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RESUMO

O xilitol ¢ um poliol utilizado em indastrias alimenticias, odontoldgicas,
farmacéuticas e de cosméticos. A producdo em larga escala desse agucar-alcool ocorre por via
quimica, sendo um processo que usa altas temperaturas e altas pressdes, sem contar as varias
etapas de purificacao requeridas, tornando o processo de obtengdo de xilitol muito caro. Por
esse motivo buscam-se novas maneiras de producdo que possam ser tao eficientes quanto os
modos tradicionais. A producao de xilitol por bioprocessos tem varias vantagens em relagao
aos processos quimicos tradicionais, devido a isso muitos estudos sobre meio de cultura
preparados a partir de hidrolisados lignoceluldsicos vém sendo realizados, uma vez que,
materiais lignoceluldsicos, como o bagago de caju, sdo fontes/substratos de baixo custo e com
potenciais aplicagdes em bioprocessos. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
producdo de xilitol via processo biotecnoldgico, utilizando a levedura Kluyveromyces
marxianus ATCC36907 e o hidrolisado hemiceluldsico de bagago de caju como substrato,
assim como avaliar as condi¢des 6timas de temperatura e agitagdo para essa bioprodugdo. O
hidrolisado hemicelulosico foi obtido por hidrélise do bagaco de caju utilizando acido sulftrico
(H2S04, 0,6 mol) diluido e aplicado como meio de cultivo. Inicialmente, avaliou-se a influéncia
da temperatura (30 °C, 37 °C, 40 °C e 45 °C), sob agita¢do constante de 150 rpm. Nesta etapa,
os melhores resultados encontrados foram a temperatura de 40 °C, utilizando hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de caju, obtendo uma concentracio maxima de xilitol de 5,14 g.L™",
produtividade de 0,11 g.L".h" e rendimento de xilitol (Yps) de 0,30 g.g”'. Para os meios
sintéticos, as maiores concentragdes de xilitol ocorreram na temperatura de 30 °C. No meio
Dasgupta (MD) essa concentracdo de xilitol foi de 2,67 g.L' e no meio Serpa (MS) foi de 2,63
gL', Entretanto, quando cultivado no MS, observou-se que o crescimento em biomassa do
micro-organismo foi maior a 37 °C, atingindo a concentracdo de 16,11 gL' de biomassa,
enquanto o MD apresentou um crescimento de 10,47 g.L”' quando na temperatura de 30 °C.
Posteriormente, avaliou-se a influéncia da agitacao (120, 150 e 200 rpm) e fixou-se a
temperatura de 40 °C, por ter sido a temperatura que proporcionou as maiores produgdes de
xilitol no meio a base do hidrolisado hemicelulosico de bagaco de caju, sob estas condigdes os
melhores resultados foram encontrados na agitacdo de 150 rpm, utilizando hidrolisado
hemicelulodsico, cujo os valores do processo ja foram descritos anteriormente. Para os meios
sintéticos, as maiores concentracdes de biomassa ocorreram na agitacao de 200 rpm, para o MD
essa concentracio foi de 15,71 g.L™! e para o MS foi de 16,88 g.L™". Entretanto, MD apresentou
uma maior producdo de xilitol a 150 rpm, atingindo a concentra¢io de 0,52 g.L”', enquanto o
MS apresentou uma concentraco de 10,47 g.L™' de xilitol quando na agita¢io de 200 rpm. Com
os resultados apresentados, pode-se considerar que o hidrolisado de bagaco de caju ¢ um meio
potencial para a produgdo biotecnologica de xilitol pela levedura Kluyveromyces marxianus
ATCC 36907, sendo a maior produgdo atingida quando o cultivo foi conduzido a 40 °C e 150

rpm.

Palavras-chave: Bioprocesso. Residuos lignocelulésicos. Levedura.



ABSTRACT

Xylitol is a polyol used in food, dental, pharmaceutical and cosmetic industries. Large-scale
production of the sugar-alcohol occurs by via chemical, and it is a process that uses high
temperatures and pressures, not counting the various purification steps required, making the
process of xylitol production very expensive. For this reason, researchers are seeking new
processes of production that can be as efficient as traditional modes. The production of xylitol
by bioprocesses has several advantages over traditional chemical processes, due to this, many
studies on culture media prepared from lignocellulosic hydrolysates have been carried out.
Lignocellulosic materials, such as cashew apple bagasse, are low cost sources with potential
applications in bioprocesses. In this context, the aim of this study was to evaluate the production
of xylitol by biotechnological processes, using the yeast Kluyveromyces marxianus ATCC
36907 and the hemicellulosic hydrolysate from cashew apple bagasse as substrate, as well as to
evaluate the optimal conditions of temperature and agitation for this bioproduction. The
hemicellulosic hydrolysate was obtained by hydrolysis with dilute sulfuric acid (H,SO4) and
applied as culture medium. Initially, the influence of temperature (30 °C, 37 °C, 40 °C e 45 °C)
under constant stirring, at 150 rpm, was evaluated. At this stage, the best results were observed
at a temperature of 40 °C, using hemicellulose hydrolysate from cashew apple bagasse,
obtaining a maximum concentration of xylitol of 5.14 g.L”', productivity of 0.11 g.L".h"" and
xylitol yield (Ypss) of 0.30 g.g”'. For synthetic media, the highest concentrations of xylitol
occurred at temperature of 30 °C, for the Dasgupta medium (MD) this concentration was 2.67
gL and for the Serpa medium (MS) was 2.63 g.L"'. However, when grown in MS, it was
observed that the growth in biomass of the microorganism was higher at 37 °C, reaching the
concentration of 16.11 g.L! of biomass, while the MD showed a growth of 10.47 g.L' when at
30 °C. Subsequently, the influence of the agitation (120, 150 e 200 rpm) was evaluated at 40
°C, because it was the temperature that provided the highest yields of xylitol, under these
conditions the best results were found in the agitation of 150 rpm, using hemicellulose
hydrolysate, whose process values have already been described previously. For synthetic
media, the highest concentrations of biomass occurred in the agitation of 200 rpm, for the MD
this concentration was 15.71 g.L"' and for the MS was 16.88 g.L"". However, MD showed a
higher production of xylitol at 150 rpm, reaching the concentration of 0.52 g.L™', while the MS
presented a concentration of 10.47 g.L™' of xylitol when in the agitation of 200 rpm. With the
results presented, it can be considered that the cashew apple bagasse hydrolysate is a potential
medium for the biotechnological production of xylitol by the yeast Kluyveromyces marxianus
ATCC 36907, being the highest production reached when the process was conducted at 40 °C
and 150 rpm.

Keywords: Bioprocess. Lignocellulosic wastes. Yeast.
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1 INTRODUCAO

O xilitol ¢ um agucar-alcool de cinco carbonos usado comercialmente como
adogante natural em varios produtos alimenticios (WINKELHAUSEN, 1998). Possui uma
dogura equivalente a da sacarose, com quase um ter¢o a menos do seu teor caldrico
(EDELSTEIN et al., 2008). O xilitol tem sido amplamente estudado e documentado na
literatura pelo seu baixo indice glicémico (ISLAM, 2011), alto poder de refrescancia
(MUSSATTO; ROBERTO, 2002), nao envolvimento na via metabdlica da insulina (CHEN et
al., 2010), influéncia anticariogénica e ndo interferimento no valor nutricional dos alimentos
(RITTER et al., 2012; UITTAMO et al., 2011; DASGUPTA et al., 2017a).

O xilitol possui propriedades farmacoldgicas tUnicas, tais como atuagcdo na
prevengdo de caries dentdrias e de infecgdes auditiva em criangas. Também ¢ utilizado como
substituto do agucar para diabéticos e na aplicagdo parenteral a pacientes com traumas
(ZACHARIS et al., 2012). Entretanto, a maior aplicagdo deste composto esta, atualmente,
ligada a produtos orais, como pasta de dente, goma de mascar, enxaguatério bucal, spray nasal,
entre outros (BRANCO, SANTOS e SILVA, 2011).

O processo de produgao do xilitol pode ser realizado através de trés procedimentos:
quimico, microbioldgico ou enzimatico (PAUL et al., 2013). A produgdo de xilitol por
bioprocessos tem varias vantagens em relagdo aos processos quimicos tradicionais. Dentre
essas vantagens estdo o uso de condigdes amenas de pressdo e temperatura, bem como a ndo
necessidade da utilizacao da xilose pura, que, para ser obtida, necessita de varias etapas de
purificacao (SILVA et al., 2012). Neste contexto, muitos estudos sobre meio de cultura
preparados a partir de hidrolisados lignocelul6sicos vém sendo feitos (ARRUDA et al., 2010;
IRMAK et al.,2017; LOPEZ-LINARES et al., 2018).

Os materiais lignoceluldsicos sao os recursos renovaveis mais abundantes da Terra.
Esses materiais sdo constituidos, geralmente, de celulose, hemicelulose e lignina, definindo a
estrutura da maioria dos vegetais onde se encontram associados em uma complexa estrutura. A
hemicelulose, por sua vez, ¢ um polissacarideo constituido, principalmente, de xilose e
representa até 40% da massa seca em algumas plantas (RAO et al., 2016; CORREIA, 2013). A
partir da técnica de hidrolise acida diluida, as hexoses (manose, galactose e outros) e pentoses
(xilose e arabinose) constituintes da hemicelulose podem ser liberadas e, posteriormente,
fermentadas para produzir bioprodutos, tais como etanol e/ou xilitol. (MICHEL, 2007; ROCHA
etal., 2014).
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Além disso, existe atualmente um incentivo para que ocorra o uso de residuos
lignoceluldsicos de matérias-primas agroindustriais para a obtengao de produtos de alto valor
agregado por meio da aplicacdo de varios processos de conversdo. Isso ocorre, pois, a
eliminacgdo final de residuos lignoceluldsicos gerados durante o processamento de matérias-
primas agricolas pode causar problemas ambientais associados a queima e/ou a acumulagao.
(VALLEJOS et al., 2016).

Com isso, buscando assim, alternativas para uma produgao ecologicamente correta,
e economicamente viavel do xilitol, surge, como uma opg¢do promissora, a utilizagdo do
hidrolisado hemicelulésico do bagaco de caju como substrato.

Segundo dados da FAOSTAT (2013), Organizagdao das Nacdes Unidas para
Alimentagdo e Agricultura, o Brasil € o quinto maior produtor mundial de castanha de caju com
a producao de mais de 230 mil toneladas em 2011. O bagago de caju (BC) ¢ o residuo sélido
obtido apods extracdo do suco de caju e que representa aproximadamente 20% do peso total do
pedtnculo. E um dos principais produtos residuais da industria agropecuaria de caju, além de
ser um subproduto lignoceluldsico de baixo custo e alta abundancia. Portanto, o BC trata-se de
um material lignoceluldsico com potencial para ser aplicado como uma matéria-prima
alternativa promissora para a producao de xilitol (RODRIGUES, 2014; SANTOS et al., 2007,
ROCHA et al., 2014).

O Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Bioprocessos — GPBio desenvolveu
diversos estudos utilizando o bagaco de caju como matéria-prima, por exemplo, na produgdo
de etanol (ROCHA et al., 2014; BARROS et al., 2014; CORREIA et al., 2015), na produgdo
de xilitol (ALBUQUERQUE et al., 2015) e na producdo da enzima xilose redutase (SERPA,
2016), tendo esses estudos contribuido de forma direta para o tema proposto nesse estudo.

O processo de conversao via micro-organismos utiliza bactérias, fungos e leveduras
para produzir xilitol a partir de um hidrolisado hemicelul6sico. Entretanto, a produgao de xilitol
a partir de bactérias e fungos ¢ bem menos estudada quando em comparacao ao uso de leveduras
(RAFIQUL; SAKINAH, 2013). As leveduras sdo preferidas para a produgao biotecnoldgica de
xilitol, principalmente por causa das suas altas taxas de assimilagdo de pentose, levando a alta
produtividade de xilitol (AHMAD, SHIM E KIM, 2013).

Dentre os géneros de leveduras capazes de produzir xilitol, Candida sp. ¢ um dos
mais extensivamente estudados (AHMAD, SHIM E KIM, 2013), entretanto, essas leveduras
sdao conhecidas por possuirem capacidade de causar infecgoes devido as suas propriedades de

viruléncia e caracteristicas patogénicas (MOTHIBE; PATEL, 2017).
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A levedura Kluyveromyces marxianus, por sua vez, apresenta vantagens quando
usada em cultivos biotecnologicos a alta densidade e fermentacdes de agucares SC e 6C a altas
temperaturas, além de serem relatadas por produzir 0,4-0,6 g/g de xilitol, devido a sua
capacidade natural de assimilar xilose (MUELLER; WILKINS; BANAT, 2011). A
caracteristica de termotolerancia dessa levedura faz com que ela se destaque nos estudos
fermentativos em relacao a outros micro-organismos, pois além das reacdes enzimaticas serem
aceleradas, diminui-se o risco de contaminagao por outros micro-organismos (NONKLANG et
al., 2008).

A bioprodugdo de xilitol por leveduras também ¢ fortemente influenciada pelo
processo e cultivo (pH, temperatura, aeragdo, condigdes do reator e concentragao do indculo),
pela composicao nutricional (fonte de carbono, fonte de nitrogénio e micronutrientes e suas
concentragdes) e pela natureza genética das cepas microbianas (isolados de tipo selvagem,
cepas recombinantes ¢ mutantes) (RAFIQUL; SAKINAH, 2013). Portanto, o estudo das
condig¢des de cultivo 6timas para o crescimento de leveduras visando a produgdo biotecnoldgica
sao de extrema importancia.

