concentracdes dos meios
contendo xilitol e determinadas também as curvas de solubilidade e as
porcentagens de antissolventes que seriam utilizadas, foi dado inicio ao
processo de cristalizacao de xilitol.

Na Tabela 8 é apresentada as sinteses dos resultados obtidos da
cristalizagdo do xilitol padréo e do xilitol produzido, respectivamente. Nestes

experimentos avaliaram-se dois aspectos fundamentais no processo de
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cristalizacdo: a influéncia da proporcdo de antissolvente e a velocidade de

resfriamento (Vr).
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Tabela 8 - Resultados da cristalizagao do xilitol padréo (Sigma-Aldrich) e do produzido por bioprocesso usando hidrolisado hemicelulésico de bagaco de caju
como meio de cultivo, avaliando diferentes antissolventes, proporcéo de antissolvente e velocidade de resfriamento durante o processo de cristalizacao.

Xilitol PA Xilitol produzido
Antissolvente Tiwial - Toa T Vr (°C/min) Rendimento da Rendimento da
(°C)  (°O) (°C) s o Pureza (%)
cristalizacao (%) cristalizacao (%)
Etanol 50% 38 28,18 5 0,50 80,0 NC -
Etanol 50% 38 28,18 5 0,25 80,0 58,65 75,12
Etanol 70% 38 28,18 5 0,50 80,0 NC -
Etanol 70% 38 28,18 5 0,25 93,0 58,09 82,84
Isopropanol 50% 44 34,81 5 0,50 80,0 69,70 84,81
Isopropanol 50% 44 34,81 5 0,25 80,0 68,27 83,37
Isopropanol 70% 44 34,81 5 0,50 85,1 NC -
Isopropanol 70% 44 34,81 5 0,25 80,0 NC -
2-HEAA 50% 45 34,44 5 0,50 80,0 NC -
2-HEAA 50% 45 34,44 5 0,25 80,0 NC -
2-HEAA 70% 45 34,44 5 0,50 80,0 NC -
2-HEAA 70% 45 34,44 5 0,25 80,0 NC -

NC: Nao Cristalizou.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em todos o0s ensaios ocorreram nucleacdo secundaria, pois a
cristalizacdo iniciava-se apos a adicao de cristais na solucdo supersaturada. O
ensaio iniciava com 10 °C acima da temperatura de saturacdo de cada solucéo,
para garantir que todo o xilitol estaria soluvel, e quando a mesma se
encontrava na temperatura de saturacdo ocorria a adicdo de cristais de xilitol
para induzir a cristalizacdo. Os trés antissolventes apresentaram rendimentos
de cristalizacdo bem proximos no processo de cristaliza¢do do xilitol PA, com
excecdo do processo conduzido usando etanol 70% (v/v) a Vr de 0,25°C/min,
que se obteve o maior rendimento de cristalizacdo (93%). Em algumas
condicbes avaliadas ndo se cristalizou o xilitol produzido, principalmente
utiizando o liquido i6nico prético (2-HEAA). Um possivel motivo é a
concentracgédo inicial de xilitol ser baixa no processo de cristalizagéo, pois um
aumento da concentracao de xilitol favorece a nucleacao deste, aumentando a
eficiéncia do processo de cristalizacdo (Sampaio et al., 2006). Além disso, a
presenca de outros carboidratos como, por exemplo, a xilose e glicose n&o
consumidas, e de impurezas, interferem no processo de cristalizagao. O liquido
ibnico prético nao foi eficiente possivelmente devido o xilitol apresentar a maior
solubilidade neste, de acordo com as Figuras 8, 9, 10 e 11, e com a
interferéncia dos outros parametros nao foi possivel cristalizar. Segundo Diniz,
(2017) no seu estudo para obter cocristais com farmacos de carater basico,
utiliza-se de coformadores com carater acido de acordo com a anélise dos
pKa’'s das moléculas envolvidas, ou seja, por se tratar de um liquido iGnico
prético (acido), e o pH da solucao de xilitol também ser acida tem-se que néo
favoreceu a formacdo dos cristais nesses estudo e por isso a cristalizagéo
nesse meio ndo ocorreu, haja vista que o pH do hidrolisado era acido.

