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RESUMO

Materiais lignoceluldsicos, como a casca da jabuticaba sdo fontes de baixo custo com
potenciais em bioprocessos. A fracdo hemiceluldsica desses materiais pode ser hidrolisada
usando acidos diluidos, a liberagdo de seu acucar, a xilose que ¢ substrato para
biotransformac¢do em xilitol. Nesse estudo foi avaliada a capacidade de producdo de xilitol a
partir da casca de jabuticaba. Inicialmente o bagaco de jabuticaba foi lavado varias vezes com
agua corrente até que nao houvesse mais impurezas. Apos esse procedimento o bagaco foi
submetido a secagem em estufa a 60 °C por 24 h e triturado com moinho de facas até¢ 60
mesh. O material obtido foi submetido em aparelho de Soxhlet contendo hexano para retirada
de extraiveis. A casca livre de extrativeis foi seca em estufa a 100 °C por 6 h e submetido &
hidrolise com acido sulfurico a 1 %, 120 °C e 1 atm, na proporg¢ao 1:10 (m/v) por 30 e 60
minutos com a obtengdo de dois hidrolisados. Analises de actcares nos dois hidrolisados
mostrou que nao houve diferengas significativas na composicao de agucares e dessa forma o

hidrolisado obtido com 60 minutos foi o utilizado para a fermentacdo. A composicao quimica

do hidrolisado usado para fermentacao foi celobiose 0,51 gL'l; glicose 2,64 gL'l; xilose 3,02
gL'l;arabinose 3,27 gL'l;Xilitol 0,00 gL'l; glicerol 0,04 gL'l; ac. formico 0,001 gL'l; ac.
acético 0,14 gL'l. Para fermentacdo foi usada a levedura Candida guilliermondii em duas

~ . -1 -1 ~ , .
concentragdes de células com 0,1 gl ¢ 0,2 gL em uma producado de aglicares que variou de
0 a 21 horas de fermentacdo. Nestas condi¢des obteve-se um consumo de xilose e eficiéncia

de conversao de 61,71 % na fermentagdo com 0,1 gL'1 de células e 67,86 % na fermentagao
com 0,2 gL'1 de células da levedura Candida guilliermondii, com uma produtividade
volumétrica de 0,56 ¢ 0,62 gL'1 e um rendimento na conversdo de 0,15 ¢ 0,16 gL'lh'1 em 0,1
e 0,2 gL-1 de células da levedura respectivamente. Observou-se que a producao de etanol foi
elevada com 21 h de fermentagdo com concentracdo de etanol de 9,73 gL'1 e 9,04 gL'1 em

concentragdes de células de 0,1 gL'1 e 0,2 gL'1 respectivamente. A bioconversao da xilose em

xilitol com hidrolisado da casca de jabuticaba mostrou ser um material promissor para

obtencao de xilitol como de etanol.

PALAVRAS-CHAVE: Aproveitamento de subprodutos, conversao biotecnologica,

Myrciaria cauliflora.
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ABSTRACT

Lignocellulosic materials, such as jabuticaba peel are sources of low cost with potential
bioprocesses. The hemicellulose fraction of these materials can be hydrolyzed using dilute
acids, with the release of xylose that is a substrate for biotransformation in xylitol. In this
study was evaluated the capacity of production of xylitol from jabuticaba peel. Initially
jabuticaba peel was washed several times with water until no more impurities. After this
procedure the residue was subjected to drying in an oven at 60 ° C for 24 hours and ground
with a Wiley mill to 60 mesh. The material obtained was subjected to Soxhlet containing
hexane to remove extractable. The free of extractable residue was dried at 100 ° C for 6 hours
and subjected to hydrolysis with 1% sulfuric acid, 120 ° C and 1 atm at 1:10 (m/v) for 30 and
60 minutes to obtain two hydrolyzates. Analysis of sugars in both hydrolyzates showed no
significant differences in sugar composition and thus the hydrolyzate 60 minutes was used for
fermentation. The chemical composition of the hydrolyzate was used for fermentation:
cellobiose 0.51 gL-1, glucose 2.64 gL-1; xylose 3.02 gL-1; arabinose 3.27 gL-1; xylitol 0.00
gL-1; glycerol 0.04 gL-1; formic acid 0.001 gL-1; acetic acid 0.14 gL-1. Was used for
fermentation the yeast Candida guilliermondii in cells with two concentrations of 0.1 gL-1
and 0.2 gL-1 kinetics of production of sugars which ranged from 0 to 21 hours of
fermentation. Under these conditions yielded a xylose consumption and conversion efficiency
of 61.71 % in the fermentation with 0.1 gL-1 and 67.86 % of cells in the fermentation with
0.2 gL-1 of cells Candida guilliermondii, with a productivity volume of 0.56 and 0.62 g / L
and the conversion yield of 0.15 and 0.16 gL.-1 in 0.1 and 0.2 gL-1 yeast cells, respectively. It
was noted that ethanol production was elevated to 21 h of fermentation ethanol concentration
of 9.73 gL-1 and 9.04 gL-1 cell concentration of 0.1 gL-1 and 0.2 gL-1 respectively. The
bioconversion of xylose to xylitol with hydrolyzate of jabuticaba peel proved to be a

promising material for obtaining xylitol and ethanol.

KEYWORDS: Utilization of by-products, biotechnological conversion, Myrciaria

cauliflora.
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1. Introducao

O bagaco de cana-de-agtcar, folhas e sabugo de milho, palha de arroz,
casca de soja, farelo de cevada entre outros sdo exemplos de subprodutos
gerados no Brasil. Muitas vezes os residuos sdo queimados ou enterrados
acarretando perdas de substratos importantes que poderiam resultar em produtos
nobres e com valor agregado.

A jabuticabeira ¢ conhecida hd quase cinco séculos. O seu nome ¢
originario do tupi, “iapotikaba”, que significa “fruta em bastao” e fruto de que se
alimenta o jabuti (MENDONCA, 2000). E uma planta nativa do Brasil, sendo
encontrada em extensa faixa do pais, desde o Pard até¢ o Rio Grande do Sul. As
frutas produzidas por esta espécie possuem alto teor de carboidratos, fibras,
vitaminas, flavonoides, carotenoides e sais minerais como ferro, calcio e fosforo
(ASQUIERI et al., 2004); sendo muito apreciadas em todo o pais, consumidas
“in natura”, ou processadas na forma de suco, geléia, compotas, licores ¢ até
mesmo na forma de vinho (DONADIO, 2000).

A exploragdo dos frutos para a produgdo do fermentado de jabuticaba, em
grande escala, ¢ realizada em Goids na Fazenda Jabuticabal, localizada em
Hidroldndia no municipio de Nova Fatima, onde se encontram mais de 24 mil
pés de jabuticabeiras. O bagaco resultante dessa producdo ¢ normalmente
descartado, ndo sendo usado para outros fins produtivos a ndao ser, em parte,
destinado a alimentagao animal.

Materiais lignoceluldsicos sdo constituidos por celulose, hemicelulose e
lignina. A parede celular das plantas ¢ composta por diferentes camadas
diferindo uma das outras pela estrutura e composi¢do quimica. Basicamente, a
celulose forma wum esqueleto formado por substancias estruturais
(hemiceluloses) e envoltorias (lignina). Essas substincias estdo fortemente

associadas e ligadas covalentemente (FILHO, 2008).
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A utilizagdao de residuos lignoceluldsicos em processos biotecnologicos
requer, muitas vezes, etapas preliminares de preparagao, podendo ser utilizada a
hidrélise quimica ou enzimatica, para uma maior disponibilizagdo das fragdes
celulosicas ou hemicelulosicas, tanto na forma de oligossacarideos como
monossacarideos.

A hidrolise com acidos diluidos ¢ uma técnica bem fundamentada e
bastante difundida. E uma técnica de baixo custo rendendo a liberacdo de
hexoses principalmente manose e galactose bem como a liberagdo de pentoses
como xilose e arabinose (MICHEL, 2007).