Neste contexto, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a producao de
xilitol através de processos biotecnoldgicos utilizando a levedura K. marxianus ATCC 36907 e
hidrolisado hemicelulosico do bagaco de caju, além de avaliar as condigdes Otimas de

temperatura e agitacdo para essa bioprodugao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Otimizar a producao de xilitol por via biotecnologica utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de caju como meio de cultivo indefinido por Kluyveromyces

marxianus ATCC 36907.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a influéncia da temperatura na produgao de xilitol utilizando meios
definidos;

e Determinar a influéncia da temperatura na producdao de xilitol utilizando
hidrolisado hemicelulésico de bagago de caju como meio indefinido;

e Determinar a influéncia da agitacdo na producdo de xilitol utilizando meios
definidos;

e Determinar a influéncia da agitagao na producao de xilitol utilizando hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de caju como meio indefinido;

e Avaliar o impacto da presenca de glicose no meio para a producao de xilitol;

e (Comparar os resultados obtidos nas diferentes temperaturas e agitagdes quando

utilizado os diferentes meios.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Xilitol

3.1.1 Propriedades Fisico-Quimicas

O xilitol ¢ um carboidrato natural que ¢ classificado na sistemdatica da quimica
organica como um poliol (polidlcool ou agucar-alcool) cuja férmula molecular ¢ CsH;,0s
(1,2,3,4,5-pentaidroxipentano). De estrutura aberta, a molécula de xilitol possui cinco grupos
hidroxila (OH), cada um deles ligado a um atomo de carbono (Figura 1), razao pela qual esse

composto ¢ conhecido como polihidroxidlcool aciclico ou pentitol (MAKINEN, 2000)

Figura 1 — Estrutura quimica do xilitol
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Fonte: Mékinen (2000).

Foi primeiramente sintetizado e descrito em 1891 pelo quimico Emil Fischer
(alemao, 1852-1919) e por sua equipe, que o prepararam na forma de xarope a partir da reacao
da xilose com amalgama soédica, sendo caracterizado como um cristal branco rémbico e
altamente soltivel quando em contato com a d4gua (BAR, 1991).

E um adogante natural que pode ser encontrado nas fibras de muitos vegetais, algas,
liquens, cogumelos, frutas e legumes (PEPPER; OLINGER, 1988), além de ser um
intermediario do metabolismo de carboidratos em mamiferos, inclusive no homem (RUSSO,
1976).

O xilitol ¢ altamente conhecido por possuir elevado poder adocante, apresentando
40% menos calorias que a sacarose (PEREIRA et al., 2009). Apresenta como caracteristica
principal seu alto poder refrescante que se da devido ao seu elevado calor endotérmico (34,8
cal.g™") tornando-o, dentre os poliois, aquele que proporciona maior sensacio de refrescancia

bucal (MUSSATTO e ROBERTO, 2002). E quimicamente menos reativo (devido a auséncia de
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um grupo carbonil redutor) do que sua aldose/cetose correspondente e, portanto, traz
dificuldades para microbios cliva-lo e gerar energia (DASGUPTA et al., 2017a).

Dentre outras, também possui caracteristicas organolépticas e de beneficios a saude,
como: efeito refrescante natural (ADITIVOS E INGREDIENTES, 2013), alta solubilidade
(CARNEIRO et al., 2012), baixo indice glicémico (ISLAM, 2011), ndo carcinogénico
(UITTAMO et al., 2011) e cariostatico (RITTER et al., 2012), citadas por Albuquerque (2014).
Essas caracteristicas sdo responsaveis por tornar o xilitol bastante aplicavel no processamento
de alimentos, como balas, caramelos, confeitos, chocolates, sorvetes, geleias, marmeladas e
bebidas (MONEDERO, PEREZ-MARTINEZ e YEBRA, 2010).

Nio apresenta efeitos teratogénicos, além de ser higroscopico, soluvel (a 20 °C),
tem boa estabilidade quimica e microbiologica, tanto em forma cristalina como em solucao. A
percepcao da docura € considerada semelhante a da sacarose, e seu poder adocante equivalente
a 10% ao da sacarose, porém a viscosidade ¢ inferior (ADITIVOS E INGREDIENTES, 2013).

Nos tltimos anos, a demanda por xilitol tem crescido 6% ao ano devido aos seus
multiplos beneficios, principalmente no mercado alimenticio. Dois principais fatores tém
contribuido com essa demanda crescente: um ¢ o constante aumento da preocupacao com a
saude e o outro ¢ o desejo por alimentos livres de agucares e de baixa calorias de origem natural.
Globalmente, xilitol possui um vasto mercado composto de uma demanda anual de 161,5
milhdes de toneladas métricas equivalente a um valor de US$ 670 milhdes (em 2013), e possui
previsoes de atingir 250 milhdes de toneladas métricas até 2020, com um valor de mercado de
aproximadamente US$ 1 bilhdo, de acordo com o site da companhia PR Newswire
(DASGUPTA et al., 2017a). Algumas propriedades fisico-quimicas do xilitol estdo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do xilitol

Propriedades Caracteristicas ou Valores
Formula empirica CsH,05
Massa molar 152,15 g/mol
Aparéncia P¢ cristalino
Cor Branca
Sabor Doce
Odor Nenhum
Ponto de Fusao 92-96 °C
Ponto de Ebuli¢ao 216 °C (1 atm)
pH (solucao aquosa a 10%) 5-7
Densidade (solugao aquosa a 10%) 1,03 g/mL
Solubilidade em 4gua a 20 °C 63 g/100 g solugao
Viscosidade (soluc¢do aquosa a 10%) 1,23 cP (a 20 °C)
Calor de Solugdo (endotérmico) 34,8 cal/g
Valor Calérico 2,4 kcal/g

Similar ao da sacarose, superior ao do
Poder adocante . .
sorbitol e manitol

Estabilidade Estavel a 120 °C (nao carameliza)

Fonte: Adaptado de Mussatto e Roberto (2002).

3.1.2 Aplicacoes do xilitol

O xilitol ¢ intitulado por alguns como o “adocante do futuro”, termo que ¢ explicado
devido as propriedades diferenciadas que esse alcool-carboidrato possui, tendo emprego
relevante em diversos ramos industriais, como na industria farmacéutica, alimenticia e

odontolégica (ALBUQUERQUE et al., 2014).

3.1.2.1 Industria de alimentos

O aumento da ingestdo de agucares, em especial da sacarose, tem levado a
ampliacdo dos riscos de problemas de saide em escala mundial, estando, portanto, as
populagdes mais susceptiveis a problemas causados por esse consumo exacerbado, como
obesidade e caries (LIMA e BERLINCK, 2003).

Tendo em vista o crescente nimero de pessoas que apresenta algum tipo de
disturbio metabolico e necessita, por isso, diminuir ou mesmo cessar seu consumo de actcar,
varios centros de pesquisa nacionais e estrangeiros tém tentado encontrar um substituto do

agucar que seja, a0 mesmo tempo, nutritivo € benéfico para a saude, atuando na cura ou na
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prevengao de doengas. O xilitol, por sua vez, ¢ um composto que satisfaz essas exigéncias, pois,
além de ser um adogante perfeitamente capaz de substituir a sacarose, € tolerado por diabéticos
e tem varias aplicagdes clinicas (MUSSATTO e ROBERTO, 2002).

Outra vantagem ¢ que, devido a auséncia de grupos aldeidicos ou cetonicos em sua
molécula, o xilitol ndo participa de reagdes com aminoacidos, conhecidas como reagdes de
“Maillard”. Isto significa que ele ndo sofre reacdes de escurecimento ndo enzimatico, que
provocam diminuicdo do valor nutricional do alimento. Dessa forma, recomenda-se sua
utilizacdo na preparacdo de produtos nos quais as reagdes de Maillard sdo indesejaveis, tais
como os alimentos infantis obtidos por secagem (MANZ et al., 1973).

Segundo Mussatto e Roberto (2002), sendo o xilitol uma substancia atodxica,
classificada pela Food and Drug Administration (FDA) como um aditivo do tipo GRAS
(Generally Regarded as Safe), sua incorporagdo em alimentos ¢ legalmente permitida. O xilitol
¢ extremamente bem tolerado quando ingerido em doses espagadas de no méximo 20 g cada
uma. Contudo, a quantidade consumida por dia ndo deve ultrapassar 60 g, ja que a ingestao de
doses mais elevadas pode produzir efeito laxativo (CULBERT et al., 1986).

As caracteristicas do xilitol o tornam bastante aplicdvel no processamento de
alimentos, como balas, caramelos, confeitos, chocolates, sorvetes, geleias, marmeladas e

bebidas (MONEDERO, PEREZ-MARTINEZ e YEBRA, 2010).

3.1.2.2 Aplicagoes odontologicas

A cérie dentaria ¢ uma doenga infecciosa pandémica associada a presenga de certos
micro-organismos nas superficies dos dentes. Esses organismos utilizam certos agucares 6C (e
multiplos de 6C) como fonte primdria de energia. Simultaneamente, essas moléculas de
carboidratos podem ser usadas por bactérias orais que, assim, tornam o ambiente quimico
favoravel para uma propagacio maxima (MAKINEN, 2000).

Uma das consequéncias desta fermentagdo pode ser uma acidificacio do
microambiente das células e uma aderéncia fisica das células bacterianas a elas mesmas e as
superficies dentarias (MAKINEN, 2000). As bactérias do género Streptococcus, encontradas
na flora bucal, sdo altamente cariogénicas, uma vez que, em condicoes acidas, produzem uma
grande quantidade de acido latico e sintetizam polissacarideos insoltveis extracelularmente,
que aumentam a adesdo da placa bacteriana na superficie dos dentes (KANDELMAN, 1997).

A anticariogenicidade, uma das propriedades mais relevantes do xilitol, ¢

determinada principalmente pela sua ndo-fermentabilidade por bactérias do género
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Streptococcus, cuja proliferacao na flora bucal torna-se entdo limitada (KONIG, 2000). Com a
redu¢do da concentragdo de Streptococcus mutans, diminui a quantidade de polissacarideos
insoluveis e aumenta a de polissacarideos soliiveis, o que resulta em uma placa menos aderente
e de facil remocao pela escovacao habitual dos dentes (GALES; NGUYEN, 2000).

A salivagdo ¢ estimulada pelo agradavel sabor do xilitol e, uma vez aumentada a
quantidade de saliva, aumenta-se também a quantidade dos minerais nela presentes. Alguns
desses minerais (em particular ions calcio e fosfato) promovem a remineralizacao dos dentes e,
consequentemente, a reversao das caries em estagio inicial (MUSSATTO e ROBERTO, 2002).

Além de S. mutuns, estudos mostram a eficacia da utilizacao de xilitol contra outros
micro-organismos prejudiciais a saude bucal, como: Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
influenzae (TAPIAINEN et al., 2004), Escherichia coli ATCC 8739 e cepas de E. coli
enteropatogénica (SILVA et al., 2011), Staphylococcus aureus (AKIYAMA et al., 2002; MITIC-
CULAFIC et al., 2013), Pseudomonas aerugionosa (AMMONS et al., 2011) e Burkholderia
cepacia (SAJJAN et al., 2004), citadas por Albuquerque (2014).

3.1.2.3 Aplicag¢oes na medicina

Pesquisas com animais ¢ humanos demonstram que o xilitol, além de poder ser
utilizado como um ingrediente alimenticio e no tratamento de caries, possui varias aplicagdes
clinicas, sendo indicado para tratar diabetes, lesdes renais e parenterais, bem como para prevenir
otite, infecgdes pulmonares e osteoporose, dentre outras (MUSSATTO e ROBERTO, 2002).

O xilitol possui um indice glicémico (IG) significativamente mais baixo (IG de 13)
se comparado com a sacarose (IG de 65) e glicose (IG de 100) e ver-se um aumento no interesse
pela possibilidade desse a¢ticar em combater a diabete hiperglicémica (ROVNER; NANSEL;
GELLAR, 2009). O uso de carboidratos rapidamente absorvidos, como sacarose, ¢
contraindicado para diabéticos, o que faz do xilitol um bom adogante para diabéticos. Como ¢
um agucar lentamente absorvido, ndo provoca mudancas rapidas na concentragao de glicose no
sangue (YLIKAHRI,1979; BASSLER; HEESEN, 1963).

Pacientes em estados pos-operatorios ou pds-traumaticos apresentam uma excre¢ao
excessiva dos hormonios do “stress” (cortisol e hormonios do crescimento entre outros), os
quais provocam resisténcia a absor¢do da insulina e impedem a utilizacao eficiente da glicose
pelo organismo (MUSSATTO e ROBERTO, 2002). Segundo Ylikahri (1979), o tratamento de
tais pessoas com xilitol produz apenas aumento limitado dos niveis de glicose e insulina no san-

gue, beneficiando-lhes a saude.
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Otite média aguda € o principal motivo para visitas médicas e prescri¢des de
antibidticos em criancas. Os tratamentos (terapia antimicrobiana e cirurgia) as vezes tém
eficacia questionavel, riscos e custos elevados. Uma medida preventiva potencial a otite média
aguda ¢ o uso de xilitol, que ¢ capaz de reduzir a adesdo de Streptococcus pneumoniae €
Haemophilus influenzae as células nasofaringeas (AZARPAZHOOH; LAWRENCE; SHAH,
2016).

O xilitol, quando aplicado as vias aéreas como agente iso-osmolar, pode
potencialmente reduzir a concentragdo de sal das vias aéreas e, portanto, reduzir a colonizagao
bacteriana, além de aumentar o volume de liquido na superficie da via aérea. Assim, o xilitol
nebulizado pode ser testado para prevencao e tratamento da colonizagdo das vias aéreas
(DURAIRAIJ et al., 2007).

O xilitol também combate a osteoporose estimulando a absor¢ao de calcio pelo
intestino e facilitando sua passagem do sangue para os 0ssos. O contetido de calcio nos 0ssos
¢, assim, aumentado, diminuindo a necessidade de reabsor¢do, levando a um aumento no

volume 6sseo e conteudo mineral (MATTILA et al., 2005).

3.1.3 Rota bioquimica

O xilitol ¢ derivado da reducdo de D-xilose (uma aldose) (MAKINEN, 2000), que
¢ o segundo carboidrato mais abundante na natureza. A rota bioquimica para o metabolismo da
xilose ¢ a via da pentose fosfato (VPF) (JEFFRIES, 2006).

A via da pentose fosfato tem duas fases. A fase oxidativa converte a hexose, D-
glicose 6P, para pentose, D-ribulose 5P, mais CO, e NADPH. A fase ndo-oxidativa converte D-
ribulose 5P em D-ribose 5P, D-xilulose 5P, D-sedoheptulose 7P, D-eritrose 4P, D-frutose 6P e
D-gliceraldeido 3P. D-Xilose e L-arabinose entram na VPF através da D-xilulose (JEFFRIES,
2006), que através .da xiluloquinase (XK) ¢ fosforilada a xululose-5P (ALBUQUERQUE et
al., 2014), conforme o fluxo metabdlico ilustrado na Figura 2.