Nos processos de cristalizacao utilizando o etanol como antissolvente
nao cristalizou o poliol na velocidade de resfriamento de 0,50 °C/min, em
ambas as proporcOes estudadas. Também, ndo cristalizou a molécula de
interesse usando isopropanol 70% (v/iv) em ambas as velocidades de
resfriamento. A maior pureza dos cristais (85%) e o maior rendimento de
cristalizacao (aprox. 69%) foram obtidos usando o isopropanol 50% (v/v) como

antissolvente. Resultados semelhantes foram obtidos por Wei et al., (2010),



71

gue estudaram a cristalizac&o de xilitol obtivo por bioprocesso usando residuos
hemicelulosicos e alcancaram, a partir de uma solugédo concentrada com 750
g/L de xilitol, um caldo com xilitol de 95% de pureza e 60,2% de rendimento de
cristalizacdo de xilitol. Bem como, resultados semelhantes ou superiores de
rendimento de cristalizacdo foram obtidos por Canilha et al. (2008), Martinez et
al. (2009), Misra et al. (2011). No entanto, salienta-se que estes autores
utilizaram solugdes supersaturadas com concentracdo maior que a desse
estudo (750 g/L na literatura e 600 g/L nesse trabalho) e esse fator aumenta o
processo de nucleacao (Misra et al., 2011).

Na Figura 16 consta os balancos de massa realizados para conseguir
calcular os rendimentos de cristalizacdo que estéo listados na Tabela 11. Nela
€ possivel observar que partindo-se inicialmente de 1000 g de bagaco de caju
consegue-se cristalizar cerca de 6,62 g de xilitol utilizando como antissolvente
50% v/v etanol com Vr de 0,25, apresentando um rendimento de 0,662 %. Ja
utilizando-se 70% v/v etanol com Vr de 0,25 obteve-se um rendimento de
0,657%. O resultado utilizando 50% v/v isopropanol Vr de 0,5 apresentou o
melhor rendimento igual a 0,787. E o resultado com 50% v/v isopropanol Vr
0,25 apresentou um rendimento de 0,772%. Observa-se que esses resultados
foram condizentes com as curvas de solubilidades determinadas nas Figuras
8,9,10 e 11 pois nelas observa-se que a solubilidade do xilitol € muito pequena
tanto em 50% v/v de etanol 13,08 g/100 g de solu¢cdo como em 50% v/v de
isopropanol 3,6 g/100g de solucdo. Por o xilitol apresentar uma menor
solubilidade no meio com 50% v/v de isopropanol foi possivel cristalizar mais
xilitol nele e assim obter um maior rendimento comparando com o meio com

50% v/v de etanol.
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Figura 16- Balancos de massa das cristalizacfes realizadas com o hidrolisado hemicelulésico
do bagaco de caju nas seguintes condicfes: A: 50% v/v etanol com Vr de 0,25, B: 70% v/v
etanol com Vr 0,25, C: 50% v/v isopropanol Vr de 0,5 e D: 50% v/v isopropanol Vr 0,25

1000 g de
bagaco
(132 g de
hemicelulose)
— Hidrdlise acida
29,675 gde
xilose
—_— Bioprodugéao
11,3 g de xilitol
produzido
—_— Cristalizagao
| | | |
(A) (B) (C) (D)
6,62 g de xilitol|  |6,57 g de xilitol|  |7,87 g de xilitol| |7,72 g de xilitol
cristalizado cristalizado cristalizado cristalizado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ap6s a cristalizagdo realizou-se andlises para determinar as
caracteristicas dos cristais obtidos como microscopia, cristalinidade. A Figura
19 apresenta os espectros FTIR do xilitol cristalizado e xilitol PA. Observa-se
gue em todos os espectros aparecem vibragdes observadas na faixa de 3500
cm™ a 3000 cm™ representam as ligacdes OH, segundo Silverstein, Webster e
Kiemle (2006). Segundo dados alcancados por Salain et al., (2011)
constataram-se valores semelhantes para o espectro de xilitol iguais a 3420
cm™, 3368 cm™ e 3300 cm™. Santos (2014) obteve valores na faixa de 3432
cm™ e 3198 cm™ para ligacdes OH. Yang et al., (2018), obtiveram valores para
o xilitol puro no qual constataram que a larga banda em torno de 3431 cm™
correspondia a grupos OH do xilitol e a absorcdo de &agua, e as bandas
mostrados em 1416 cm™ e 740 cm™ correspondem a grupos OH, para as
ligacdes CH, as bandas apareciam entre os valores de 859 cm™ e 920 cm™ e
as seguintes bandas 1000 cm™, 1055 cm™'1086 cm® e 1116 cm®