Os hidrolisados hemicelulésicos oriundos desses residuos sdo de grande
importancia na medida em que resulta em agucares importantes como a xilose
que pode ser convertida em produtos de interesse econdmico como xilitol,
etanol, acetona dentre outros. A produgdo de xilitol destaca-se pela sua ampla
utilizag¢do na industria farmacéutica e alimenticia (FREITAS, 2003).

O xilitol € um polidlcool contendo cinco atomos de carbono (Figura 01)
sendo encontrado em vegetais, liquens e algas. Esse agucar possui poder
adocante similar ao da sacarose, porém ¢ um terco menos calorico e também
aparece como intermedidrio no metabolismo de carboidratos de mamiferos
(LIMA, 2006; MICHEL, 2007).

O xilitol se caracteriza por ter lenta absor¢do e participar de rotas
metabolicas independente de insulina, sendo dessa forma o actcar de escolha
para diabéticos. Além disso, por ndo ser metabolizado pela microbidta bucal ¢
considerado um composto cariostatico impossibilitando a proliferacdo de
bactérias, sobretudo Streptococcus mutans impedindo dessa forma a formagao
de acidos que atacam os dentes (LIMA, 2006).

Por ndo apresentar grupos redutores em sua molécula, o xilitol ndo
participa da rea¢do de Maillard podendo ser utilizado em preparacdes a elevadas

temperaturas na industria alimenticia, soma-se ainda o fato de ndo ser
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fermentado por muitos microorganismos pode ser utilizado em refrescos e
refrigerantes sem a necessidade de pasteurizacao e ainda, pode ser um substituto
da lactose em alimentos infantis podendo ser consumido por criangas

intolerantes a lactose (LIMA & BERLINCK, 2003).
OH ?H OH
|'|1(|:— CH- 1::H—(:l'|—'(|:H2
o0 on

Figura 1- Férmula estrutural do xilitol. Fonte: LIMA (2006).

O xilitol pode ser obtido de trés formas: extra¢do liquido-s6lido, redugao
quimica da xilose e conversdo biotecnoldgica de solu¢des contendo xilose. A
extracdo liquido-sdlido ¢ feita em frutas e vegetais ou mesmo em leveduras,
algas e cogumelos, mas ¢ um processo de pouco rendimento o que torna
economicamente invidvel economicamente. O processo por reducdo quimica ¢
realizado em escala comercial em um processo patenteado em 1977 (MELAJA ¢
HAMALAINEN), consistindo basicamente por uma hidrolise dcida do material
vegetal rico em xilana, purificacdo da xilose obtida, hidrogenacao catalitica da
xilose com formagdo do xilitol, cristalizacdo do composto. Esse processo se
torna oneroso uma vez que a presenca de impurezas requer etapas adicionais de
purificagdo como troca i6nica descoloracdo e fracionamento cromatografico. O
xilitol pode ser produzido principalmente por leveduras constituindo um
processo de conversdo biotecnologica em solugdes contendo xilose. E um
processo que consiste na fermentacdo de hidrolisados hemiceluldsicos oriundo
de residuos agroindustriais (LIMA & BERLINCK, 2003; TAMANINI &
HAULY, 2004a).
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Vérios microrganismos foram avaliados quanto a capacidade de
conversao da xilose em xilitol. Dentre todos os microrganismos estudados por
essa capacidade, as leveduras sdo aqueles que apresentam maior eficiéncia em
fermentar a xilose em xilitol (FREITAS, 2003; LIMA, 2006).

Espécies de Candida tropicalis, Candida guilliermondii e Candida mogii
sao tidas como as mais eficientes na producdo do xilitol. Essas espécies
apresentam essa capacidade por que contém a enzima xilose redutase que
catalisa a conversao de xilose em xilitol a qual requer como cofator o NADPH
e/ou NADH (WEST, 2009).

O desenvolvimento desse trabalho pode contribuir para otimizacdo do
aproveitamento da biomassa de jabuticaba através de processos biotecnoldgicos
resultando em um produto com algumas aplicagdes biotecnoldgicas e com valor
agregado. Além disso, permitir a aplicacdo e desenvolvimento de ciéncia e

tecnologia na regido Centro-Oeste.

2. Revisao da Literatura

2.1. Jabuticaba

Alguns autores descrevem que o nome Jabuticaba (Myrciaria cauliflora)
que vem do Tupi guarani significa “Sebo de Jaboti ou Fruta de Jaboti” alusao a
sua polpa branca semelhante a gordura ou sebo do jaboti. Porém, segundo
Silveira Bueno em seu Vocabulario Tupi-Guarani-Portugués, dos indigenas do
tronco tupi-guarani vem o nome cujo significado ¢ "a fruta em forma de botao
(de flor)" e esclarece que ndo tem qualquer relagdo com Jaboti (MENDONCA,
2000).

E na primavera que os frutos de casca brilhante ¢ fina, do tipo baga,
surgem esféricos, de coloracdo verde no inicio que se tornam vermelhos e

finalmente negros quando completamente maduros, de polpa branca a
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translicida, com sabor levemente adocicado e suculento aderida a semente,
crescem diretamente do seu tronco e ramos (ASQUIERI, 2006).

A jabuticabeira ¢ uma arvore de tamanho médio, cujas folhas sdo
lanceoladas, as flores brancas e os frutos globosos (figura 2). Entre as espécies
comerciais de jabuticaba atualmente conhecidas, destaca-se a Myrciaria
cauliflora (Mart. e O. BERG.) e a Myrciaria jaboticaba (VELL. BERG.). A
cultivar Sabara, da espécie M. jaboticaba (VELL. BERG.), sendo a mais
difundida no Brasil, tendo frutos proprios para a industrializagdo como para
consumo in natura (DONALDIO, 2000; VIETES, 2011). A jabuticabeira é uma
espécie frutifera nativa do Brasil, origindria do Centro-sul, podendo ser
encontrada desde o extremo Sul até o extremo Norte do Pais (MANICA, 2000),
mas ¢ nos Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo

que ocorrem as maiores producdes (OLIVEIRA et al., 2003).

Figura 2 - Jabuticabeira. Fonte: arvoresvivas.wordpress.com (consulta 16/05/2013)

Uma caracteristica dos frutos ¢ que sdo altamente pereciveis, tendo um
periodo de comercializagdo dos frutos maduros curto devido uma répida
alteracdo da aparéncia, decorrente da rapida perda de umidade, deterioracao e

fermentacdo da polpa, constatadas em dois a trés dias pos-colheita. O uso de
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tecnologias pos-colheita que visem a minimizar o metabolismo dos frutos,
objetivando a reducdo da aceleragdo da maturagdo e, com isso o prolongamento
da conservagio, ¢ propria para o sucesso comercial das jabuticabas (CORREA et
al., 2007; VIETES, 2011).

O potencial de comercializagdo do fruto ¢ grande, em fun¢do de suas
caracteristicas organolépticas (MAGALHAES et al., 1996). DONADIO (2000)
relata que, além do consumo ao natural, o fruto pode ser utilizado para
fabricacdo de xaropes, vinho, licor, vinagre e geléia, tendo grande potencial
econdmico, com significativo crescimento na sua comercializagcdo que, em 1998,
foi superior a 4 mil toneladas na Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais
de Sao Paulo (CEAGESP, 2009).

Ha poucos trabalhos com a finalidade de aproveitar o bagaco obtido da
prensagem das massas “vinicas”, da industria de “vinhos e cachaga” de
jabuticaba, em 2006, ASCHERI et al., produziram e caracterizaram as farinhas
pré-gelatinizadas misturando o bagaco as farinhas pré-gelatinizadas misturando
o bagaco a farinha de arroz polido usando um processo de extrusao
termoplastica. A casca da jabuticaba contém antocianinas, pigmentos naturais
presentes em frutas e flores cujas cores puxam para o roxo ou o vermelho sendo
o emprego dessas, em substituigdo aos corantes sintéticos usados em alimentos
(CEAGESP, 2009).

A casca de jabuticaba apresenta material lignoceluldsico que € constituido
por celulose, hemicelulose e lignina. A parede celular das plantas ¢ composta
por diferentes camadas diferindo uma das outras pela estrutura e composigao
quimica. Basicamente, a celulose forma um esqueleto formado por substancias
estruturais (hemicelulose) e envoltérias (lignina). Essas substancias estdo

fortemente associadas e ligadas covalentemente (FILHO, 2008).