Através de uma redugdo de apenas um passo, D-xilose ¢ convertida em xilitol pela
xilose redutase (XR; EC 1.1.1.21). O xilitol resultante ¢ secretado ou posteriormente oxidado

em xilulose pela xilitol desidrogenase (XDR; EC 1.1.1.9) (GRANSTROM et al., 2007).



Figura 2 - Esquema ilustrativo da via metabdlica da xilose e glicose.
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A XR ¢é uma enzima oxido-redutase, membro da familia de enzimas da aldose-

redutase. E no citoplasma de microbios que assimilam a xilose que ocorre esta enzima

intracelular, na qual da inicio ao processo do metabolismo da xilose por reduzir a xilose a xilitol

(RAFIQUL e SAKINAH, 2014).

Uma acumulacdo de NADH em excesso ocorre durante o crescimento de micro-

organismos em xilose. Isso acontece, em parte, devido ao desbalango entre cofator e metabdlito.

XR possui uma maior afinidade por NADPH do que por NADH, entretanto XDR usa apenas

NAD", o que leva a um actimulo de NADH que ndo pode ser reciclado pela respiragio em

condigdes de oxigénio limitado. Alguns micro-organismos, como a S. cerevisiae, tentam

compensar esse acumulo produzindo glicerol, mas, durante a assimilagdo de xilose, esse

processo nao ¢ suficiente, levando a um acumulo de xilitol (JEFFRIES, 2006).

3.1.4 Métodos de obtencdo

O processo de produgao do xilitol pode ser realizado através de trés procedimentos:

0 quimico, através de redugdo quimica de xilose por meio de rea¢des de hidrogenacdo; via
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microbiologica, onde ha a conversao por micro-organismos que sao responsaveis em converter
xilose em xilitol e a via enzimatica, que vem sendo estudada para a producao de xilitol por meio
da enzima xilose redutase (XR) (PAUL et al., 2013; SERPA, 2016).

O xilitol também pode ser obtido a partir de fontes naturais, como vegetais, fungos
ou liquens por extragao solido-liquido, mas como ele estd presente em pequena propor¢ao
(menos de 900 mg em cada 100 g de matéria-prima), esse processo torna-se inviavel

economicamente (TAMANINI e HAULY, 2004).

3.1.4.1 Producgao por via quimica

A producgdo de xilitol foi iniciada na Finlandia, durante os anos 70, apds o
desenvolvimento da producao em larga escala de D-xilose. Posteriormente, a reducao catalitica
de D-xilose para xilitol pelo uso de altas pressoes e temperaturas foi atingida e, por fim, refinada
como um método de producao industrial de xilitol (KUMAR et al., 2009a).

Esse processo, que fornece de 50 a 60% de rendimento de xilitol, é realizado em
reatores com elevadas pressoes (31-40 atm) e temperaturas (100-130 °C) e tem um tempo de
duracdo de 3 a 5 horas, dependendo das condi¢des de temperatura e pressdo empregadas
(MELAJA e HAMALAINEN, 1977).

A alta pressao facilita a solubilidade do hidrogénio no liquido a granel, favorecida
pelo aumento na temperatura, para promover uma alta velocidade de hidrogenacdo. A
temperatura regula as reagdes cinéticas e influencia significativamente a seletividade do
produto (SU et al., 2013).

Esse processo inclui cinco etapas: 1. Hidrélise dcida do material natural rico em
xilana (madeira); 2. Purificacdo do hidrolisado até obter-se uma solucdo de xilose pura; 3.
Hidrogenacao catalitica da xilose pura a xilitol, com um catalisador (liga de Ni e Al,); 4.
Purificacdo da solucdo de xilitol obtida; 5. Cristalizagdo do xilitol (MELAJA e
HAMALAINEN, 1977).

A via quimica para produ¢ao de xilitol oferece altos rendimentos e eficiéncia de
conversao. Mas sofre de grandes desvantagens pois necessita de equipamentos caros €
especializados, passos de purificacdo intermediaria extensivos, recuperagdo do produto,
desativacdo catalitica e reciclo (que ¢ complexo devido a homogeneidade da solu¢ao) com
grande necessidade de energia, o torna o processo muito caro (DASGUPTA et al., 2017a).

As altas temperaturas e altas pressdes utilizadas, sem contar as varias etapas de

purificacao requeridas, tornam o processo de obtencao de xilitol muito caro e, por esse motivo,
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buscam-se novas maneiras de producdo que possam ser tdo eficientes quantos os modos

tradicionais (SANTOS et al., 2008)

3.1.4.2 Producgao biotecnologica

A conversdo biotecnologica ¢ principalmente realizada por biocatalisadores,
envolvendo bactéria, fungo, leveduras e/ou cepas recombinantes, porém também pode ser
realizada por células livres ou sistemas de enzimas imobilizadas (DASGUPTA et al., 2017a).

O processo enzimatico héd algumas décadas vem sendo intensamente investigado e
tem aumentado o interesse dos cientistas. Esse processo consiste na redugado direta de xilose em
xilitol por meio da enzima xilose redutase (XR) assistida pela coenzima Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Fosfato (NADPH) (BRANCO, SANTOS e SILVA, 2011).

A redugdo enzimatica por enzimas livre ou a catalise por enzimas imobilizadas pode
ser uma opgao alternativa devido ao seu alto rendimento em escala laboratorial (PARK et al.,
2005). Entretanto, producdao em larga escala pode nao ser econdmica devido ao alto
requerimento de cofator, sendo o NADPH bastante intavel (DASGUPTA et al., 2017a).

A producao de xilitol por via microbiana tem sido amplamente estudada como uma
alternativa ao processo quimico, pois ndo precisa de extensivos passos para a purificacao de
xilose e € operada a baixo custo. A literatura apresenta diversas pesquisas a respeito da produgao
de xilitol por meio do metabolismo microbiano (TADA, KANNO e HORIUCHI, 2012). A
principal vantagem encontrada no processo microbiano em relagdo ao quimico € o seu custo
mais baixo por ndo necessitar de uma extensa purificacao da xilose (SERPA, 2016).

Micro-organismos como bactérias, leveduras e fungos possuem a capacidade de
fermentar xilose comercial ou xilose presente no hidrolisado derivado de residuos
lignocelulodsicos para xilitol (RAO et al., 2016). Biotecnologicamente utilizam-se diversos
micro-organismos, incluindo fungos filamentosos e bactérias, sendo as leveduras (ou suas
enzimas isoladas) objetos principais das pesquisas atuais (ALBUQUERQUE et al., 2014).

Em muitos casos, sob condigdes microaerdbicas, leveduras sdo capazes de
transformar residuos contendo D-xilose em etanol ou xilitol. Essa producao varia de acordo
com O micro-organismo em questdo, sugerindo uma regulacdo de varios fatores
(YABLOCHKOVA; BOLOTNIKOVA; MIKHAILOVA, 2003).

No Quadro 1 algumas outras vantagens e desvantagens dos processos de produgdo

do xilitol sdo apresentadas.
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Quadro 1 — Vantagens e desvantagens dos processos de producao do xilitol por vias quimica,
microbiologica e enzimatica

Processo Vantagens Desvantagens
Otimizado Alto custo
Quimico . .. Uso de recursos naturais
Maior produtividade .
(madeira)

Menor custo
Microbioldgico Sustentavel Baixa produtividade

Maior eficiéncia

Sustentavel
Enzimatico Maxima eficiéncia Alto custo

Maior produtividade

Fonte: Branco (2010)

3.2 Bagaco de caju como matéria-prima

3.2.2 Biomassa lignoceluldsica

Em busca de baratear mais ainda o processo e, além disso, encontrar solugdes para
reaproveitamento de residuos agroindustriais, o potencial de utilizacdo de matérias primas
renovaveis vem sendo avaliado (ALBUQUERQUE, 2014).

A utilizagdo de materiais lignoceluldsicos para a produgao de bioprodutos de alto
valor ¢ promissora, pois estes representam uma fonte abundante e renovavel de fontes de
carbono. Materiais lignocelulésicos, como sabugo de milho, palha de arroz, bagago de cana,
bagaco de caju, p6 de madeira, casca de aveia, dentre outros, representam importantes e baratas
fontes de substratos microbianos (ZOU et al., 2010). Esses residuos, por sua vez, podem ser
hidrolisados, em geral por acidos diluidos, e liberar D-xilose disponivel para conversao
microbiana em xilitol (WEI et al., 2010).

Neste contexto, os materiais lignoceluldsicos sdo considerados como perspectiva
para aplicacdo em bioprocessos. Ha grandes quantidades de residuos lignocelulésicos sendo
acumulados anualmente, decorrentes da produgdo agricola, entre outros fatores que operam
esses recursos naturais. O grande acumulo desses residuos desencadeia uma série de problemas.
Hé um desequilibrio do meio ambiente, ocasionado pela decomposi¢do desse material, além do
fator econdomico devido a degradacao desses residuos proporcionar a perda de potenciais

recursos energéticos (MICHEL, 2007)
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A maior parte do constituinte de biomassa terrestre ¢ a lignocelulose,
correspondendo a cerca da metade do material vegetal que se produz pela fotossintese, o que
representa o mais abundante recurso organico no solo (PEREZ et al., 2002). De maneira geral,
os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos de celulose, hemicelulose e lignina, definindo a
estrutura da maioria dos vegetais onde se encontram associados em uma complexa estrutura.
De acordo com a natureza dos vegetais, ha uma variagdo na composicao desses constituintes.
Além destes compostos, proteinas, gorduras e cinzas também fazem parte de uma fragao do
material lignoceluldsico (CORREIA, 2013).

A celulose ¢ um homopolissacarideo linear constituido por unidades de D-glicose
(KESHWANI, 2009). Ha varios métodos de pré-tratamento que destroem as paredes celulares
expondo os polimeros de agucares. Na hidrolise acida da celulose, por exemplo, a celulose ¢
hidrolisada, gerando-se glicose, que pode ser usado para posterior producao de diversos
produtos com valor agregado, por exemplo, etanol (ROCHA et al., 2011).

Ja a hemicelulose ¢ considerada um heteropolimero menor que a celulose,
possuindo ramificagdes com diversos carboidratos como a arabinose, xilose, galactose, manose,
além de acidos urdnicos (STAMBUK et al., 2008). Com a técnica da hidrolise acida diluida, ha
a liberacdo das hexoses (manose, galactose e outros) e pentoses (xilose e arabinose)
constituintes da hemicelulose. Sendo a xilose considerada como o segundo agucar mais
abundante na bioesfera, os hidrolisados obtidos por essa técnica acabam se caracterizando por
apresentarem a xilose como componente majoritario (MICHEL, 2007).

O Brasil ¢ conhecido por seu grande potencial de producao de recursos renovaveis
tais como produtos agricolas, florestais e residuos. Dentre os residuos, pode- se citar o bagago
de cana-de-agucar, a palha de arroz, a palha de trigo, a casca de aveia, as aparas de madeira e o
bagaco de caju (MORAES et al., 2014; TAMANINI e HAULY, 2004). Diferentes estudos sao
reportados na literatura em relacao a utilizagao de residuos lignoceluldsicos para a produgado de
xilitol, como mostrado no Quadro 2. Isso coloca o Brasil numa situacao favoravel a utilizacao
desses diversos residuos agroindustriais para producdo de produtos com valor agregado, como

no caso do xilitol (ALBUQUERQUE, 2014).



Quadro 2 - Materiais lignocelul6sicos utilizados em estudos para produgao de xilitol.

Tipos de Substratos Lignoceluldsicos

Referéncias

Palha de colza
Palha, espiga e casca de milho
Palha de sorgo
Bagaco de caju
Colmo de bambu
Residuos de poda de oliveira
Caules de girassol
Residuos horticolas
Serragem de madeira
Farelo de arroz
Palha de centeio
Palha de trigo
Residuos de videira
Bagago de cana
Grama hidrolisada
Residuos da madeira

Residuos de graos de cervejaria

Lopez-linares et al. (2018)
Irmak et al. (2017)

Dhar, Wendisch e Nampoothiri (2016)
Albuquerque et al. (2015)
Miura et al. (2013)

Mateo et al. (2013)
Martinez, Sancheza e Bravo (2012)
Zhang et al. (2012)
Rafiqul e Sakinah (2012)
EL-Baz, Shetaia, e Elkhouli (2011)
Franceschin et al. (2011)
Zhuang et al. (2011)
Diéguez et al. (2011)
Arruda et al. (2010)

West (2009)

Ko et al. (2008)
Carvalheiro et al. (2007)

Fonte: Adaptado de Albuquerque (2014)
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Dentro deste contexto, a producgdo de xilitol através do hidrolisado hemiceluldsico

de bagaco de caju, torna-se uma alternativa economicamente viavel para esse processo

produtivo (SERPA, 2016).

3.2.3 Caju

O cajueiro, que possui nome cientifico Anacardium occidentale L., pertencente a
familia Anacardiaceae, ¢ uma arvore de troncos tortuosos originaria do norte e nordeste
brasileiro (ROCHA, 2010). A Regido Nordeste do Brasil ¢ considerada a maior produtora do
caju, com mais de 95 % da producdo nacional, tendo como principais produtores os estados do
Ceard, Rio Grande do Norte, Bahia e Piaui (SOUZA, 2002).

O maior aproveitamento industrial do caju tem como principal objetivo a colheita

da castanha, que ¢ o verdadeiro fruto do caju, de onde ¢ extraida a améndoa. Apesar da tentativa
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de utilizacao do pedunculo (pseudofruto), seja através de doces, farinhas, sucos e fermentados,
apenas 15 % de sua producao ¢ aproveitada (PINHO, 2009).