correspondiam a ligagGes CO.
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De acordo com a Figura 1, tem-se que a estrutura do xilitol € formada
por cinco ligagdes OH, duas ligacdes CH,, cinco ligagdes CO. Essas ligacdes
sdo observadas também na Figura 19 ao analisar o FTIR, nesse estudo as
bandas de na faixa de 3500 cm™ a 3000 cm™ e as bandas 1470 cm™ e 750 cm
! estdo relacionadas a OH, ja as bandas que se encontram entre 900 cm™ e
800 cm™ correspondem ao CH,, e por fim as bandas localizados entre 1000 cm
! e 1125 cm™ representam CO.

Observou-se, na Figura 17, que os cristais obtidos nas condi¢cbes de
(70% etanol (v/v) Vr 0,25 e 50% (v/v) isopropanol Vr 0,25) apresentaram picos
semelhantes com o xilitol PA o que indica que em ambos a estrutura é
majoritariamente igual ao do xilitol, nesses ensaios obteve-se, de acordo com a
Tabela 10 pureza dos cristais 82,84% e 83,37%, respectivamente. Ja o cristal
obtido na condicéo (etanol 50% (v/v) Vr 0,25), por mais que apresente um perfil
semelhante, ndo observou-se a formacdo dos picos caracteristicos do xilitol
nem tampouco dos demais acucares, muito provavelmente devido a
impregnacao da cor e dos acucares do hidrolisado, nos cristais, pois de acordo
com a Tabela 10 observa-se que tais cristais apresentaram a menor pureza
75,12%.



74

Figura 17 - FTIR realizado com: A: xilitol puro, e com 0s cristais obtidos pela cristalizacdo do
hidrolisado hemicelul6sico do bagaco de caju nas seguintes condi¢cdes: B: 50 % (v/v) agua e
etanol com Vr de 0,25, C: 70 % (v/v) agua e etanol com Vr de 0,25 e D 50 % (v/v) 4gua e
isopropanol com Vr de 0,25 com os cristais obtidos pela cristalizacdo do hidrolisado
hemicelulésico do bagaco de caju
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Em seguida a obtencdo dos cristais de xilitol que ocorreu a partir da
cristalizacdo tanto do meio sintético quanto do hidrolisado hemicelulésico do
bagaco de caju, realizou-se a microscopia dos cristais. A Figura 18 exibe as
micrografias retiradas dos cristais do xilitol produzido por bioprocesso e pelo
xilitol PA (Sigma-Aldrich). Pela microscopia € possivel observar que o cristal
obtido a partir do meio sintético € o mais semelhante ao cristal do xilitol puro e
0 que apresenta melhor aspecto e o mais claro, enquanto que os obtidos a
partir do hidrolisado sdo mais escuros. No ensaio com 50% (v/v) de etanol com
Vr 0,25 o cristal, como um todo, apresenta aspecto escuro o que indica que
parte da cor do hidrolisado se incrustou na superficie do cristal de xilitol e
também devido aos agUcares presentes no meio que se cristalizaram juntos ao
xilitol, pois de acordo com a Tabela 10 observou-se que esses cristais foram os
gue apresentaram menor pureza (75,12%), demonstrando assim que somente
a etapa de cristalizacdo n&o foi suficiente para total purificagdo do xilitol. No
ensaio com 70% v/v de etanol com Vr de 0,25 é possivel observar que o0s
cristais formados sdo mais claros que os do ensaio com 50% v/v de etanol com
Vr 0,25 e que esses cristais estdo envoltos do hidrolisado, que se tornou
bastante viscoso e acabou por aglomerar os cristais formados. Assinalando
assim, gue somente a etapa de cristalizacao nao foi suficiente para purificacao

total do xilitol.
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Figura 18- Fotografias dos cristais de xilitol obtidas por microscopia ampliada em 15X: A (xilitol
PA), B (xilitol obtido por cristalizacdo do meio sintético), C (xilitol obtido por cristalizacdo do
hidrolisado do ensaio com 70% v/v de etanol com Vr de 0,25), D (xilitol obtido por cristalizacéo
do hidrolisado do ensaio com 50% v/v de etanol com Vr 0,25).

Fonte: Elaborado pelo autor.