2.2. Materiais Lignocelulésicos

Materiais lignocelulésicos em forma de residuos agroindustriais sdo
acumulados em grande nimero no mundo todo, inclusive no Brasil (FREITAS,
2003). O aproveitamento de materiais lignoceluldsicos a partir de processos
fermentativos tem sido pesquisado em virtude do impacto ambiental causado
pela grande quantidade de materiais liberados. Entre os residuos
lignocelulosicos estd a casca da jabuticaba, atualmente ela ¢ usada como ragao
animal e/ou descartada no ambiente.

A maior parte dos materiais lignoceluldsicos sdo constituidos por trés
componentes principais: celulose, hemicelulose e lignina (TAIZ, 2004).

A Figura 3 mostra que a disposi¢ao das moléculas de hemicelulose estao
quase paralelas as fibrilas de celulose, enquanto a lignina apresenta-se em uma
forma aleatoria, o que confere maior estabilidade a parede.

A dificil conversdo de materiais lignoceluldsicos em insumos quimicos
estd nas caracteristicas morfologicas que existe entre os principais componentes
da parede celular de plantas. Para isso ¢ importante a compreensdo da
complexidade estrutural desses materiais com o conhecimento das
caracteristicas e propriedades de cada um dos seus componentes (PITARELO,

2007).

Micrafibrila de celulose

Protedias voluvels

Figura 3 - Modelo da parede celular elucidando o complexo lignocelulolitico. Fonte: Sticklen
(2008).



2.3 Composicao dos residuos lignocelulésicos.

2.3.1 Celulose

A celulose ¢ um homopolimero de glicose composto de unidades de D-
glicose unidas por ligagdes glicosidicas (1 - 4), que constitui o polissacarideo
predominante nos residuos vegetais, representando entre 30 a 60% do seu peso
seco total (HECK et al, 2002). E um polimero linear insoltivel em 4gua com
massa molecular variando de 50 mil a 2,5 milhdes de Dalton. A celulose ¢
constituida por unidades monoméricas de celobiose, a qual ¢ formada pela
juncao de duas moléculas de glicose (Figura 4) seguida da eliminagdo da 4agua
através das hidroxilas ligadas ao carbono 1 ¢ 4 (FENGEL & WEGENER, 1989).

As cadeias de celulose sao longas e paralelas sendo as fibrilas densamente
empacotadas (Figura 3). Em estado sélido, existem ligacdes de hidrogénio entre
as moléculas de celulose que levam a formagdo de estruturas supramoleculares
arranjadas em um sistema ordenado semelhante a cristas. Entretanto, certa
porcao de celulose apresenta-se sob a forma de cadeias interligadas de maneira
caotica formando a celulose amorfa. A porcentagem de cristalidade da celulose
em forma nativa ¢ de 60-90%, podendo apresentar formas diferentes, numeradas
de I a IV, sendo a forma nativa denominada “Celulose I”. A porcentagem ¢ a
forma cristalina da celulose na parede celular variam de acordo com o estagio de
desenvolvimento e o tipo da célula. A caracteristica semicristalina da celulose

constitui um problema para a sua degradagao (FILHO, 2008).
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Figura 4 - Representacio da cadeia linear de celulose (adaptado de RAVEN et al., 2001).



2.3.2 Hemicelulose

As microfibrilas de celulose sdo embebidas em uma matriz de
polissacarideos nao celuldsica, composta principalmente de hemicelulose e
substancias pécticas. Esses polissacarideos unem as microfibrilas, mantendo-as
juntas lado a lado (CASTRO, 2005).

As hemiceluloses sdao heteropolimeros que podem ser extraidos da parede
celular de vegetais superiores. S3o formadas por uma variedade de unidades
monossacaridicas, como pentoses (D-xilose, L-arabinose e L-ramnose), hexoses
(D-glicose, D-manose e D-galactose) e acidos urdnicos (4cido 4-O-metil-
glicurdnico e 4cido galacturdnico). Estruturalmente sdo mais parecidas com a
celulose do que com a lignina sendo depositadas na parede celular em um
estagio anterior a lignificagdo. Sua estrutura ramificada e com cadeias laterais
que interagem facilmente com a celulose permite uma estabilidade e
flexibilidade ao agregado (RAMOS, 2003).

As hemiceluloses sdo mais susceptiveis a hidrolise acida do que as
celuloses. Essa acessibilidade se deve ao carater relativamente amorfo desses
polissacarideos (PITARELO, 2007). As cadeias de hemiceluloses podem ser
constituidas por apenas uma unidade monossacaridica, como xilanas, ou por
duas ou mais unidades como 4-O-metil-glicuronoxilanas, xiloglicanas ou
arabinoxilanas (FENGEL & WEGENER, 1989).

Elas apresentam uma complexa mistura heterogénea de agucares
altamente ramificados. Os xilanos, arabinoxilanos, galactomananos,
glucomananos e xiloglucananos sao as classes mais freqiientes de hemicelulose.
Todas as hemiceluloses possuem uma espécie de eixo formado por uma cadeia
plana de agucares unidos quase sempre por ligacdes [-1,4 podendo sair
ramificacdes curtas, as féormulas de alguns dos principais aglicares componentes

das polioses sdo apresentados na Figura 5. Possuem também algumas
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caracteristicas estruturais que as impedem de formar agregados fibrilares, como

ocorre nas cadeias de celulose (CASTRO, 2005).

Figura 5 - Monossacarideos constituintes das hemiceluloses. (1) D-glucose; (2) D-galactose; (3) L-arabinose;
(4) D-xilose; (5) D-manose; (6) 4-0-metil-o-glucurodnico; (7) L-ramnose (SJOSTROM, 1999).

2.3.3 Lignina

Depois da celulose, a substancia organica mais abundante nas plantas ¢ a
lignina, um polimero de grupos fenilpropandides altamente ramificado que
representa fungdes primarias e secundarias. A estrutura precisa da lignina nao ¢
conhecida devido a dificuldade de extrair lignina das plantas, pois esta
covalentemente ligada a celulose e a outros polissacaridios da parede celular. A
lignina ¢ encontrada nas paredes celulares de varios tipos de tecidos de
sustentacdo e vascular. E depositada, sobretudo no espessamento da parede
secundaria, mas também pode ocorrer na parede primdaria e na lamela média em
intimo contato com a celulose e hemicelulose ja presentes (TAIZ, 2004).

A lignina € o segundo biopolimero mais abundante da terra. Em plantas ¢

encontrada como parte integral da parede celular, emaranhada em uma
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complexa matriz de celulose e hemicelulose, representando entre 20 a 30% do
total de lignocelulésicos (FENGEL & WEGENER, 1983; PALONEN, 2004).

A lignina pode ser definida como material polifendlico amorfo com
estrutura tridimensional baseada em trés precursores monoméricos: os alcoois
coniferilico, sinapilico e p-cumarilico (DENCE & LIN, 1992). A estrutura da
lignina ¢ muito complexa (figura 6) possuindo varios tipos de ligacdes quimicas
estaveis do tipo C-C, aril-éter e diarilicas (HIGUCHI, 1985).

A lignina ¢ em geral formada por trés diferentes alcodis de
fenilpropandides: coniferil, cumaril e sinapil, que sdo sintetizados a partir da
fenilalanina através de varios derivados do acido cinamico (TAIZ, 2004). As
moléculas de celulose estdo unidas em microfibrilas e possuem propriedades
cristalinas devido ao arranjo ordenado de suas moléculas em certas partes, as
micelas das microfibrilas. As microfibrilas de celulose se entrelacam para
formar finos filamentos que podem enrolar-se uns sobre os outros (RAVEN;

EVERT; EICHHORN, 2001).
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2.4. Processos para hidrolise de materiais lignoceluldsicos

A hidrélise tem como objetivo converter a celulose em glicose, apos a
quebra das ligagdes glicosidicas, conforme formula: [(CsH(Os)n + HLO — n
CgH1,0¢)]. Este processo pode ser catalisado pelo tratamento com diferentes
tipos de acidos diluidos ou concentrados, além da hidrélise enzimadtica (por

celulase). A Figura 7 apresenta uma comparacgao entre os diferentes processos de

hidrolise.
Rendimento de glicose
M¢étodos Consumo Temperatura (°C) Tempo (%)
Acido diluido <1%H,S0, 215 3min 50-70
’ 30-70%
Acido concentrado H>SOy4 40 2-6 h 90
Enzimatico Celulase 70 36 h 75-95

Figura 7 - Comparacio das tecnologias para hidrolise de celulose de acordo com HAMELINK et al., (2005).