O bagaco do caju (BC), que ¢ um subproduto da extragdo do suco do pseudofruto,
representa aproximadamente 20% do peso total do pedinculo, sendo uma das maiores fontes
de residuos agroindustrial do setor (SANTOS et al., 2007). A utilizagdao desse subproduto tem
sido restrito a complementacao nutricional para racdo animal (RODRIGUES et al., 2011),
existindo, portanto, a necessidade da realizagdo de pesquisas que possam ampliar esse uso para
a producao de produtos de valor agregado, como etanol ou xilitol (ROCHA et al., 2011;
ALBUQUERQUE et al., 2015). Portanto, podemos afirmar que o BC, composto principalmente
por celulose, hemicelulose e lignina, uma biomassa lignoceluldsica, representa uma importante
fonte de matéria-prima renovavel de baixo custo e grande abundancia (BRIONES, SERRANO
e LABIDI, 2012).

De acordo com Serpa (2016), o bagaco de caju in natura ¢ composto de 19,23 %
de celulose, 17,17 % de hemicelulose, 34,77 % de lignina total, 6,52 % de extraiveis (ceras e
gorduras), 4,68 % de cinzas e 2,76 % de umidade. Sendo essa fracao hemiceluldsica facilmente
hidrolisada por acido diluido, produzindo hidrolisado hemicelulésico (HBC), rico em xilose,
que pode ser utilizado como um substrato potencial para o crescimento microbiano. O uso de
HBC como uma fonte de carbono para o crescimento de micro-organismo tem grandes
vantagens, como a redu¢do do uso de xilose comercial (SERPA, 2016). Esse fracionamento do
material hemiceluldsico € o primeiro passo para que a xilose possa estar disponivel para sua
aplicagdo biotecnolédgica, como a conversao microbiana (ALBUQUERQUE, 2014).

A utilizagao do bagaco de caju como matéria-prima para a producdo de bioprodutos
ja € alvo de estudos. Algumas de suas aplicagdes sao: producao de etanol (ROCHA et al., 2009;
CORREIA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2011), produgao da enzima tanase (RODRIGUES
et al., 2008) e producao de xilitol (Albuquerque et al., 2014).

33 Micro-organismos produtores de xilitol

O processo microbiologico utiliza bactérias, fungos e leveduras para produzir xilitol
a partir de xilose pura ou de um hidrolisado hemiceluldsico. Entretanto, a producdo de xilitol a
partir de bactérias e fungos ¢ bem menos estudada quando em comparagdo com o uso de
leveduras (RAFIQUL; SAKINAH, 2013). A Tabela 2 apresenta alguns micro-organismos

capazes de produzir xilitol.
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O metabolismo da xilose em bactérias se inicia com a conversdo, mediada por xilose
isomerase (XI, EC 5.3.1.5), da xilose em xilulose, prosseguindo até a via da pentose fosfato
para que ocorra a manutengao e o crescimento celular, ignorando a via de produgao de xilitol

devido a auséncia de XR e XDR (DASGUPTA et al., 2017a).

Tabela 2 — Micro-organismos produtores de xilitol

Micro-organismo Referéncia
Género
Bactérias
Enterobacter liquefaciens 553 Yoshitake et al. (1973)

Rangaswamy e Agblevor
Corynebacterium sp. B-4247

(2002)
Fungos
Penicillium crustosom CCT 4034 Sampaio et al. (2003)
Aspergillus niger PY 11 Kang et al. (2016)
Leveduras
Candida tropicalis 1F0 0618 Horitsu et al. (1992)
Candida tropicalis KCTC 7221 Kim et al. (2004)
Candida sp. 559-9 Ikeuchi et al. (1999)
Pichia sp. Rao et al. (2007)
Pichia stipitis CBS 5773 Neeru et al. (2013)
Debaromyces hansenii UFV-170 Sampaio et al. (2004)

Debaromyces nepalensis NCYC 3413 Kumdam et al. (2012)
Hansunela anomala NCAIM Y.01499 Mareczky et al. (2015)
Kluyveromyces marxianus IMB2 Mueller et al. (2011)
Kluyveromyces marxianus CCA510 Albuquerque et al. (2015)

Fonte: Adaptado de Dasgupta (2017a)

Estudos apontam que algumas bactérias, como Enterobacter liquefaciens
(YOSHITAKE et al., 1973), Corynebacterium sp. (RANGASWAMY; AGBLEVOR, 2002),
Mycobacterium smegmatis (IZUMORI; TUZAKI, 1988) e Gluconobacter oxydans (SUZUKI

et al, 2002) produzem xilitol em pequenas quantidades.
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Yoshitake ef al. (1973) mostraram que uma cepa Enterobacter cresceu em D-xilose
e produziu xilitol extracelularmente. A produgao de xilitol pela estirpe ocorreu por uma XR
dependente de NADPH, provando que a conversao enzimatica ndo se limitava a fungos e
leveduras. No entanto, as bactérias capazes de fermentar xilose nao atraem o interesse dos
pesquisadores devido a quantidade relativamente baixa de xilitol produzido (RAFIQUL;
SAKINAH, 2013).

Nos estudos sobre producao de xilitol, os fungos filamentosos Aspergillus,
Byssochlamys, Gliocladium, Myrothecium, Penicillium, Rhizopus e Neurospora sp.
demonstraram produzir pequenas quantidades de xilitol em meio contendo xilose (CHIANG;
KNIGHT, 1960). Ressalta-se, entretanto, que estudos com fungos filamentos para producao de
xilitol sdo escassos na literatura.

As leveduras sao mais indicadas para a fermentagao de xilitol, principalmente por
causa das suas altas taxas de assimilagdo de pentose e a produtividade de xilitol, que ocorre
devido a niveis de expressao estaveis de XR e XDR (AHMAD, SHIM E KIM, 2013).

Dentre os géneros capazes de produzir xilitol, Candida sp. ¢ um dos mais
extensivamente estudados e se mostra um micro-organismo promissor no que concerne a
produgao de xilitol (AHMAD, SHIM E KIM, 2013).

A levedura Kluyveromyces marxianus € vantajosa para fermentagdes a alta
densidade e fermentagdes de agucares SC e 6C a altas temperaturas, além de serem relatadas
por produzir 0,4-0,6 g/g de xilitol. Além de produzir etanol em alta temperatura, também esta
sendo pesquisada como produtora de xilitol devido a sua capacidade natural de assimilar xilose
(MUELLER; WILKINS; BANAT, 2011).

A caracteristica de termotolerancia dessa levedura faz com que ela se destaque nos
estudos fermentativos em relacdo a outros micro-organismos, pois além das suas reacdes
enzimaticas serem aceleradas, diminui-se o risco de contaminagao por outros micro-organismos

(NONKLANG et al., 2008).

34 Parametros da fermentac¢ao que influenciam a producio de xilitol

Os micro-organismos sdo muito afetados pelo estado fisico e quimico de seus
ambientes, e quatro fatores controlam o crescimento de maneira relevante: temperatura, pH,
disponibilidade de dgua e oxigénio (MADIGAN et al., 2015).

A bioprodugao de xilitol por leveduras, adicionalmente, geralmente, também ¢

influenciada pelas condi¢des de processo (pH, temperatura, aeragdo, condigdes do reator e
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concentragdo do inoculo), pela composi¢ao nutricional (fonte de carbono, fonte de nitrogénio e
micronutrientes e suas concentragdes) e pela natureza genética das cepas microbianas (isolados
de tipo selvagem, cepas recombinantes e mutantes) (RAFIQUL; SAKINAH, 2013).

O estudo das condigdes ambientais 6timas para o crescimento de leveduras para

producao biotecnoldgica de xilitol estdo abordados a seguir.

3.4.1 Temperatura

As temperaturas minimas e maximas que influenciam o crescimento microbiano
variam muito entre os diferentes organismos e, geralmente, refletem a faixa de temperatura e a
temperatura média dos ambientes nos quais os organismos habitam (MADIGAN et al., 2015).

A temperatura afeta os micro-organismos em duas formas opostas. A medida que
as temperaturas aumentam, a taxa de reagdes enzimaticas aumenta e o crescimento se torna
mais rapido. No entanto, acima de uma certa temperatura, as proteinas ou outros componentes
celulares podem ser desnaturados ou de outra forma irreversivelmente danificados (MADIGAN
etal., 2015).

Para a producao biotecnologica de xilitol, a maioria das leveduras crescem de 30
°C a 37 °C. No entanto, algumas leveduras termotolerantes possuem uma temperatura otima
mais elevada (entre 40 e 45 °C) por causa da aceleracdo de suas enzimas a alta temperatura
(RAO et al., 2016).

Rodrussamee et al. (2011), por exemplo, estudaram o potencial de K. marxianus
DMKU3-1042 para producao de etanol e xilitol em diferentes temperaturas (30, 40 e 45 °C)
utilizando acgucares presentes em hemicelulose hidrolisada como fonte de carbono. O
crescimento celular e o consumo de acucares foram observados para todas as temperaturas
estudadas, indicando que a cepa pode crescer em temperaturas consideradas mais altas. Porém,
o crescimento celular, mesmo ndo cessando, teve intensidade diminuida de acordo com o
aumento da temperatura. A producao de xilitol, entretanto, foi favorecida a 40 °C, onde se
observou uma produgio de 7,0 g.L™.

Ja Wilkins et al. (2008) caracterizaram trés cepas de K. marxianus (IMB2, IMB3 ¢
IMB4), isoladas de uma destilaria indiana, pelo crescimento em xilose a altas temperaturas (40
e 45 °C) e em diferentes pH (4,5; 5,0 e 5,5). Observou-se que a temperatura de 40 °C, em pH
5,5, foi melhor para o rendimento de xilitol. Enquanto Kumar et al. (2009b) observaram que a

Kluyveromyces sp. IPE453 obteve temperatura 6tima de crescimento a 50 °C, em pH 5,0.
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3.4.2 Aeracdo

A aeracao ¢ vista como um dos principais fatores experimentais para producao de
xilitol, sendo a quantidade de fornecimento de oxigénio que determina se D-xilose sera
fermentada ou entrara no ciclo respiratorio, regulando o equilibrio do consumo de carbono para
bioconversao e crescimento (EL-BAZ, SHETAIA, e ELKHOULI, 2011).

As leveduras nao formam um grupo homogéneo em relagdo ao seu rendimento
energético. O destino do piruvato, produto final da via glicolitica, determina o tipo de
metabolismo. Quando todo piruvato produzido ¢ convertido pela via dos acidos tricarboxilicos
(respiragdo), ocorre o metabolismo oxidativo. Quando o piruvato € reduzido a etanol ou outros
compostos, ocorre metabolismo oxirredutivo (fermentacao), sendo que as duas vias podem
ocorrer simultaneamente (GONZALEZ-SISO et al., 2000).

Em eucariotos, como em leveduras e fungos filamentosos, D-xilose ¢ convertida
em D-xilulose por meio de reducdo e oxidacgao, que sdo catalisadas por xilose redutase (XR) e
xilitol desidrogenasse (XDR). O principal fator limitante nesse processo ¢ o desequilibrio
redox, que ¢ causado pela diferenca na preferéncia de coenzimas de XR (NADPH) e XDR
(NAD"). Esse desequilibrio redox é a razdo chave para a atividade pela qual a levedura acumula
xilitol durante o cultivo anaerobio (ZHANG et al., 2012).

Portanto, ¢ evidente que as leveduras requerem baixa oxigenagao do meio de cultivo
para a reducao de D-xilose (EL-BAZ, SHETAIA, e ELKHOULI, 2011), pois, sob condigdes
limitadas de oxigénio, a fosforilagdo oxidativa nao consegue reoxidar todos os NADH gerados.
Assim, a concentracdo intracelular de NADH aumenta e resulta na acumulacdo de xilitol

(ALBUQUERQUE, 2014).

3.4.3 Potencial Hidrogenionico (pH)

Em analogia com a faixa de temperatura, cada micro-organismo possui uma faixa
de pH, tipicamente com cerca de 2-3 unidades de pH, dentro das quais o crescimento € possivel.
Além disso, cada organismo demonstra um pH 6timo bem definido, onde o melhor crescimento
ocorre. A maioria dos ambientes naturais tem um pH entre 3 ¢ 9, e 0s micro-organismos com
pH o6timo de crescimento nesta faixa sao mais comuns (MADIGAN et al., 2015).

A determinacao do efeito do pH na redugdo de xilose por XR foi considerada

potencialmente valiosa devido a ioniza¢ao dependente do pH dos grupos envolvidos na ligacao
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ao substrato e na catalise (NIDETZKY et al., 2003). Yokoyama et al. (1995) relataram que o
pH ideal para a redugao da D-xilose por XR purificado de Candida tropicalis foi de 6,0.

Ja em estudos sobre processos microbiologicos para producao de xilitol, o pH ideal
de producao para Kluyveromyces sp. IIPE453 (KUMAR et al., 2009b) e K. marxianus IMB4
(WILKINS et al., 2008) foi determinado como sendo 5,0 e 5,5, respectivamente.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Micro-organismo

A levedura utilizada no presente estudo foi a Kluyveromyces marxianus ATCC
(American Typical Culture Collection) 36907, adquirida do banco de cultura da Fundacao

André Tosello com recursos de projeto.

4.1.2 Bagaco de caju

O bagago foi obtido a partir do processamento do pedunculo do caju (Anarcardium
occidentale L.) para extra¢ao do suco e gentilmente fornecido pela Industria de Processamento

de Sucos Jandaia®, localizada no estado do Ceara, Brasil.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacgdo e hidrdlise acida do bagaco de caju

O bagago de caju (BC) foi primeiramente lavado por trés vezes em agua corrente e,
em seguida, seco a 60 °C por 24 horas em estufa (Tecnal — TE 394/1). O BC foi, entdo, triturado
e padronizado por peneiramento, selecionando-se as particulas de 0,25 mm a 0,84 mm.

O bagago ja triturado e peneirado foi, posteriormente, submetido a uma hidrolise
acida com H,SO4 0,6 mol.L™" (20 % m/v) e posto em autoclave (Phoenix, Araraquara, SP,
Brasil) a 121 °C por 30 minutos. Logo apos, realizou-se uma filtracao a vacuo, utilizando um
funil de Biichner, e o filtrado teve seu pH ajustado para 6,0 com Ca(OH),. Por fim, o hidrolisado

foi, novamente, filtrado a vacuo para eliminacao do precipitado formado.