ApO6s a microscopia, realizou-se a difracdo de raio X dos cristais para
determinar a cristalinidade dos mesmos. Observa-se na Figura 19 que o
resultado que melhor se assemelha a condicao obtida com o xilitol PA, ensaio
A, foi 0 exposto no ensaio com xilitol cristalizado PA, ensaio B. Podem-se
observar ruidos nos ensaio B, C, D e E. Os maiores picos no ensaio A (17,03°,
34,35° e 44,50°) ndo sdo observados nos outros ensaios, porém no ensaio B
observou-se picos similares ao ensaio A nos seguintes graus (21,60°, 26,41°,
28,76°, 36.6°, 41,40° e 44,78°). Ja o ensaio C apresentou picos semelhantes
ao ensaio A em (26,41°, 35,41°, 36,60°, 41,40° e 47,82°). O ensaio D
apresentou picos semelhantes ao xilitol PA, ensaio A, em (26,41°, 28,76°,
35,41°, 36,60°, 41,40° e 47,82°). Por fim o ensaio E apresentou similaridade ao
ensaio A nos graus (35,41°, 36,60°, 41,40° e 47,82°).
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Figura 19- Raio X dos cristais de xilitol sob as seguintes condi¢des: A: xilitol PA (Sigma-
Aldrich), B: xilitol cristalizado PA, C: com 50% (v/v) de etanol com Vr 0,25, D: com 70% (v/v) de
etanol com Vr 0,25, E: com 50% (v/v) de isopropanol com Vr 0,25
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nesse trabalho, é possivel concluir que o
processo biotecnologico de producao de xilitol pela levedura Kluyveromyces
marxianus ATCC36907 a partir do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de
caju apresentou valores consideraveis. E foi possivel cristalizar o xilitol obtido a
partir do bagaco de caju, o que denota que este residuo agroindustrial pode ser
utilizado na producéo desse poliol.

Avaliou-se que o0s antissoventes, etanol, isopropanol apresentaram
foram efetivos enquanto o liquido ibnico protico acetato de 2-
hidroxietanolamina (2-HEAA) n&o apresentou nenhum efeito no processo de
cristalizacao do xilitol oriundo do bagaco de caju, contudo tais antissolventes se
mostraram bem mais efetivos utilizando-se um meio contendo apenas xilitol PA
do que no meio fermentativo. E também a porcentagem de antissolvente, no
qual determinou-se que com o incremento de 50% para 70% obteve-se
melhores resultados de cristalizagao.

Conclui-se, com o0 ensaio de cristalizacdo de 24 horas, que a
cristalizacdo do xilitol ocorre nas primeiras 5 horas e que com o aumento da
concentracdo de 200 g/L para 400 g/L tem-se um aumento no rendimento de
cristalizacdo de 0,44% a 0,64%, indicando que quanto maior o numero de
cristais na solucdo maior o numero de cristais que irdo cristalizar.

As condi¢bes do processo de cristalizagdo do xilitol PA que obteve-se o
melhor desempenho foi utilizando como antissolvente o etanol, na proporcéo
de 70%, com velocidade de resfriamento linear de 0,25 °C/min, alcangcando um
rendimento de 93.

Além disso, para conseguir obter o xilitol cristalizado, tem-se que as
melhores condicbes de cristalizacdo do xilitol produzido foram obtidas
utilizando isopropanol a 50% (v/v) com taxa de resfriamento linear de 0,5
°C/min, atingindo um rendimento de 69,7% e pureza destes cristais de 84,8.

Constatou-se que partindo de 1000 g de bagaco de caju, consegue-se
valores entre 6,62 e 7,87 g de xilitol cristalizado, conseguindo assim um
rendimento entre os valores de 0,662% e 0,787%.

A partir dos dados obtidos com FTIR, microscopia e raio X, foi possivel

determinar as ligacdes, o aspecto e a cristalinidade dos cristais produzidos e
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compara-los com o xilitol PA, observando similaridade entre o xilitol PA e o
xilitol cristalizado.

Desta maneira concluiu-se que a cristalizacdo oriunda do hidrolisado
hemiceluldsico do caju utilizando-se os antissolventes 50% (v/v) de etanol com
Vr 0,25, 70% (v/v) de etanol com Vr 0,25 e com 50% (v/v) de isopropanol com

Vr 0,25 foram satisfatorios.
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