Os materiais necessitam ser tratados por processos fisico-quimicos ou
enzimaticos de forma a liberar os acgucares fermentaveis ou aumentar sua
facilidade a hidrélise enzimatica. Entre os diversos processos de hidrolise
conhecidos a hidrolise acida configura como o mais antigo e melhor processo,
sendo a hidrolise acida diluida a mais utilizada para a producdo de xilitol
(SAHA; HAYASHI, 2004; MICHEL, 2007).

A hidrolise com acido diluido ¢ um processo que utiliza condi¢gdes menos
rigidas, alcangando altos rendimentos de conversdo de xilana a xilose. Existem

basicamente, dois tipos de tratamento com acido diluido:



13

1°-Com elevadas temperaturas (> 160°C), processo de fluxo continuo para baixa
concentragao de sélidos de 5-10 % (substrato/mistura de reacao);

2°-e com baixa temperatura (< 160°C), processo por batelada e alto teor de
solidos (10-40 %).

Portanto, o emprego de hidrélise 4cida diluida apresenta muitas vantagens
quando comparada ao uso de 4cidos concentrados. Acidos concentrados sdo
perigosos, corrosivos, toxicos, necessitando de reatores resistentes a corrosao.
Além disso, acidos concentrados devem ser recuperados apds a hidrolise a fim
de fazer com que o processo torne economicamente viavel (SUN; CHENG,
2002; MICHEL, 2007).

A fase liquida produzida por tal reacdo de hidrolise possui agucares
constituintes da hemicelulose (xilose, arabinose entre outros), assim como
outros compostos considerados inibidores do processo fermentativo, sendo
toxicos aos microrganismos empregados. Esses compostos incluem produtos de
degradagdo de hexoses e pentoses como furfural e hidroximetilfurfural
respectivamente, o acido formico oriundo da degradacdo do furfural e
hidroximetilfurfural, os &cidos acético, vanilico, siringico e palmitico como
compostos fendlicos decorrentes da degradacao da lignina (SAHA; HAY ASHI,
2004). Portanto, varios meétodos de detoxificacdo de hidrolisados tém sido
desenvolvidos, dentre eles o emprego de resinas de troca i6nica, carvao ativado,
enzimas lignoliticas, pré-fermentacdo com fungos filamentosos, tratamentos

com alcalis ou sulfitos (MICHEL, 2007).

2.5. Xilitol

O xilitol ¢ um alcool pentahidroxilado, encontrado em vegetais, liquens,
algas, cogumelos, frutas e legumes, também ¢ encontrado como intermediario
no metabolismo de carboidratos de mamiferos, tendo a forma estrutural

apresentada na figural (LIMA, 2006; MICHEL, 2007).
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Encontra-se o xilitol entre os adogantes nutritivos que auxilia na reducao e
manutencao do peso, redugdo de caries e de riscos associados com a obesidade e
controle da diabete (MORALIS, 2008). O xilitol ¢ um produto quimico industrial
com alta aplicabilidade comercial, cuja producao anual se aproxima de 40.000
toneladas (GRANSTROM et al. , 2007). A aplicagdo industrial mais importante
do xilitol ¢ como um adocgante alternativo por causa de seu substancial poder
edulcorante (EDOMI, 1978).

Xilitol também tem aplicagdes médicas, sendo inclusive usado para
prevenir otites e estimular a producdo de células de hibridoma murino (PETCH
e BUTLER, 1996;. UHARI et al, 1998). Os custos para sintetizar
comercialmente xilitol sdo altos, porque o processo de producdo envolve a
hidrogenagao catalitica de xilose usando um catalisador quimico (Silva et al.,
2005).

Uma das vantagens do xilitol sobre a sacarose ¢ em virtude de sua elevada
estabilidade quimica e microbiologica, ele atua, até mesmo em baixas
concentragdes, como conservante de produtos alimenticios, apresentando
resisténcia ao crescimento de microrganismos e prolongando a vida dos
produtos nas prateleiras (BAR, 1991; MUSSATTO et al., 2002; LIMA, 2006).
Uma boa vantagem industrial ¢ que, devido a auséncia de grupos aldeidicos ou
cetonicos em sua molécula, o xilitol ndo participa de reagcdes com aminoacidos,
conhecidas como reagdes de “Maillard”, isto significa que ele ndo sofre reagdes
de escurecimento ndo enzimatico, que provocam diminui¢do do valor nutricional
das proteinas. Dessa forma, recomenda-se sua utilizagdo na manufatura de
produtos nos quais as reacdoes de Maillard sdo indesejdveis, tais como os
alimentos infantis obtidos por secagem (MUSSATTO et al., 2002; LIMA &
BERLINCK, 2003).

Entretanto, em produtos de padaria, o uso exclusivo de xilitol oferece

problemas, uma vez que as reacdes de escurecimento sdo responsaveis pela
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aparéncia e pelas caracteristicas flavorizantes desses produtos (MANZ et al.,
1973; MUSSATTO et al., 2002). Em razdo de seu elevado calor de solugao
endotérmico (34,8 cal/g), o xilitol produz um agradavel efeito refrescante na
boca, quando entra em contato com a saliva. Devido a essa propriedade
organoléptica, o xilitol realca o efeito refrescante dos produtos com sabor de
menta, tais como balas e gomas de mascar (PEPPER,1988; MUSSATTO et al.,
2002).

O uso de xilitol em produtos industrializados ja foi aprovado em mais de
quarenta paises, ¢ as industrias que mais o utilizam sdo, pela ordem, a de

alimentos, a de farmacos ¢ a de cosméticos (MUSSATTO et al., 2002).

2.5.1. Producgao de xilitol via processo quimico

O xilitol pode ser obtido de fontes naturais como vegetais, fungos e
liquens por extracdo solido-liquido, porém como esta presente em pequena
proporc¢ado, menos de 0,9g/100g, este processo se torna economicamente inviavel
(LIMA, 2006).

A producgdo em larga escala de xilitol ocorre pelo processo quimico, que
consiste na reducdo de xilose, derivada principalmente de hidrolisados de
materiais lignocelulésicos ricos em xilana. O processo patenteado desde 1977,
por MELAJA ¢ HAMALAINEN ocorre basicamente em quatro passos: (1°)
hidrélise acida de material vegetal; (2°) purificagdo do hidrolisado ate obtencao
de xilose pura; (3°) hidrogenagao catalitica da xilose a xilitol e; (4°) purificacao
e cristalizagdao do produto (LIMA, 2006).

O rendimento do processo quimico, assim como a qualidade do xilitol ¢
dependente da pureza da solugdo inicial de xilose uma vez que a presenga de
impurezas interfere na reducao catalitica. Para a obten¢do de uma solugdo de
xilose de elevada pureza, sdo necessarios operagcoes de troca-idnica,

descoloracdo e fracionamento cromatografico. Além disto, apods a remocao do
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catalisador por filtracdo e troca-iOnica, a solugdo de xilitol concentrada, sofre
fracionamento cromatografico utilizando resinas cationicas e ¢ cristalizada para
obten¢do do produto puro (figura 8). Com as varias etapas de purificagdo para
remogdao de residuos e subprodutos resultam no aumento de tempo de
processamento e encarecimento do produto. O alto custo de produgdo de xilitol,
dez vezes maior ao da sacarose ou sorbitol, limita a sua utilizacdo em larga
escala (LIMA, 2006; MICHEL, 2007). Entdao, como alternativa a este processo,

o xilitol pode ser produzido por via enzimatica.
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Figura 8 - Producio de xilose e xilitol (adaptado de HYVONEN et al., 1982).
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2.5.2 Produgdo biotecnologica de xilitol

O xilitol pode ser produzido microbiologicamente a partir da xilose obtida
na hidrélise de materiais lignoceluldsicos, sem a necessidade de purificagdao da
matéria prima (LIMA, 2006). Embora os microrganismos assimilem e
fermentem mais prontamente glicose do que xilose ha algumas bactérias, fungos
filamentosos e leveduras capazes de assimilar e fermentar xilose a xilitol, e
outros metabdlitos como etanol, dependendo, contudo, do microrganismo e das
condi¢des de cultivo utilizadas (LIMA, 2006).