4.2.2 Processo de detoxificacio do hidrolisado

Apos ter seu pH ajustado, o hidrolisado hemiceluldsico de bagago de caju (HBC)
passou por um processo de detoxificagdao usando carvao ativado em granulos de origem natural
com o intuito de remover inibidores microbianos como, por exemplo, furfural,

hidrometilfurfural e acido acético. Foram adicionados 3 g de carvao ativado a cada 100 mL de
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HBC (3% m/v) que, em seguida, foram mantidos a 200 rpm e 30 °C por 2 horas em um agitador
orbital (Tecnal — TE 422). Por fim, o hidrolisado foi filtrado a vacuo para a retirada do carvao.
O hidrolisado hemicelulosico com pH ajustado, detoxificado e suplementado foi utilizado como
meio de cultivo para o processo fermentativo.

Os processos de preparacao, hidrolise acida e detoxificagdo do bagago de caju
foram executados de acordo com a metodologia utilizada por Albuquerque (2014) e Serpa

(2016).

4.2.3 Meios de cultivo

Além do hidrolisado hemicelulosico (HBC), que representa um meio indefinido,
dois meios definidos descritos previamente foram testados para o fim de comparacao. Os meios
utilizados foram aqueles citados por Serpa (2016) e Dasgupta et al. (2016). Sendo o Meio Serpa
(MS) composto de 3 g.L”' de extrato de levedura, 3 g.L" de fosfato de potassio dibasico anidro
P.A. (K,HPOy), 1 gL' de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H,0) ¢ 18,8 gL' de
xilose. Enquanto no Meio Dasgupta (MD) foram adicionados 20 g.L”' de xilose, 2 g.L"' de
sulfato de amonio ((NH4)>S04), 0,15 g.L™" de fosfato dissodico (Na,HPO,), 0,15 g.L™" de fosfato
monopotassico (KH,POy) e 0,06 g.L™! de sulfato de magnésio (MgSO,). O meio de HBC, por
sua vez, foi suplementado com 3 g.L”' de extrato de levedura, 3 g.L"' de fosfato de potassio
dibasico anidro P.A. (K;HPO,) e 1 gL' de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO,4.7H,0).

Todos os meios tiveram seu pH ajustado para 6,0 e foram esterilizados a 110 °C por 10 minutos.

4.2.4 Preparagao da levedura

A levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 foi armazenada em meio Agar
YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) inclinado (composto por 10 gL' de extrato de
levedura, 20 g.L”' de peptona, 20 g.L™' de dextrose e 20 g.L"' de 4gar) sob refrigeracdo a 4 °C.

Para que ocorresse a ativacao das colonias antes do uso do micro-organismo, a
levedura foi transferida para um meio Agar YEPD em placas de Petri® e incubadas a 30 °C por
72 horas em uma estufa bacteriologica (Marconi — MA 032). Apos esse periodo, 3 coldnias
foram retiradas das placas e inoculadas em 100 mL de meio sintético composto por 5 gL de
peptona, 20 gL' de glicose, 5 g.L"' de extrato de levedura, 5 gL de sulfato de magnésio
heptahidratado (MgSO4.7H,0) ¢ 1 g.L"' de fosfato dipotassico (KoHPO,), em um Erlenmeyer
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de 250 mL. O in6éculo foi acondicionado em um agitador orbital (Tecnal — TE 422) por 24 horas

a 30 °C e agitacao de 180 rpm.

4.2.5 Bioprocesso para a producdo de xilitol

O processo fermentativo em batelada teve como objetivo avaliar a producao de
xilitol por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907. Como dito previamente, foram avaliados
trés meios de produgdo, sendo dois definidos (MS e MD) e um indefinido (HBC). 10 mL do
indculo preparado (10% do volume total) foram adicionados em 90 mL de meio de producio,
em Erlenmeyer de 250 mL. As condigdes do processo avaliadas foram a temperatura ¢ a
agitacdo. Os cultivos foram incubados em agitador orbital (Tecnal, TE-420, SP-Brasil). Durante
o processo fermentativo, o pH foi monitorado e amostras foram coletadas do meio de produgdo
em 0, 4, 8, 24, 30 ¢ 48 horas, para posteriormente ser analisado o teor de acgucares, a
concentragdo de biomassa e a concentracao de xilitol. Todos os experimentos foram conduzidos

em triplicata.

4.2.5.1 Estudo da influéncia da temperatura

A influéncia da temperatura na produgao de xilitol foi analisada utilizando os meios
MS, MD e HBC. A temperatura foi variada nos valores de 30, 37, 40 e 45 °C. A agitagio foi

mantida em 150 rpm.

4.2.5.2 Estudo da influéncia da agitagdo

Partindo do estudo realizado para avaliar a influéncia da temperatura na producao
do xilitol, com o melhor resultado destes processos foram realizados ensaios a fim de avaliar a

influéncia das agitagcdes de 120, 150 e 200 rpm.

4.2.6 Meétodos analiticos

4.2.6.1 Determinacdo da concentragdo de biomassa

A concentragdo de biomassa foi determinada por meio da medida da densidade 6tica

das amostras (DO) medida por um espectrofotometro (Biochrom Libra S11) usando um
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comprimento de onda de 600 nm. A quantificacdo se deu por uma curva padrao, que relaciona

peso seco (g.L™") com uma fungdo da densidade Otica.

4.2.6.2 Determinagdo da concentragdo de glicose, xilose e xilitol

As aliquotas foram filtradas em filtro de seringa de 0,22 um e as concentracdes de
glicose, xilose e xilitol foram medidas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE
ou, em inglés, HPLC), utilizando um sistema de CLAE (Waters, Milford, MA, E.U.A.) e a
coluna Aminex HPX-87H column (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a 65 °C, como eluente foi
utilizado H>SO4 5 mmol.L" em 4gua deionizada (MiliQ Simplicity 185, Millipore, Billerica,
MA) com uma vazio de 0.5 mL.min™", utilizando um detector de indice de refracio (IR) Waters.
Foram injetados 20 pL. de cada amostra e a concentragao foi determinada pela comparacao do

tempo de reten¢do das amostras com o tempo de retencao dos padrdes de glicose, xilose e xilitol.

4.2.7 Pardmetros de conversdo

4.2.7.1 Concentra¢do maxima de produto (Pmax)

A concentra¢io méaxima do produto, Pmax (g.L™"), representa o maior valor de

concentragdo de xilitol encontrado durante o periodo de cultivo.

4.2.7.2 Produtividade volumétrica (Q,)

A produtividade volumétrica do xilitol, Q, (g.L'h™), foi calculada como a razio da
concentracio maxima de xilitol obtida, Pméx (g.L™"), e o tempo de fermenta¢do em que Pmax
foi obtida, t, de acordo com a Equacao 1:

Pméx (1)
t

Qp =
4.2.7.3 Conversdo de substrato em produto

O rendimento de xilitol baseado no consumo de xilose, Yps (g.g"), pelo micro-

organismo K. marxianus ATCC 36907 foi calculado de acordo com a Equacao 2.

dp @)
Ye/s = — g



40

Onde:
Ypss: concentragdo de xilitol por xilose (g.g7);
dP: taxa de variagdo na concentracdo de produto ao longo do tempo (g.L™);

dS: taxa de variacdo na concentracdo de substrato ao longo do tempo (g.L™);
4.2.7.4 Conversdo de substrato em biomassa

A conversdo de xilose consumida em biomassa, Yxs (g.g"), foi calculada de acordo
com a Equacao 3.

dx 3)
Yx/s = g

Onde:
Yxs: concentracio de biomassa por xilose (g.g);
dX: taxa de varia¢do na concentra¢io de biomassa ao longo do tempo (g.L™");

dS: taxa de variacdo na concentragdo de substrato ao longo do tempo (g.L™);

4.2.7.5 Rendimento de produto por célula

A quantidade de xilitol produzido por célula, Ypix (2.g™"), foi calculado como mostra a
Equacao 4.
dP 4)
Yp/x ==
P/X = %

Onde:
Ypix: concentragio de xilitol por biomassa (g.g™);
dP: taxa de variacdo na concentracdo de produto ao longo do tempo (g.L™);

dX: taxa de varia¢do na concentra¢io de biomassa ao longo do tempo (g.L™");

4.2.7.6 Software de andlise de dados

O tratamento e analise dos dados obtidos nos processos de producao de xilitol foram

realizados utilizando o software OriginPro 8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Influéncia da temperatura na producao de xilitol

5.1.1 Experimentos utilizando o meio Dasgupta (MD)

Avaliou-se a influéncia da temperatura na produgdo de xilitol pela levedura K.
marxianus ATCC 36907 utilizando o meio Dasgupta (MD). O perfil de crescimento celular,
consumo de xilose e producdo de xilitol, levando-se em consideragao as diferentes
temperaturas, estao apresentados na Figura 3.

O maior crescimento celular foi obtido na temperatura de 30 °C, com concentragao
celular de 10,5 + 1,42 g.L"". O crescimento microbiano diminui com o aumento da temperatura,

obtendo 8,5+ 1,0 g.L",7.8+0,09g.L" ¢3,9+0,9 g.L " a37°C, 40 °C e 45 °C, respectivamente.

Figura 3 — Efeito da temperatura sobre as variaveis de estado do bioprocesso produtivo de xilitol
por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 a 150 rpm utilizando meio Dasgupta (MD). (A)

crescimento celular; (B) consumo de xilose e (C) produgao de xilitol.
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O decréscimo no crescimento a medida que se aumenta a temperatura pode estar
diretamente relacionado com a temperatura ideal de funcionamento das enzimas envolvidas nas
rotas ligadas ao crescimento quando em meio contendo xilose e sulfato de amonio. Visto que o
maior crescimento ocorre a 30 °C, podemos inferir que essas enzimas trabalham melhor a essa
temperatura e tende a perder suas atividades a medida que se distancia da temperatura ideal.

A levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 consumiu xilose em todas as
temperaturas avaliadas, entretanto este consumo nao foi de forma acentuada, sendo a menor
concentracdo final de 11,4+ 0,51 g.L"!, representando um consumo total de apenas 7,8 g.L"' de
xilose durante as 48 horas de processo para esta temperatura. O maior consumo de xilose
ocorreu durante o processo a 30°C, o mesmo em que se atingiu a maior concentracao de
biomassa.

Corroborando com o maior consumo de xilose e com o crescimento microbiano, a
maior producdo de xilitol ocorreu a 30 °C, atingindo uma producdo de 2,7 + 0,14 gL', o que
representa uma conversao de, aproximadamente, 35% da xilose consumida.

Um empecilho enfrentado nas fermentagdes utilizando o MD foi a grande variagdo
de pH ao longo do tempo, pois, devido a falta do efeito tamponante entre os componentes do
meio, ao fim do processo, o pH atingia valores entre 2,5 e 3,0, ficando assim muito acido. Este
baixo valor pode ter sido prejudicial tanto ao crescimento celular como a produgdo de xilitol.

O crescimento de K. marxianus no meio Dasgupta foi similar ao obtido por Arruda
et al. (2010), que avaliaram a produc¢do das enzimas XR e XDR para producdo de xilitol por
Candida guilliermondii em hidrolisado de bagaco de cana-de-agtcar. Entretanto o meio
utilizado era composto por 75 g.L”' de xilose, concentracio essa 4,4 vezes maior do que a
apresentada no presente meio. Arruda et al. (2010) notaram uma produgdo maxima de biomassa
celular de 10,6 g.L"' em 120 horas de fermentacio a 30 °C.

Ja Dasgupta et al. (2016), responsaveis pela elaboragdo do MD, realizaram um
estudo sobre a purificacdo, caracterizacdo e docking molecular da XR de Kluyveromyces sp.
IIPE453 e relataram uma biomassa de células secas de 4 g.L”' com um rendimento de 0,18 +
0,02 g .g-' e uma producdo de xilitol de aproximadamente 4 g.L"' com um rendimento de 0,22
+ 0,01 g.g”" ap6s 48 horas de processos a 45 °C. Além disso, a concentracdo inicial de xilose
(20 g.L ") foi quase completamente consumida.

Os parametros de conversdao, produtividade, maxima produgdo e méximo
crescimento de todos os processos estdo apresentados na Tabela 3. A levedura avaliada

apresentou seu maior rendimento de xilitol (Yp/s), bem como melhor produtividade, no processo
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conduzido a 30 °C, sendo eles 0,33 g.g’ ¢ 0,042 g.L'.h', respectivamente. Seu maior
rendimento de massa celular (Yxs) foi de 1,48 g.g” e ocorreu a 37 °C. Ja o rendimento de xilitol
em relacdo a biomassa (Yp/x), ou seja, o quanto de xilitol foi produzido por 1 g de células, foi

maior a 30 °C, onde a biomassa foi capaz de produzir a maior quantidade de produto (0,33 g.g"

1).

Tabela 3 — Influéncia da temperatura nos parametros de conversao, produtividade, méxima

producao de xilitol e maximo crescimento celular no Meio Dasgupta (MD)

Parimetros TEMPERATURAS

30 °C 37°C 40 °C 45 °C
Biomassa (gL') | 10,47+ 1,43 8,53+1,04 7,76+0,09 3,9+0,90

Yxs (g.g7") 1,02 1,48 1,05 0,47
Yess (g.g") 0,33 0,30 0,20 0,06
Yex (g.g7) 0,33 0,16 0,09 0,13
Qp (gL 'h™) 0,042 0,028 0,017 0,013

Pmax (gL) | 2,67+0,14 0,68+0,19 0,52+0,08 0,30+0,001

Fonte: Autoria propria

Kumar et al. (2009) estudaram a produgdo de xilitol e etanol por uma cepa de K.
marxianus a partir de meio contendo xilose como fonte de carbono e sulfato de amdnio como
fonte de nitrogénio, alcan¢ando-se uma biomassa de 4,30 + 0,1 g.L”' com um rendimento de 43
+ 0,05 (% Yxs) em 50 horas de fermentagdo. Sendo esses valores inferiores aos encontrados
no presente estudo.