De forma geral, entre os microrganismos, as leveduras sdo consideradas
os melhores produtores de xilitol. As espécies de Candida tropicalis, Candida
guilliermondii e Candida mogii sao tidas como as mais eficientes na producéo
do xilitol (WEST, 2009). Nas leveduras, apds ser transportada para o interior da
célula, por difusdo facilitada ou processo ativo, a D-xilose ¢ convertida em D-
xilulose, mediante duas reagdes (Figura 9). A primeira consiste na redugdo de D-
xilose a xilitol mediante xilose redutase NADPH ou NADH-dependente ¢ a
segunda ¢ a oxidagdo do xilitol a D-xilulose mediante xilitol desidrogenase
NAD' ou NADP'-dependente. A D-xilulose ¢ fosforilada a D-xilulose-5-fosfato
pela D-xiluloquinase antes de participar do ciclo das pentoses fosfato (MICHEL,
2007).

A atividade da xilose redutase em leveduras produtoras de xilitol ¢
preferencialmente, ~NADPH-dependente e a  xilitol desidrogenase,
especificamente NAD'-dependente. A regeneragio do cofator NADPH ocorre
no ciclo das pentoses fosfato enquanto a regeneracdo de NAD' , a partir de
NADH, ocorre na cadeia respiratoria, tendo o oxigénio como aceptor final de
elétrons. Sendo que sob condicdes limitadas de oxigénio, ndo hd a completa re-
oxidagio de NADH a NAD", promovendo um desequilibrio redox. A baixa

concentragio de NAD" diminui a oxidagdo do xilitol a xilulose, induzindo a
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excrecdo de xilitol ao meio de cultura (YABLOCHKOVA et al., 2004;
MICHEL, 2007).

Assim, sob condicoes limitadas de oxigénio, a xilose ndo ¢
completamente metabolizada nas leveduras, levando a produ¢do de xilitol e/ou
etanol, dependendo basicamente, dos cofatores das enzimas envolvidas nas
reagoes de metabolizacdo da xilose, assim como, a regeneracao de tais cofatores,
de acordo com as condi¢cdes de oxigénio empregadas ao longo do cultivo
(PANAGIOTOU et al., 2005; MICHEL, 2007).

As leveduras que produzem predominantemente xilitol apresentam 97-
98% atividade de xilose redutase para NADPH, produzindo portanto xilitol sob
condi¢des microaerobias de oxigénio de modo a impedir a oxidagdo do xilitol
formado. Sendo que as leveduras que produzem etanol como principal
metabolito demonstram atividades de xilose redutase, principalmente, NADH-
dependente. Nelas, a reducio da xilose implica na obtencio de NAD",
recuperando, independentemente da cadeia respiratoria, o cofator do xilitol
desidrogenase, permitindo assim a fermentacdo de xilose a etanol. As leveduras
que se caracterizam por produzirem etanol e xilitol em quantidades
consideraveis, apresentam atividades de xilose redutase NADPH e¢ NADH
similares, sendo a atividade NADPH-dependente favorecida sob condigdes
limitadas de oxigénio. A bioconversdo de xilose a xilitol e/ou etanol ¢ um
processo complexo influenciado por diversos fatores, incluindo o tipo de
levedura, a idade e concentracdo do inoculo, pH, temperatura, concentracao
inicial de xilose, tipo de fonte de nitrogénio, aeracao e tipo de meio de cultura,
segundo sua natureza como solugdo sintética ou hidrolisado hemiceluldsico,
sendo esse ultimo afetado pela presenca de outros agucares e compostos

inibidores (YABLOCHKOVA et al., 2004; MICHEL, 2007).
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Figura 9 - Metabolismo de xilose em levedura (adaptado de PARAJO et al., 1998).

2.5.3. Xilose Redutase

A xilose redutase de leveduras pertence a familia das aldoredutases,
superfamilia aldocetoredutase, e catalisam a reducdo reversivel de aldeido e
cetona em seus alcoois correspondentes (Figura 09). Estas enzimas estdo
presentes no citoplasma de microrganismos capazes de metabolizar xilose como
fonte de carbono e, devido ao interesse em utilizar esta pentose em processos
fermentativos, diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas. As enzimas xilose
redutase de diferentes leveduras e fungos ja foram purificadas e caracterizadas,
sendo em sua maioria monoméricas, com massa molecular entre 33 e 40 kDa,

porém em P. stipitis, Neurospora crassa, C. tropicalis e Candida parapsilosis, a
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enzima apresenta duas subunidades (LEE et al., 2003; LIMA, 2006). Algumas
enzimas possuem especificidade somente por NADPH-monoespecifica, e outras
podem usar tanto NADPH como NADH-duplo-especifica. Ja a Candida
intermédia apresenta isoenzimas, onde uma ¢ monoespecifica e a outra com
dupla especificidade (NIDETZKY et al., 2003; LIMA, 2006). A maioria das
leveduras ja estudadas apresenta xilose redutase com dupla especificidade e elas
preferem  NADPH como cofator excepcionalmente Candida parapsilosis
apresenta uma enzima que prefere NADH (LEE et al., 2003). Microrganismos
que apresentam xilose redutase NADH-dependente sao melhores produtores de
etanol, ao contrario daqueles que apresentam xilose redutase NADPH-
dependente que produzem xilitol ao invés de etanol (LEE et al., 2003; LIMA,
2000).

2.5.4. Xilitol Desidrogenase

A enzima xilitol desidrogenase, pertencente a familia 4lcool
desidrogenase ¢ encontrada em microrganismos que metabolizam xilose pela
formacao de xilitol, sendo que a enzima catalisa a oxida¢cdo do alcool em cetona
utilizando NAD" como cofator (Figura 09), porém ja foram isoladas formas de
enzimas que sdo capazes de utilizar as duas formas do cofator: fosforilada ou
nao (LIMA, 2006).

TAKAMIZAWA et al.,, (2000) purificaram parte da enzima xilitol
desidrogenase de Candida tropicalis IFO 0618 em busca de desenvolver um
biosensor de xilitol. Observaram que o pH 6timo (8,0) foi semelhante ao de
xilitol desidrogenase de Candida shehatae, P. stipitis e P. tannophilus, mas a
temperatura otima (50°C) foi superior. Comparada com enzimas de outras
leveduras, o kM de xilitol desidrogenase de Candida tropicalis para xilitol é

maior (49,8uM) e, portanto como biosensor ¢ menos sensivel, porém este pode
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ser um dos motivos que explicam porque Candida tropicalis ¢ uma das melhores
espécies de levedura para produgdo de xilitol. Entre os alcoois testados, xilitol
foi oxidado mais rapidamente, apresentando atividade também por sorbitol e
ribitol, a enzima ndo mostrou atividade em arabitol, glicerol e etanol.

Em Aspergillus niger, foram caracterizadas duas maneiras de producao de
xilitol desidrogenase: uma NAD" dependente ja isolada em diferentes leveduras,
como xilitol: NAD" 2-oxidoredutase (EC 1.1.1.9), e outra, NADP" dependente,
que atuaria principalmente na reducdo de xilulose, identificada como xilitol:
NADP" 4-oxidoredutase (EC 1.1.1.10) permitindo a formacéo de xilitol a partir
de arabinose (LIMA, 2006).