A partir da Tabela 3, pode ser observado que na temperatura de 30 °C a
concentracgdo de xilitol foi significantemente maior do que em temperaturas maiores, visto que
o consumo de substrato (xilose) durante esse processo ocorreu de forma mais acentuada,
favorecendo essa maior produg¢dao. O maior crescimento celular também ocorreu a 30 °C,
entretanto a diferenga de crescimento nesse processo nao foi tdo significativa quando em
relagdo as maiores temperaturas, demonstrando que a xilose consumida passa a ser cada vez
mais direcionada para o crescimento € manutencdo do micro-organismo a medida que a
temperatura aumenta.

Apesar dessa diferenca no comportamento das concentragdes maximas ao longo da
variacdo de temperatura, ¢ possivel perceber que a concentragdo de xilitol acompanha a
concentracdo de crescimento, sempre em ordem decrescente, sugerindo que a producao de

xilitol ¢ diretamente ligada ao crescimento microbiano.
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5.1.2 Experimentos utilizando o meio Serpa (MS)

Concomitante a avaliagdo realizada utilizando MD, foi estudado a influéncia da
temperatura na produgdo de xilitol pela levedura K. marxianus ATCC 36907 utilizando o meio
Serpa (MS). O perfil de crescimento celular, consumo de xilose e produgao de xilitol, levando-
se em consideragdo as diferentes temperaturas, estdo apresentados na Figura 4.

O maior crescimento celular de K. marxianus ATCC 36907 utilizando o MS ocorreu
no processo conduzido a 37 °C, atingindo uma concentracio celular de 16,1 + 0,78 g.L™". A 30
°C houve um decréscimo no crescimento, que, apos as 48 horas de cultivo, atingiu uma
concentracdo de 12,9 + 1,96 g.L™', concentragdo essa ainda superior a aquela obtida utilizando
o MD.

A levedura foi capaz de consumir xilose em todas as temperaturas, porém, como
observado anteriormente, esse consumo ndo se deu de forma acentuada, restando uma
concentracdo final minima de 8,89 + 1,2 g.L"! no processo conduzido a 37 °C, acompanhando
assim o maior crescimento. Entretanto, o consumo de xilose se deu forma similar quando
conduzido a 30 °C, onde a concentracio final foi de 9,49 + 0,8 g.L"'. Em ambos os processos,
a37°C ea30°C, foram, consumidos aproximadamente, 6,0 g.L'1 de xilose.

Apesar de a maior concentracao de crescimento € 0 maior consumo de xilose terem
sido a 37 °C, a maior produ¢do de xilitol foi atingida durante o processo que ocorreu na
temperatura de 30 °C, obtendo 2,63 + 0,15 g.L"' de xilitol. Isso indica que a xilose consumida
durante esse processo foi direcionada em maior parte para a produgdo de xilitol, diferente do
que acontece no cultivo a 37 °C, onde a xilose consumida ¢ direcionada para a manutengio e
crescimento celular ou para a producao de algum outro subproduto.

Diferente do MD, o MS possui como fonte de nitrogénio o extrato de levedura, que
foi responsavel por gerar uma reagao de tamponamento no meio, evitando, dessa forma, as
grandes variagdes de pH. Além disso, o extrato de levedura representa uma fonte organica de
nitrogénio que ¢, por sua vez, mais benéfica do que as fontes inorganicas de nitrogénio e
apresentam maior impacto no crescimento celular e na producgao de xilitol (RAO et al., 2016).

Comportamento similar foi observado por Serpa (2016), responsavel pela
elaboragdo do MS, que analisou a producao de xilitol e de xilose redutase por Candida tropicalis
ATCC750 utilizando meio sintético e hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de caju. A levedura,
quando em meio MS, apresentou melhor crescimento quando cultivada a 30 °C, apresentando
uma concentracio celular de 6,0 g.L ™', entretanto a sua maior producdo de xilitol foi atingida a

25 °C, produzindo uma concentragdo final de 10,0 g.L™.
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Ja Albuquerque (2014) avaliou o crescimento celular de K. marxianus CCA 510 e
de K. marxianus ATCC 36907 em meio contendo xilose como fonte de carbono na concentragao
inicial de 40 g.L'l, obtendo uma concentragao de biomassa de 13,90 £+ 0,24 g.L'1 e 6,72 +0,32
gL', respectivamente, em um intervalo de tempo de 144h a 30 °C. J4 a producdo de xilitol foi
de aproximadamente 14 g L' para ambas leveduras. No presente trabalho, a concentracdo de
biomassa obtida para a K. marxianus ATCC 36907 foi maior do que a observada por
Albuquerque (2014), entretanto a producao de xilitol foi inferior. A diferenga da concentragao
inicial de xilose ou a presenca de diferentes constituintes nos meios podem ter sido as principais

causas das diferencas observadas.

Figura 4 - Efeito da temperatura sobre as variaveis de estado do bioprocesso produtivo de xilitol
por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 a 150 rpm utilizando meio Serpa (MS). (A)

crescimento celular; (B) consumo de xilose e (C) produgao de xilitol.
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Fonte: Autoria propria

Na Tabela 4 estdo apresentados todos parametros de conversdo, produtividade,

maxima producdo de xilitol ¢ méximo crescimento celular obtidos durante os processos nas
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diferentes temperaturas. A partir dos valores apresentados pode-se observar que, o cultivo
conduzido a 30 °C apresentou a maior concentracio de xilitol (2,63 g.L™"), o que culminou no
maior valor de rendimento (0,055 g.L'h™). Apesar do processo conduzido a 37 °C proporcionou
o maior crescimento celular (assim como maior valor de Yxs, 2,19 g.g™') e maior consumo de
xilose, sua produgéo de xilitol foi apenas a segunda maior (1,73 g.L™"), o mesmo acontece para
seu valor de rendimento (0,036 g.L'h™).

No cultivo conduzido a 45 °C observou-se o melhor Ypss, 0,56 g de xilose a cada
grama de substrato consumido. J4 no processo conduzido a 37 °C notou-se 0 menor Ypsx,
comprovando um maior desvio de substrato para crescimento € manutengdo do micro-

organismo do qué para a produgao do poliol.

Tabela 4 — Influéncia da temperatura nos parametros de conversao, produtividade, méxima

producao de xilitol e maximo crescimento celular no Meio Serpa (MS).

Parmetros TEMPERATURAS
30 °C 37°C 40 °C 45°C

Biomassa (gL") | 12,89+ 1,96 16,11+0,78 9,61+1,17 4.21+0,53
Yxs (g.g7") 1,75 2,19 1,27 0,87
Yess (g.g") 0,43 0,26 0,22 0,56
Yex (g.g7) 0,25 0,12 0,17 0,13
Qp (gL 'h™) 0,055 0,036 0,029 0,033

Pmax (gL) | 2,63+0,15 1,73+039 1,41+032 0,27+0,31

Fonte: Autoria propria

No meio MS, assim como ocorreu no meio MD, observou-se um comportamento
decrescente nas maximas concentragdes de xilitol a medida que se aumentou a temperatura.
Também pode-se observar que a diferenga nas concentragdes de xilitol dos cultivos realizados
nas temperaturas mais baixas ndo foi tdo expressiva quanto a observada no Meio Daguspta.
Entretanto, o cultivo a 45 °C parece ser limitante tanto para o crescimento de K.marxianus
quanto para a produc¢do de xilitol em ambos os meios. Ja processos conduzidos a 30 °C parecem

ser ideais para a producao de xilitol quando utilizado meios com xilose como fonte de carbono.
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5.1.3 Experimentos utilizando o hidrolisado hemicelulosico de bagaco de caju (HBC)

Por fim, avaliou-se a influéncia da temperatura na produgdo do xilitol pela levedura
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 no meio hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de caju
(HBC), cujo perfil de crescimento celular, consumos de glicose, xilose e formagao do produto
estao representados pela Figura 5.

A temperatura que mais favoreceu o crescimento celular foi a de 40 °C, atingindo uma
concentracao celular de 21,61 £ 0,22 g.L'l. Ao fim de 48 horas, a fermenta¢ao conduzida a 30
°C produziu uma biomassa de 17,03 + 1,77 g.L"!, enquanto nos processos conduzidos a 37 °C
e 45 °C, o comportamento dos crescimentos microbiano foram semelhantes, atingindo
concentracdes celulares respectivas de 11,65 + 0,87 g.L ' e 13,17+ 0,93 g.L™".

As concentracdes de biomassa obtidas no meio HBC (Figura 5A) foram superiores em
todas as condigdes, quando comparadas as concentracdes obtidas nos meios MD e MS. Este
resutado se deve a maior variedade de carboidratos iniciais, uma vez que HBC contem glicose
(14,6 g.L ") e xilose (15 g.L™).

A levedura foi capaz de consumir toda a glicose presente no meio em até 8 horas (Figura
5B). Nas temperaturas de 40 °C e 45 °C, esse consumo foi de 100% em apenas 4 horas. Apds
48 h, aproximadamente, 83% da xilose foi consumida, sendo que o menor consumo foi
verificado na temperatura de 45 °C, restando no meio 4,31 + 1,72 g.L'1 de xilose.

E possivel observar que nas primeiras horas de processo o consumo de xilose é lento,
enquanto entre 4 e 8 horas de processo, logo apos o total consumo da glicose, esse consumo se
torna extremamente acentuado. Evidenciando, assim, a preferéncia da K. marxianus ATCC
36907 por glicose.

A producio de xilitol atingiu uma concentracio maior que 1 gL' em todas as
temperaturas, sendo 40 °C a temperatura mais propicia a essa bioprodugdo, visto que 5,14 +
0,18 g.L"! de xilitol foram produzidos durante esse processo. E interessante notar também que,
apesar do processo a 37 °C apresentar a segunda maior produgio de xilitol (4,37 + 0,39 g.L™")
apds as 48 horas de cultivo, esse processo, € o realizado a 30 °C, produziram 2,6 g de xilitol
durante a fermentacdo, entretanto a concentracéo inicial de xilitol no HBC utilizado a 37 °C era
maior, levando a uma maior produgao | nessa temperatura.

E possivel observar, pela Figura 5D, que a formagéo de xilitol é acentuada apés 8 horas
de processo, posterior a0 momento em que ocorre um maior consumo de xilose. Isso ocorre,
pois, a xilose possui uma estrutura quimica muito similar a da glicose, podendo, assim, ativar a

hexoquinase, enzima responsavel por converter a glicose em glicose-6-fosfato. A glicose-6-
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fosfato €, entdo, desviada para a VPF visando a produgdao de NADPH que ¢, por sua vez,

requerido (como cofator) para a conversao de xilose em xilitol pela XR. Ao fim do consumo da

glicose, o NADPH produzido ¢ ativado, formando xilitol a partir da xilose (NELSON; COX,

2010). Podemos, dessa forma, concluir que a glicose contribui de forma positiva para o

consumo da xilose e, portanto, para a produgdo de xilitol, devido a grande quantidade de

NADPH produzido durante o desvio de glicose-6-fosfato para a VPF.

Figura 5 - Efeito da temperatura sobre as varidveis de estado do bioprocesso

produtivo de xilitol por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 a 150 rpm utilizando

hidrolisado hemicelulasico de bagago de caju (HBC). (A) crescimento celular; (B) consumo de

glicose; (C) consumo de xilose e (D) produgao de xilitol.
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Fonte: Autoria propria

Rocha et al. (2014) avaliaram a producao de etanol e xilitol por Kluyveromyces

marxianus CCA 510 utilizando hidrolisado hemicelulésico de bagago de caju. No processo

conduzido a 30 °C, a concentra¢do maxima de biomassa atingida foi de 11,81 + 0,81 g.L'l,

enquanto a producdo de xilitol alcancou a concentracdo de 6,76 + 0,28 gL apés 96 h de
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fermentacdo. A glicose (12,57 + 0,25 g.L™") foi consumida com 24 h de fermentacio, enquanto
a xilose (18,59 + 0,04 g.L™") foi completamente consumida pelo micro-organismo em até 48 h
de cultura. Assim como no presente trabalho, Rocha ef al. (2014) comprovaram a preferéncia
da K. marxianus por glicose em detrimento da xilose, além de apresentar uma produgao de
xilitol semelhante.

Misra et al. (2013), estudaram a producdo de xilitol utilizando hidrolisado
hemicelulésico de milho ndo desintoxicado. A cepa foi capaz de produzir 7,46 g.L' de xilitol
em 48 h a partir de 21,98 g.L"' de xilose inicial presente no hidrolisado nio tratado, atingindo
um rendimento de 0,37 g.g”'. A concentracdo e o rendimento de xilitol obtidos no estudo
conduzido por Misra et al. (2013) foram semelhantes aos obtidos no presente trabalho.

Na Tabela 5 estdo apresentados todos parametros de conversao, produtividade,
maxima producdo de xilitol € méximo crescimento celular obtidos durante os processos nas
diferentes temperaturas utilizando o meio HBC. A fermentagdo a 30 °C apresentou maior Yy;s,
assim como um alto valor de Ypis (1,19 g.g" ¢ 0,23 g.g”', respectivamente), demonstrando que
0 substrato consumido pela levedura nesta condi¢do foi dividido entre o crescimento e a
producio do bioproduto. A 40 °C observa-se o maior rendimento de produto (0,30 g.g') ¢ a
maior produtividade (0,107 g.L'h™), justificando assim sua maior producio de xilitol. J4 no
cultivo conduzido a 45 °C, Yxs apresentou um valor elevado, enquanto Yps € Yp/x tiveram os
menores valores dentre todos os cultivos, mostrando, assim, que a xilose consumida foi em

grande parte direcionada para o crescimento e manutencao celular.

Tabela 5 — Influéncia da temperatura nos parametros de conversao, produtividade, méxima
producao de xilitol e méximo crescimento celular no hidrolisado hemicelulosico de bagago de

caju (HBC).

Parimetros TEMPERATURAS
30 °C 37°C 40 °C 45°C

Biomassa (gL") | 17,02+ 1,77 11,65+0,87 21,61+022 13,17+0,93
Yys (g.87") 1,19 0,21 1,08 0,89
Yess (g.g") 0,23 0,16 0,30 0,063
Yex (g.g7) 0,18 0,26 0,22 0,07
Qp (gL 'h™) 0,073 0,091 0,107 0,040

Pmax (gL) | 3,52+0,39 437+039 514+0,18 1,93+0,76

Fonte: Autoria propria
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Albuquerque (2014) avaliou a produgao de xilitol por K. marxianus ATCC 36907
em meio contendo xilose (40 g.L™") e glicose (20 g.L™") como fonte de carbono, além de extrato
de levedura como fonte de nitrogénio. Os ensaios foram conduzidos a 200 rpm e 30 °C. Durante
esse estudo foi observado um rendimento de xilitol de 0,035 g.g™' € uma produtividade de 0,023
g L'h’!, valores esses inferiores aos obtidos no presente estudo utilizando HBC.