3. Objetivo geral

Avaliacao do hidrolisado hemiceluldsico da casca de jabuticaba para a obtencgao
de xilitol por Candida guilliermondii.

3.1. Objetivos especificos

1. Caracteriza¢dao quimica do hidrolisado em relagdo aos agucares.

2. Avaliagdo de parametros fermentativos relacionados a produgdo de xilitol.

4. Material e métodos

4.1. Matéria-prima

O bagaco da jabuticaba resultante da producdo do fermentado de
jabuticaba foi cedida pela Fazenda Jaboticabal, localizada em Hidrolandia no
municipio de Nova Fatima em Goids. O bagaco foi lavado abundantemente em
agua de torneira sendo as sementes separadas das cascas, e residuos

provenientes da polpa e das cascas. Logo apos, as cascas foram secadas em
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estufa por 24 h a 50 °C. Apos esse procedimento as cascas foram trituradas em
moinho Manesco e Ranieri Ltda, tipo MR 340 a 60 mesh e armazenadas em

potes de polipropileno.

4.2. Retirada de extrativeis

Aproximadamente 100 g das cascas moidas foram submetidas em
aparelho de Soxhlet contendo hexano e etanol (1:1(v/v)) para retirada de
extraiveis. O material foi lavado com 4gua quente para retirada dos solventes e

posteriormente seco em estufa a 100 °C por 1 h.

4.3. Obtencéo do hidrolisado da casca de jabuticaba

As cascas sem extraiveis foram submetidas a hidrélise com &cido
sulfirico a 1%, na proporcao 1:10 (m/v) em frascos Erlenmeyers a uma pressao

de vapor de latm a 120 ° C por 30 ¢ 60 min.. Obtendo dois hidrolisados.

4.4. Tratamento do hidrolisado hemicelulésico de casca de jabuticaba

Inicialmente o hidrolisado hemicelulosico fora neutralizado a pH 7
ajustando com adicao de CaO seguido do abaixamento para pH 5,5 com H;PO,.
Apo0s cada alteragdo de pH, o precipitado foi removido por centrifugacao a 5000
rpm por 15 minutos. O hidrolisado foi entdo submetido a adsor¢cdo em carvao
ativado (1%) em frascos e agitados a 200 rpm, a 60 °C, por 30 minutos e
agitados em incubadora tipo “Shaker” rotatoério (New Brunswick, Scientific Co).
Ap0s este tempo, os hidrolisados foram centrifugados a 5000 rpm por 15 min.,
para remog¢ao de solidos. O hidrolisado tratado foi caracterizado quanto a
concentracdo dos agucares: xilose, glicose, arabinose, celobiose, glicerol, ac.

formico, ac. acético e etanol.
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4.5. Determinacéo das concentrag6es de acucares

As concentracdes de glicose, xilose, arabinose, xilitol, celobiose, glicerol,
ac. formico, ac. acético e etanol, presentes no hidrolisado foram determinadas
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando as seguintes
condigdes: coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm); temperatura: 45 °C;
eluente: acido sulfarico 0,01N; fluxo: 0,6 mL min'; volume de amostra: 20 ul;
detector: indice de refragdo. Apos a diluicdo das amostras, estas foram filtradas

em filtro Sep Pak C18.

4.6. Microrganismo e preparo do inoculo

4.6.1. Microrganismo

Os experimentos foram conduzidos com a levedura Candida
guilliermondii FTI 20037 (BARBOSA et al.,1998), da cole¢do de culturas do
Departamentos de Biotecnologia- Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena-
SP (EEL/USP), obtida a partir da cultura-estoque mantida em Agar extrato de
malte a 4 °C..

4.6.2. Preparo do inéculo

O inoculo foi preparado em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50
mL de meio autoclavado contendo xilose, solu¢cao de extrato de farclo de arroz,
(NH4),SO, e CaCl,.2H,0 em pH 5,5, em proporg¢des segundo a Tabela 01, a 30
°C sob agitagdo de 200 rpm por 24 h. Em seguida as células foram recuperadas
por centrifugacdo e lavadas em dgua destilada esterilizada, centrifugadas
novamente ¢ apos o descarte do sobrenadante, foram utilizadas para preparar

uma suspensao de células a qual foi empregada como inoculo.



24

Tabela 1 - Composicdo do meio de inéculo para C. guilliermondii

Composicao gL'1
Sulfato de amoénio ((NHy4),SOy) 2
Cloreto de célcio (CaCl,.2H,0) 0,1
Extrato de farelo de arroz 20
Xilose 30

4.7. Meio e CondigOes de Fermentagéao

Como meio de fermentacao foi utilizado o hidrolisado hemicelulosico da
casca de jabuticaba previamente tratado e autoclavado por 60 minutos a 1,0 atm.
O hidrolisado foi suplementado com o meio descrito na Tabela 01, ndo sendo
adicionada a xilose, ¢ o indculo obtido em 4.5.2 foi adicionado ao meio. A
fermentacdo foi realizada em frasco Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de
volume de trabalho em agitador rotatério por 21 h a 30 °C a 200 rpm. Foi
retirada a amostra apds 21 h para avaliar o consumo de aglcares e producdo de

xilitol, fator de rendimento e produtividade.

4.8. Métodos analiticos

Os agucares: glicose, arabinose, xilose, xilitol, etanol, glicerol, 4c. formico

e acido acético, foram quantificados por CLAE como descrito no item 4.5.

4.9. Determinacao dos parametros fermentativos.

O fator de conversdo de xilose em xilitol (Y,;) foi determinado segundo
Tamanini et al., 2004b. Este fator expressa a producao de xilitol em relacdo ao

consumo de xilose e ¢ calculado pela equagao:

AP P._P

Tpys =
AS  5,-5;
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onde: S; e S correspondem as concentragdes inicial e final de xilose (gL"); P; e
P; correspondem as concentracdes inicial e final de xilitol (gL™).

A produtividade volumétrica de xilitol também segundo Tamanini et al,
2004b, (Q,) foi expressa pela concentragdo de xilitol produzida (gL™") em fungdo

do tempo (h) e calculada de acordo com a Equagao abaixo:

Q:ﬁp Pl"
TN T -

.."'-] _"l.j

onde: P; e P; correspondem as concentracdes inicial e final de xilitol (gL™); T; e

T¢ correspondem aos tempos inicial e final de fermentagao (h).

5. Resultados e Discussao

5.1. Hidrolisado

Durante a obten¢do do hidrolisado da casca de jabuticaba foi observado
que o hidrolisado possui coloracdo roxo escuro caracteristico da casca de

jabuticaba ( FiguralO).

Figura 10 — Hidrolisado da casca de ]abutlcaba com pH balxo\

Elevando-se o pH para 7, tanto com o6xido de célcio (CaO) como com

hidroxido de s6édio (NaOH) percebe-se uma coloragdo vinho escuro tendendo
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para verde musgo. Ao se agitar essa solucdo observou-se uma formagdo de
espuma provavelmente pela quantidade de saponinas presentes nas cascas de

jabuticaba (Figura 11), necessitando em muitos casos de anti-espumante.

Figura 11 - Hidrolisado da casca de jabuticaba com pH neutro

Com a diminui¢ao do pH para 5,5 com dacido fosforico, observou-se que
a cor do hidrolisado torna-se mais clara. A obtencdao de um hidrolisado de
colorag@o amarelo limpido foi obtida usando carvao ativo 1% (Figura 12) . Esse
composto ¢ muito utilizado para retirada de compostos inibidores como os
fendlicos (FELIPE et al.,1995) presentes no hidrolisado que pode reduzir a

conversao da xilose em xilitol pela levedura (Figura-12).
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5.2. Composicao do hidrolisado

A Tabela 2 mostra a composicdo de aclcares nos dois hidrolisados
produzidos. Notam-se diferencas nos teores de celobiose, arabinose e acido
acético. Esses compostos, principalmente o acido acético, podem ser inibidores
da formacao do xilitol. No hidrolisado com 30 min se observou o teor de acido
acético foi 0,141g L', enquanto que o hidrolisado por 1 h mostrou menor

formacdo de acido acético (0,099g L™).

Tabela 2 — Composi¢ao quimica do hidrolisado bruto da casca de jabuticaba.

COMPOSTO (gL™) 30 min 1h

Celobiose 0,510 0,326
Glicose 2,641 2,576
Xilose 3,022 3,056
Arabinose 3,274 2,682
Xilitol 0,000 0,000
Glicerol 0,046 0,039
Ac. formico 0,001 0,003
Ac. acético 0,141 0,099

FELIPE et al. (2004) mostraram que o acido acético ¢ liberado a partir da
estrutura lignoceluldsica, originados de grupos acetil da xilana, sendo
considerado inibidor importante do processo da bioconversao dos actcares. Sua
acdo inibitéria depende da concentra¢do e da forma ndo dissociada, que ¢ pH
dependente. Em pH acidificado, o acido acético pode difundir-se no citoplasma
da célula, onde ele se dissocia e¢ reduz o pH intracelular, resultando em
desacoplamento da producdao de energia e impedindo o transporte de varios
nutrientes, aumentando os requerimentos de ATP. O efeito do acido acético
depende do microrganismo e os dados disponiveis dificultam comparacdes
devido as diferentes condigdes em que os estudos sdo realizados (PARAJO et

al., 1998).
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O 4cido acético foi o principal composto inibitério do metabolismo de D-
xilose por C. guilliermondii em hidrolisado de bagago de cana-de-agucar
(FELIPE et al., 1993). SILVA (2001) observou que o efeito toxico do acido
acético em C. guilliermondii cultivada em hidrolisado de bagaco de cana parece
ser potencializado pela presenga de outros compostos toxicos como furfural, 5-
hidroximetilfurfural e fendis. Segundo PARAJO (1996), quando o caldo ¢
concentrado, os compostos volateis como o acido acético e o furfural sdo
parcialmente removidos, fato que nao ocorreu quando o hidrolisado da casca de
jabuticaba foi concentrado por seis vezes (Apéndices Al e A2, os valores
permaneceram entre 0,7 ¢ 0,9 g L'l, praticamente, seis vezes os valores

encontrados nos hidrolisados brutos (Tabela 2).

Segundo FELIPE et al. (2004), a producdo de xilitol com C.
guilliermondii é favorecida num meio contendo concentragdes de acido acético
abaixo de 1,0 g L. Os autores explicaram que essas concentragdes de acido
acético entram diretamente no ciclo de Krebs e o restante ¢ utilizado por uma via
metabodlica que requer energia, como o ciclo do 4cido glioxilico. Por outro lado
o efeito inibitorio do acido acético € dependente de sua concentragdo, acima de 3
g L', retarda a producio de xilitol (FELIPE et al., 2004).

No presente trabalho observou-se que o aumento do acido acético nao
teve efeito inibidor na formacao de Xilitol nos hidrolisados contendo 0,1 ¢ 0,2 g
L' de células de C. guilliermondii (Figural3), o teor de xilitol aumentou com o
incremento do acido acético. As correlagdes entre esses compostos foi 0,759

(p=0,047) ¢ 0,888 (p=0,008) para os hidrolisados 1 e 2, respectivamente.
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Figura 13 - Evolu¢ao da formacao de Xilitol por C. guilliermondii em substratos de casca jabuticaba em
concentracées de 0,1 g L-1 (—) e 0,2 g L-1 (-----) de células de levedura.

Nota-se que a levedura C. guilliermondii consumiu a glicose e xilose
proporcionalmente no tempo estabelecido (Figura 14), apresentaram forte
correlacao positiva entre 0,862 (p=0,013) e 0,791 (p=0,019). Nao foi observada
nenhuma limitagdo quanto ao consumo da xilose pela glicose, isto ¢, ndo houve
competitividade entre esses aglicares, como observado por MORALIS (2008), isto

¢, a glicose ndo agiu como fator limitante na fermentacao da xilose em xilitol.
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Figura 14 - Comparativo do consumo da xilose e glicose por C. guilliermondii em substratos de casca
jabuticaba.

Segundo CARVALHEIRO et al. (2005), a alta concentragdo de arabinose
pode suprimir o consumo de xilose, o que ndo foi observado no presente estudo.
Ambos os acucares diminuem no decorrer da fermentacdo (Figura 15),
apresentando uma forte correlagdo positiva (r=0,928, p=0,001) para a

fermentagdo do substrato contendo 0,1 g L' de células de C. guilliermondii,
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enquanto que para o substrato contendo 0,2 g L' de células a correlagdo fraca

positiva, porém, nao significativa (r=0,655, p=0,078).
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Figura 15 - Comparativo do consumo da xilose e arabinose por C. guilliermondii em substratos de casca
jabuticaba.

O maior consumo de xilose pela C. guilliermondii foi observada nas trés
primeiras horas de fermentagdo, consumindo aproximadamente um ter¢o da

quantidade de xilose presente nos substratos. Logo apds, o consumo foi lento até
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o final da fermentac¢do, obtendo-se um consumo total de 61,7 ¢ 67,9% da xilose
contido nos substratos 0,1 ¢ 0,2 g L' de células, respectivamente.

O consumo da arabinose se deu logo apds as 15 h de fermentagdo. O
maior consumo foi observado no substrato contendo 0,1 g L™ de células com um
total de 42,6% da arabinose consumida, o dobro do que foi consumido quando o
substrato continha 0,2 g L' de células de C. guilliermondii, sendo de 21,6% da
arabinose consumida esse lento consumo pode estar ligado a presenca de xilose.
Este fato reforga as observagoes feitas por FELIPE et al. (2001) em hidrolisados
hemiceluldsicos de bagago de cana.

Em relagdo 4 fermentacdo do hidrolisado hemicelulésico de casca de
jabuticaba, o resultado apresentado na Figura 16, onde apresenta o consumo de
xilose e a producdo de xilitol, mostra uma correlagao negativa (r = -0,87) para a
fermentagdo com 0,2 gL' de células, ja para 0,1 gL' de células apresenta uma
correlagdo negativa ( r = -0,50). Observa-se que com 0,1 gL' de células a
levedura consumiu 61,71% da xilose em quanto com 0,2 gL' de células a
levedura consumiu 67,86% de xilose, indicando que para uma otimizagdo de
processo de fermentagdo utilizando-se 0,2 gL' de células é o melhor caminho,
uma vez que ele demonstrou uma redugdo na concentragao do acido acético que
¢ um potencial inibidor do metabolismo de xilose pela levedura C.

guilliermondii.
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Figura 16 - Consumo de xilose e producao de xilitol em substratos de jabuticaba contendo 0,1gL-1 e 0,2
gL-1 de células C. guilliermondii

Foi constatada a presenga de etanol como subprodutos dessa fermentacao,
conforme mostra a Figura 17. A concentracdo de etanol no meio (9,129 gL' em
0,1 gL' de células e 8,528 gL' em 0,2 gL' de células) foi aproximadamente 3
vezes superior a formagao de xilitol observando-se um aumento proporcional

do etanol no decorrer das 21 h de fermentacao.
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Figura 17 - Consumo de xilose e producio de etanol em substratos de jabuticaba contendo 0,1gL-1 e 0,2
gL-1 de células C. guilliermondii

O experimento do presente trabalho foi realizado com a microaerobiose,
ou seja, ndo se variou a aeragao, com uma correlagdo negativa (r = -0,95) para
0,1 gL' de células e uma correlagio positiva ( r = 0,16) para 0,2 gL de celulas
da levedura . Na Figura 18, toda a glicose foi consumida por C. guilliermondii
com produgdo de etanol, com uma correlagdo negativa (r = -0,96) para 0,1 gL'
de células e uma correlacdo positiva ( r = 0,31) para 0,2 gL' de celulas da
levedura. A producdo de etanol esta ligada a aeragdo, BARBOSA et al. (1988),

trabalhando com C. guilliermondii, detectaram que, com decréscimo na aeragao,
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ocorreu aumento no rendimento de xilitol, enquanto a concentracdo de etanol e
xilose diminuiram. Em 1985, Du PREZ e PRIOR, interessados na produgao de
etanol por Candida shehatae CSIR-Y492, verificaram que o aumento na aeragao
minimizou a producdo de xilitol.