Pode-se observar que, utilizando o meio HBC como fonte de substrato, a
concentragdo celular atingida em todas as temperaturas foi satisfatoria, mesmo na fermentagao
conduzida a 45 °C, temperatura essa que se mostrou limitante quando utilizado meios sintéticos
contendo apenas xilose como substrato. Apesar do bom crescimento em todas as temperaturas,
K. marxianus demonstrou uma preferéncia pelo cultivo conduzido a 40 °C. Ja para as
concentragoes de xilitol, ocorreu um comportamento crescente a medida em que se aumenta a
temperatura, sendo sua produ¢do maxima atingida a 40 °C. A temperatura de 45 °C continuou
se mostrando limitante para a produg¢ao de xilitol, assim como observado nos ensaios anteriores.

Na Figura 6 tem-se representado o comportamento das maximas concentracdes
celular e de xilitol nas diferentes temperaturas usadas (30 °C, 37 °C, 40 °C e 45 °C) quando
utilizado os trés diferentes meios testados no presente trabalho (HBC, MS e MD).

Na Figura 6A, pode-se notar que as maiores concentragdes celulares, em trés das
quatro temperaturas testadas, foram atingidas quando utilizado HBC. Esse crescimento se deve
principalmente devido a presenca de glicose no meio, substrato pelo qual a levedura demonstrou
preferéncia. Apesar de apresentar um bom crescimento em todas as temperaturas, a
K.marxianus se adaptou melhor a temperatura de 40 °C, provavelmente pelo fato das enzimas
envolvidas no metabolismo da glicose funcionarem de forma mais eficiente quando nessa
temperatura. Quando a 37 °C, 0 MS se mostrou como o mais promissor, demonstrando o maior
crescimento dentre todos os meios, enquanto o meio HBC demostrou o menor crescimento
dentre todas as temperaturas. O MD apresentou os menores crescimentos em todos os
bioprocessos referente ao estudo da temperatura, provavelmente, devido a alta variacao de pH
ao longo do processo provocada pela falta da acdo tamponante do meio, algo que nao ocorre no
meio MS devido a presenca do extrato de levedura.

Na Figura 6B, observa-se que o HBC apresentou as maiores producdes de xilitol
em todas as temperaturas testadas, gerando uma diferenca mais significativa, para com os meios
sintéticos, nas temperaturas de 37 °C e 40 °C. Os meios sintéticos apresentaram produgdes
semelhantes quando nas temperaturas de 30 °C e 45 °C, entretanto, nas temperaturas medianas,

o MS apresentou resultados relativamente melhores que o MD. As diferencas entre as
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producdes de MD e MS, sugerem que a variacdo de pH foi capaz de afetar tanto a produgao de

xilitol como o crescimento microbiano.

Figura 6 - Influéncia da temperatura no (A) crescimento celular e na (B) producao
de xilitol por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 usando o meio Dasgupta (MD), o meio
Serpa (MS) e o hidrolisado hemiceluldsico de bagago de caju (HBC) com os bioprocessos
conduzidos a diferentes temperaturas e 150 rpm. Dados experimentais: (m) HBC; (m) MS; (m)

MD.
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5.2 Influéncia da agitacio na producao de xilitol

A partir do estudo realizado sobre a influéncia da temperatura na produgdo de
xilitol, foi observado que a temperatura de 40 °C se mostrou como a mais promissora para a
bioproducdo do agtuicar quando utilizado o hidrolisado hemiceluldsico de bagago de caju como
substrato, alvo de estudo do presente trabalho. Portanto, nos seguintes ensaios a temperatura de

40 °C foi fixada e estudou-se a influéncia da agita¢do na produgdo de xilitol.

5.2.1 Experimentos utilizando o Meio Dasgupta (MD)

Primeiramente, avaliou-se a influéncia da agitacdo na producao do xilitol pela
levedura K. marxianus ATCC 36907 no meio Dasgupta (MD). O perfil do crescimento celular,
consumo de xilose e produgao de xilitol estao apresentados na Figura 7.

Dentre as trés agitacoes estudadas, a agitagao de 200 rpm, ou seja, a fermentacao
conduzida com uma maior aeragdo, foi a mais propicia para o crescimento celular, produzindo
uma concentra¢io de biomassa de 15,71 + 0,98 g.L"\. As seguintes agitacdes com melhores
crescimentos foram as de 120 rpm e 150 rpm, atingindo as concentragdes celulares de 9,18 +
0,94g.L"'e¢7,76+0,09 g.L", respectivamente. Apesar da pequena diferenca nas concentragdes
celulares, os perfis de crescimento para as menores agitagoes foram proximos.

Maiores aeracdes favorecem maiores concentragdes celulares, pois o fornecimento
de oxigénio a cultura ¢ necessario para o crescimento da levedura para que acontega a sintese
de acidos graxos insaturados e do ergosterol necessarios para o transporte de aglcar através da
membrana, para que, assim, a energia necessaria ao crescimento seja produzida (KURIYAMA;
KOBAYASHI, 1993). Além disso, maiores agitagdes proporcionam um meio mais homogéneo
e facilita o processo de difusdo dos nutrientes, entre outros beneficios.

O consumo de xilose ocorreu de forma praticamente igual em todas as agitacdes.
Entretanto, assim como o crescimento celular, o processo conduzido a 200 rpm também levou
a um maior consumo do substrato, sendo a concentragao final de 13,60 + 0,86 g.L'l, levando ao
metabolismo 27,5% da xilose inicial. O menor consumo ocorreu com a agitacdo de 120 rpm,
onde somente 22,2% da xilose foi consumida (4,34 g.L™").

Ja a produgdo de xilitol foi beneficiada pela agitagao de 150 rpm, levando a uma
concentracdo maxima de 0,58 + 0,04 g.L'1 do bioproduto. Entretanto, a concentracao final de
xilitol, ap6s 48 horas de processo, foi de 0,36 + 0,01 g.L ™. Esse decréscimo na concentrago de

xilitol durante as horas finais do processo ocorreu para todas as agitacdes testadas, indicando
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que uma parte do xilitol produzido pode ter sido convertida em xilulose, através da via

metabolica catalisada por XDR, e posteriormente em outros metabolitos.

Figura 7 - Efeito da agitacdo sobre as variaveis de estado do bioprocesso produtivo
de xilitol por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 a 150 rpm utilizando meio Dasgupta

(MD). (A) crescimento celular; (B) consumo de xilose e (C) produgao de xilitol.
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Vallejos et al. (2016) avaliaram a producao biotecnologica de xilitol por
fermentagao pelas leveduras C. guilliermondii e C. tropicalis. O meio fermentativo utilizado
era composto por 30 g.L”! de xilose e 3 g.L"' de sulfato de aménio, além de outros sais. O
processo foi conduzido a 30 °C e a uma agitagdo de 200 rpm. Apds 120 h de cultivo, C.
guilliermondii foi capaz de produzir 0,46 g.L™' de xilitol, enquanto C. tropicalis produziu 0,52
gL, Os valores de producio obtidos por Vallejos e al. (2016) foram préximos a aqueles
apresentados neste estudo.

A Tabela 6 apresenta os parametros de conversao, produtividade, méxima producao

de xilitol e maximo crescimento celular obtidos durante os processos nas diferentes agitacdes
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utilizando o MD. Quando se aumenta a agitacdo, uma maior quantidade de células e menos
xilitol sdo produzidos, isto ocorre, pois, o0 metabolismo da levedura pode ter desviado a xilose
consumida para outra via que no para a producdo de xilitol. O alto valor de Yxss (2,53 g.g"),
assim como o baixo valor de Qp (0,011 g.L'h™"), nos mostra que a maioria do substrato
consumido foi redirecionado para outro fim. O mesmo fendmeno acontece durante o cultivo
executado na agitagdo de 120 rpm. Ja a 150 rpm, apesar da concentragdo celular menor, o
rendimento de xilitol e a produtividade apresentaram seus maiores valores, 0,20 g.g” e 0,52

g L'h’!, respectivamente, justificando a maior producio de xilitol dentre as agitacdes.

Tabela 6 — Influéncia da agitacdo nos parametros de conversdao, produtividade, méxima

producao de xilitol e maximo crescimento celular utilizando o meio Dasgupta (MD).

AGITACOES
120 rpm 150 rpm 200 rpm
Biomassa (g.L”') |9,18+0,94 7,76+0,09 15,71 +0,98

Parametros

Yys (g.87) 2,33 1,05 2,53
Yess (g.g7) 0,10 0,20 0,077
Yex (g.87) 0,04 0,09 0,04
Qp (gL 'h™) 0,0096 0,017 0,011

Pmax (gL'  |030+0,03 052+0,08 026+0,15

Fonte: Autoria propria

Dasgupta et al. (2017b) utilizaram agucares lignoceluldsicos para produzir xilitol
por fermentagdo, utilizando a levedura Kluyveromyces marxianus 1IPE453. O processo foi
conduzido utilizando um meio hidrolisado de bagaco de cana de agucar contendo 30 g.L™' de
xilose e 1 g.L”! de sulfato de amonio, dentre outros sais, além de ser realizado a 45 °C e com
uma agitacao constante de 200 rpm. A assimilacao de xilose por KSIIPE453 gerou 4,4 + 0,01
gL de biomassa celular (em peso seco) com um Yyxss de 0,226 + 0,001 g.g’. Além do
crescimento celular, observou-se a acumulagdo de xilitol, que chegou a produzir 3 g.L”' com
um Yps = 0,16 + 0,01 g.g”'. A produtividade alcancada foi de 0,193 + 0,002 g.L"'h’". O
rendimento de xilitol (Yps) encontrado por Dasgupta et al. (2017b) foi similar a aquela
encontrada para a K. marxianus ATCC 36907, entretanto uma maior producao de xilitol e um
maior rendimento foram alcangados, provavelmente, devido a maior concentracao de xilose
presente no meio.

Com o auxilio da Tabela 6, pode-se notar que tanto o crescimento celular quanto a

producao de xilitol sdo fortemente influenciados por uma agitacdo em especifico. Ao observar
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o comportamento do crescimento maximo nas diferentes agitagdes, € possivel perceber que nos
processos conduzidos a 120 rpm e 150 rpm as concentragdes celulares atingidas foram
praticamente iguais, se considerado o desvio padrao, enquanto a 200 rpm temos uma diferenga
significativa, atingindo um elevado crescimento microbiano. Comportamento similar ¢
observado para as concentragcdes maximas de producdo de xilitol, onde a maior concentragdao
foi atingida a 150 rpm, enquanto nas fermentagdes a 120 rpm e 200 rpm as concentracdes

obtidas foram similares.
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5.2.2 Experimentos utilizando o Meio Serpa (MS)

Utilizando o Meio Serpa, avaliou-se a influéncia da agitagao na produgao do xilitol
pela levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 quando a 40 °C. O perfil do crescimento
celular, consumo de xilose e produgdo de xilitol estao apresentados na Figura 8.

Dentre todas as agitacdes testadas, a de 200 rpm se mostrou como a mais promissora
quando utilizado o MS. Durante o processo conduzido nessa agitacao foram obtidos o melhor
crescimento microbiano, o maior consumo de xilose ¢ a maior produgdao de xilitol. Foram
produzidos 16,88 = 0,76 g.L'1 de biomassa e 2,0 = 0,89 g.L'1 de xilitol. Ja a concentracao final
de xilose foi de 7,58 + 1,35 g.L'l, representando um consumo de 54,5% da xilose presente

inicialmente.

Figura 8 - Efeito da agitacdo sobre as variaveis de estado do bioprocesso produtivo
de xilitol por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 a 150 rpm utilizando meio Serpa (MS).

(A) crescimento celular; (B) consumo de xilose e (C) produgdo de xilitol.
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A maxima producao de xilitol foi atingida apos 32 h de cultivo, apresentando uma
reducdo ao fim do processo. Apés 48 h, a concentragio final de xilitol foi de 1,40 + 0,41 g.L™",
concentracdo similar a aquela obtida durante o cultivo a 150 rpm (1,41 + 0,32 g.L™"). Esse
decréscimo na concentragao provavelmente ocorreu pois, em uma maior presenca de oxigénio,
decorrente da maior agitagdo, o NADH acumulado ¢ reciclado pela respiracio, gerando NAD",
que, por sua vez, ¢ o cofator da enzima XDR, responsavel por oxidar o xilitol em xilulose
(JEFFRIES, 2006).

Os processos conduzidos a 150 rpm e 120 rpm mostraram um comportamento
bastante similar tanto para o crescimento microbiano quanto para o consumo de xilose. Em
ambas condi¢des foram produzidos, aproximadamente, 10 g.L"' de biomassa e consumido 6
gL de xilose. Entretanto, no cultivo conduzido a 150 rpm uma maior quantidade de xilitol foi
produzida, gerando uma diferenca de 0,61 g.L ™' na producio.

Na Tabela 7 estdo representados todos parametros de conversao, produtividade,
maxima producao de xilitol e maximo crescimento celular obtidos nos ensaios utilizando o MS.
Como esperado, o cultivo conduzido a 200 rpm mostrou os melhores valores de Yxss, Ypis €
produtividade, sendo eles 1,60 g.g”', 0,30 g.g”', 0,067 g.L"'h", respectivamente. O processo
realizado a 150 rpm, demonstrou os menores valores de Yxss (1,26 g.g™), Yrs (0,22 g.gh) e
produtividade (0,029 g.L"'h™"), apesar de apresentar a segunda melhor produgio de xilitol e o

maior valor de Ypx (0,17 g.g™).

Tabela 7 — Influéncia da agitacdo nos parametros de conversdao, produtividade, méaxima

producao de xilitol e maximo crescimento celular utilizando o meio Serpa (MS).

TEMPERATURAS
120 rpm 150 rpm 200 rpm
Biomassa (g.L") 10,35+£0,98 9,61 +1,17 16,88+0,76

Parametros

Yys (g.g7") 1,40 1,27 1,60

Yes (g.g7") 0,25 0,22 0,30

Yex (gg") 0,12 0,17 0,15
Qp (gL 'h™) 0,033 0,029 0,067
Pmax (g.L) 0,78+0,1 141+£032 2,0+0.27

Fonte: Autoria Propria

Jia et al. (2016) avaliaram o rendimento da producdo de xilitol pela levedura C.
tropicalis CICC1779. A producao de xilitol foi realizada num meio contendo xilose com a

seguinte composicdo: extrato de levedura (2,5 g.L™"), peptona (2,5 g.L™"), KH,PO, (5 gL ") e
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MgSO; (0,5 g.L'™"). A fermentacdo foi conduzida em frascos de 250 mL contendo 50 mL de
meio (pH 6,0) e 60 g de xilose pura. O agitador foi operado a 210 rpm nas 24h iniciais ¢ a 180
rpm para as 24h seguintes. Os rendimentos de xilitol atingiram 0,84 g.L"' e uma produtividade
de 3,25 g.L'h™". De acordo com os resultados obtidos por Jia ef al. (2016), pode-se notar que
0s maiores crescimentos no valor de Yp/s € no valor da produtividade ocorrem nas primeiras 24
h de processo onde a agitagdao ¢ mantida em 210 rpm. Quando essa agitacao ¢ diminuida para
180 rpm, pode-se observar uma estabilizagdo no rendimento de xilitol e um acentuado
decréscimo na produtividade. Corroborando, assim, com os resultados obtidos no presente
estudo, os maiores valores foram obtidos no processo conduzido a 200 rpm.

Ao observar a Tabela 7, pode-se perceber que apenas a maior agitagao foi capaz de
causar uma diferenga significativa no crescimento da levedura, enquanto nas agitagdes mais
baixas os resultados atingidos foram analogos. J& para as méaximas concentracoes de xilitol &
possivel observar um comportamento crescente a medida que se aumenta a aeragao, concluindo

dessa forma que se trata de uma varidvel de extrema importancia para a producao desse poliol.
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5.2.3 Experimentos utilizando hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de caju (HBC)

Finalmente, analisou-se a influéncia da agitagdo na produgdo do xilitol pela
levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 utilizando hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco de caju como fonte de substratos, cujo perfil de crescimento celular, consumos de
glicose, xilose e formagao do produto estao representados pela Figura 9.

Assim como aconteceu com o MS, os cultivos realizados com HBC foram
fortemente afetados por uma agitacdo em especifico. O melhor crescimento microbiano ¢ a
maior producdo de xilitol foram atingidos a 150 rpm, produzindo 21,61+ 0,22 g L™ de biomassa
e 5,14 + 0,18 gL' de xilitol. O segundo maior crescimento ocorreu a 200 rpm, gerando
concentracdes de 16,35 + 0,57 g.L”' de biomassa, enquanto a segunda maior producio ocorreu
a 120 rpm, onde 4,19 + 0,07 g.L"' de xilitol foram produzidos.

Para o consumo de xilose no experimento conduzido a 150 rpm foram consumidos
13,21 g.L" de xilose, enquanto a 200 rpm esse consumo foi levemente maior, 14,33 g.L"'. Esses
valores representam, respectivamente, o consumo de 89,25% e 91% da xilose presente
inicialmente.

A glicose presente no meio (15,23 + 1,48 g.L™") foi consumida por completo nas
primeiras 4 h de cultivo em maiores agitacdes. Ja a 120 rpm, esse consumo ocorreu em 8 h. Foi
observado um consumo acentuado de xilose entre 4 ¢ 8 h de processo, ou seja, logo apos o
consumo completo da glicose. Confirmando, assim, a preferéncia da K. marxianus ATCC
36907 por glicose.

Também foi possivel confirmar que ocorre um expressivo aumento na producao de
xilitol a partir de 8 h processo, logo apés 0 momento em que ocorre um maior consumo de
xilose. Visto que apos o consumo da glicose, a enzima que converte xilose a xilitol (XR) ¢
ativada e a producao de xilitol ¢ acelerada (TOCHAMPA et al., 2005).

Por fim, € possivel notar que o processo conduzido a 120 rpm pode vir a ser bastante
promissor para a producao de xilitol utilizando hidrolisado hemicelulésico como fonte de
substrato, visto que, apesar de gerar uma baixa concentracao de biomassa € consumir a menor
quantidade de xilose, durante essa fermentacgao foi produzido uma quantidade de xilitol préxima

a aquela observada para a fermentagdo a 200 rpm.
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Figura 9 - Efeito da agitacdo sobre as variaveis de estado do bioprocesso produtivo
de xilitol por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 a 150 rpm utilizando hidrolisado
hemicelulasico de bagago de caju (HBC). (A) crescimento celular; (B) consumo de glicose; (C)

consumo de xilose e (D) producao de xilitol.
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Fonte: Autoria propria

Hernandez-pérez, Arruda e Felipe (2016) utilizaram a levedura Candida
guilliermondii FT1 20037 para avaliar a producdo de xilitol aplicando palha de cana-de-agucar
como matéria-prima. A palha de cana-de-actcar foi submetida a uma hidrélise com acido
diluido de maneira similar a realizada no presente trabalho e suplementado com extrato de
farelo de arroz, (NH4),SO4 e CaCl,-2H,0. As concentracgdes iniciais de xilose e glicose foram
50,60 g.L"' ¢ 9,75 g.L"!, respectivamente. Frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de
meio e concentragdo inicial de biomassa celular de 1 g.L”' foram incubados em um agitador
rotativo a 30 °© C e 200 rpm por 48h. Ao fim do processo foram obtidos 7,16 gL' de biomassa
com um rendimento de 0,20 g.g” e 14,24 g.L"' de xilitol com um rendimento de 0,55 g.g”".
57,8% da concentracdo inicial foi consumida. Além de atingir uma produtividade de 0,30 e uma

eficiéncia de 60%. No presente estudo foi obtido uma concentracdo de biomassa,
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aproximadamente, trés vezes maior do que a observada por Herndndez-pérez, Arruda e Felipe
(2016), possivelmente, gragas a uma maior quantidade de glicose no HBC. Entretanto, os
autores foram capazes de produzir uma maior quantidade de xilitol, provavelmente devido a
maior concentragao de xilose presente no meio.

Na Tabela 8 estdo representados todos parametros de conversdo, produtividade,
maxima producao de xilitol e maximo crescimento celular obtidos nos ensaios utilizando HBC.
Como esperado, devido a maior producao de xilitol, a fermentagdo a 150 rpm apresentou os
melhores valores de Ypss (0,30 g.g”) e rendimento (0,11 g.L"'h™"), como também apresentou o
maior valor para Yxs (1,37 g.g™"), indicando que a xilose consumida foi direcionada de forma
balanceada tanto para o crescimento da levedura como para a producao do poliol. J& para o
processo conduzido a 120 rpm, podemos observar que o menor rendimento de biomassa foi
atingido (0,81 g.g"), mas o rendimento do xilitol (0,27 g.g™) ficou préximo daquele observado
para 150 rpm, indicando um direcionamento da xilose levemente maior para a produgdo do
acucar do que observado no processo anterior, fato esse comprovado pelo mais alto valor de
Yrix (0,33 g.g™). Enfim, a 200 rpm foi obtido o menor valor para Ypss (0,19 g.g™"), assim como
o menor valor de Yp/x (0,20 g.g), demonstrando que, durante o periodo observado, o substrato

consumido foi em grande parte voltado para o crescimento € manutencao da K.marxianus.

Tabela 8 — Influéncia da agitacdo nos parametros de conversdao, produtividade, méaxima
producao de xilitol e méximo crescimento celular utilizando hidrolisado hemiceluldsico de

bagaco de caju (HBC).

AGITACOES
Parametros
120 rpm 150 rpm 200 rpm
Biomassa (g.L") | 1227+029 21,61 +022 16,35+0,57
Yxs (2.27) 0,81 1,37 0,96
Yes (g.g7) 0,27 0,30 0,19
Yex (g.g7) 0,33 0,22 0,20
Qp (gL 'h™) 0,087 0,11 0,086
Pmax (g.L) 420+0,07 5,14+0,18  4,12+0,33

Fonte: Autoria propria

Lopez-Linares et al. (2018) avaliaram a producdo de xilitol por Debaryomyces
hansenii e Candida guilliermondii utilizando hidrolisado hemicelulosico de palha de colza. O
hidrolisado destoxificado foi utilizado como meio de fermentagao que, por sua vez, foi realizada

em frascos Erlenmeyer de 100 mL contendo 50 mL de hidrolisado inoculado com uma
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concentracdo celular inicial de 3 g.L™. Os frascos foram mantidos num agitador rotativo a 200
rpm, 30 °C durante 144 h. D. hansenii e C. guilliermondii foram capazes de atingir um
rendimento de xilitol de 0,42 g.g™'. Entretanto, a primeira levedura foi capaz de atingir uma
produtividade de 0,16 g.L'h™", enquanto a outra obteve apenas 0,10 g.L"'h™". C. guilliermondii,
apresentou um maior valor de Yyss, sendo ele 0,06 g.g”' versus 0,01 g.g” obtido pela D.
hansenii. Os valores de Ypis € produtividade apresentados por Lopez-Linares et al. (2018)
foram préximos a aqueles demonstrados pela K. marxianus ATCC 38907 quando a 150 rpm e
40 °C. Ja os valores de Yxs foram substancialmente maiores no presente estudo em todas as
condicgoes.

Com o auxilio da Tabela 8, foi possivel observar a influéncia positiva da agitagao
de 150 rpm tanto no crescimento celular como na producao de xilitol, entretanto essa influéncia
¢ mais evidente durante o crescimento, onde ¢ gerado uma diferenca mais significativa quando
comparado as outras agitacdes. Para a producdo de xilitol, os cultivos a 120 rpm e 200 rpm
geraram resultados extremamente similares, o que evidencia, porém nao de forma acentuada, a
maior producao a 150 rpm. Também pode-se notar que as agitacdes influenciaram as
concentragoes de biomassa de formas diferentes, onde a rotacao mais baixa levar a um menor
crescimento, enquanto a maior a rotagdo levou apenas a um crescimento mediano.

Na Figura 10, tem-se representado o comportamento das maximas concentracdes
celular e de xilitol nas diferentes agitagdes usadas (120 rpm, 150 rpm e 200 rpm) quando
utilizado os trés diferentes meios testados no presente trabalho (HBC, MS e MD).

Na Figura 10A, pode-se notar que os crescimentos nos processos conduzidos a 120
rpm e 200 rpm foram similares para os trés meios, com o HBC apresentando uma concentragao
de biomassa levemente maior a 120 rpm e o MS a 200 rpm. Entretanto, quando a 150 rpm, o
HBC apresentou uma alta concentracao de biomassa, significantemente maior do que aquela
apresentada pelos meios sintéticos. Tanto o MD quanto o MS apresentaram a maior taxa de
crescimento quando a 200 rpm, provavelmente, devido a maior presenca de oxigénio, visto que
maiores oxigenagdes favorecem maiores concentragoes celulares (KURIYAMA;
KOBAYASHI, 1993). Os meios sintéticos apresentaram crescimento semelhantes quando a 120
rpm e 150 rpm. Por fim, assim como no estudo das temperaturas, o meio MD apresentou os
menores crescimentos dentre todos os meios estudados.

Na Figura 10B, fica mais uma vez nitido que, dentre os trés meios estudados nesse
trabalho, HBC representa o melhor meio de cultivo para a produgao de xilitol por bioprocesso
utilizando a levedura K. marxianus ATCC 36907, visto que esse apresentou as maiores

concentragdoes de xilitol em todas agitacdes estudadas, sendo a diferenca de producgdo
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significantemente maior do que aquelas apresentadas pelos meios sintéticos. Apesar de
apresentar uma producdo consideravel nas trés agitacdes testadas, HBC foi capaz de produzir
mais xilitol quando a 150 rpm. Entre os meios sintéticos, o0 MS apresentou a melhor produgao,
sendo a maior delas a 200 rpm. J4 o MD apresentou uma baixa producao em todas agitagdes
estudadas a 40 °C, tendo sido sua maior produg¢io a 30 °C.

A partir da utilizagdo dos diferentes meios, pode-se perceber a forte influéncia da
glicose em meios de producao de xilitol, visto que sua presenga induz a producao de NADPH,
cofator da enzima XR, responsavel por converter xilose em xilitol. Quando em meio definido
contendo apenas xilose, a levedura passa a consumir esse agucar com o objetivo de gerar energia
e posteriormente crescer, levando a uma baixa producao de xilitol. Entretanto, no cultivo
realizado utilizando HBC, a K. marxianus utiliza a glicose, seu substrato de preferéncia, para
gerar essa energia/crescimento e produzir NADPH que, posteriormente, auxilia na redugao da
xilose, gerando uma maior quantidade de xilitol. Utilizando os meios definidos também foi
possivel de observar a influéncia da fonte de nitrogénio e da acdo tamponante nos meios, sendo

a fonte organica aquela que apresentou melhores resultados.
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Figura 10 - Influéncia da agitagdo no (A) crescimento celular € na (B) produgao de

xilitol por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 usando o meio Dasgupta (MD), o meio

Serpa (MS) e o hidrolisado hemiceluldsico de bagago de caju (HBC) com os bioprocessos

conduzidos a diferentes agitagdes e 40 °C. Dados experimentais: (m) HBC; (m) MS; (m) MD.
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6 CONCLUSAO

A melhor condigao de cultivo, utilizando o HBC, foi a que utilizou uma agitacao de
150 rpm a 40 °C, obtendo 5,14 £ 0,18 g.L'1 de xilitol ¢ 21,61+ 0,22 g.L'1 de biomassa. Com o
presente estudo, foi possivel concluir que a temperatura e a agitagao influenciam diretamente
na producao de xilitol a partir do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de caju, e que a presenga
da glicose pode beneficiar a producdo de xilitol, favorecendo o crescimento celular no inicio

do bioprocesso.
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