O oxigénio parece regular a producao de xilitol por influenciar o potencial
redox no interior da célula. Em condi¢des de microaerobiose, que ocorre em
condi¢des de rotagdo a (200 rpm), ha pouco oxigénio e excesso de NADH
levando ao desequilibrio na taxa NADH/NAD+, o que ndo ocorre com o
aumento na taxa de aeragdo em condigdes de cultivo, que ocorre em condigdes
de rotagdo a (300 rpm). Entretanto, a presenga do oxigénio ¢ necessaria para
maior crescimento microbiano e para assimilacdo de xilose. O cultivo em
anaerobiose nao ¢ condicdo ideal para producdo de xilitol (FURLAN et al.,

1991; NOLLEAU et al., 1995).
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Figura 18 - Consumo de glicose e producio de etanol em substratos de jabuticaba contendo 0,1gL-1 e 0,2
gL-1 de células C. guilliermondii
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A presenca de altas concentracdes de glicose em relacdo a xilose no
hidrolisado hemicelulosico de casca da jabuticaba ndo ¢ um ponto favoravel
para a bioconversdo de xilose em xilitol uma vez que elevadas concentragdes
desta hexose junto a xilose pode acarretar em repressao catabolica interagindo
nas atividades das enzimas-chave deste bioprocesso, a xilose redutase e xilitol
desidrogenase (SILVA et al., 2004). Observa-se na Figura 19, que depois das 3
h iniciais houve um consumo de glicose semelhante as duas concentragdes de
células (0,1 ¢ 0,2 gL' ) . Mas nota-se que a levedura mantém a producio de
xilitol até no momento que houve a interrup¢do da fermentagdo com 21 h,
apresentando uma correlagdo negativa (r = -0,56 e r = -0,52) correspondente as

concentragdes de células 0,1 ¢ 0,2 gL', respectivamente .
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Figura 19 - Consumo de glicose e producio de xilitol em substratos de jabuticaba contendo 0,1gL-1 e 0,2
gL-1 de células C. guilliermondii
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O maior rendimento foi favorecido com o cultivo com 0,2 gL' de células
chegando a 0,62 gg' ficando na frente do encontrado no sabugo de milho com
0,52 gg”' e farelo de cevada com 0,61 gg™' ¢ o de 0,1 gL' de células com 0,56
gg”'. Enquanto a produtividade de xilitol ndo teve uma variagdo significativa,

pois com 0,1 ¢ 0,2 gL'1 de células tiveram 0,15 ¢ 0,16 gL'lh'l.

Tabela 3 - Fator de Conversiao de substrato em Produto (Y) e produtividade Volumetrica em Xilitol
(Qp), em hidrolisados hemicelulésicos (CASTRO et al., 2011)

Matéria-prima Yois (gg_l) Qp (gL_lh_l) Referéncia

Farelo de cevada 0,61 0,33 Cruz et al., 2000
Sabugo de milho 0,71 0,60 Kim et al., 1999
Sabugo de milho 0,52 0,26 Cruz et al., 2000
Bagaco de cana-de-acucar 0,79 0,52 Alves et al., 1998
Folhas de milho 0,64 0,36 Cruz et al., 2000
Madeira de eucalipto 0,63 0,41 Coment et al., 2000
Madeira de eucalipto 0,04 0,02 Cruz et al., 2000
Palha de arroz 0,72 0,57 Castro et al., 2011

O que ficou claro que ¢ possivel produzir xilitol através da casca de
jabuticaba, pois a C. guilliermondii consumiu bem a xilose em 21h de
fermentagdio numa concentracdo de 0,2 gL' de células (Tabela-04).

A comparagdo dos teores de agucares e de compostos inibidores de
hidrolisados hemicelulosicos de diferentes residuos ¢ interessante quando se
discute a produgdo de xilitol, mas as condi¢cdes de hidrolise, em geral, sdo
diferentes em funcdo da estrutura quimica do residuo. Portanto, ¢ relevante a
determinacao das condi¢des 6timas de hidrolise para cada residuo visando a
maior concentracao de xilose € menor concentracdo de compostos toxicos. Com
relagdo ao processo fermentativo, os parametros de producdo de xilitol podem
ser melhorados reduzindo-se o teor de compostos toxicos € determinando as

melhores condi¢des de fermentagao.
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6. Conclusao

A utilizacdo de residuos agroindustriais em processos biotecnologicos
para obten¢do de produtos uteis ¢ de grande relevancia tanto para as industrias
quanto para o meio-ambiente. A demanda crescente de xilitol pelas industrias de
alimentos e farmacéuticas tém resultado no desenvolvimento de processos
alternativos que proporcionem maiores rendimentos e custos mais baixos do que
0 processo quimico empregado atualmente na obtencdo deste agucar. Diante
disso, o hidrolisado de bagaco da casca de jabuticaba foi avaliado neste trabalho
como substrato para a producédo de xilitol por Candida guilliermondii.

A andlise do bagaco da casca de jabuticaba, apds a hidrdlise acida e a
bioconversao, demonstrou que ha uma producao de etanol e xilitol a partir deste
residuo. Assim, considerando a importancia destes alcoois para as industrias e a
grande proporcao de bagaco de casca de jabuticaba gerado anualmente no

Brasil, torna-se relevante os resultados obtidos neste trabalho.

7. Perspectivas futuras

Efetuar uma caracterizacdo completa do hidrolisado quanto a
identificagdo e quantificacdo dos compostos aromaticos, furfural e 5-
hidroximetilfurfural, dentre outros.

Utilizar estudos sobre outros tratamentos do hidrolisado da casca de
jabuticaba para melhorar a bioconversao de xilose em xilitol e/ou etanol,
empregando-se combinacdes de técnicas que permitam a remogdo seletiva dos
compostos que realmente exercem efeito toxico no metabolismo da xilose por C.
guilliermondii.

Analisar o caroco ¢ as folhas da jabuticaba, quanto a quantidades de
acucares e compostos inibidores, na busca de viabilizar o processo de lavagem

inicial antes da secagem.
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Apéndice

A1 — Composicdo do hidrolisado fermentado com 0,1g L™ de células da C. guilliermondii.
TEMPO DE FERMENTACAO (h)

COMPOSTOS (g L'l) Oh 3h 6h %h 12h 15h 18h  21h

CELOBIOSE 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,753 2,330
GLICOSE 16,613 10,700 10,610 7,875 6,063 0,000 0,000 0,000
XILOSE 17,402 11,657 11,785 11,187 10,608 10,013 7,955 6,663
ARABINOSE 8,220 8,173 8,133 7,898 7,695 7,720 7,102 4,722
XILITOL 0,000 3,057 3,012 2,957 2,925 3,477 3,208 3,237
GLICEROL 0,585 0,525 0,568 0,710 1,052 1,677 1,825 2,087
AC. FORMICO 0,06 0,082 0,065 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AC. ACETICO 0,84 0,735 0,750 1,318 1,333 3,100 3,407 3,850
ETANOL 0,602 0,112 0,308 1,090 2415 6,688 8,287 9,732

A2 — Composi¢do do hidrolisado fermentado com 0,2g/L de células da C. guilliermondii.
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TEMPO DE FERMENTACAO (h)

COMPOSTOS (L") 0h  03h  06h  09h 12h  15h  18h 21h

CELOBIOSE 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,388 0,697
GLICOSE 10,327 10,185 10,747 7,793 2,907 0,983 0,000 0,000
XILOSE 17,390 11,305 11,235 11,125 10,423 9,028 7,058 5,588
ARABINOSE 7,830 8,057 8418 8,015 7915 7813 6975 6,142
XILITOL 0 3,038 3,155 2,997 3,085 3,145 3,608 3,455
GLICEROL 0,505 0,555 0,618 0,795 1,248 1,812 27280 2,300
AC.FORMICO 0,068 0,087 0,062 0,073 0,040 0,000 0,000 0,000
AC. ACETICO 0,720 0,772 0,770 1,202 1,795 1,892 3,543 2,540

ETANOL 0,512 0,367 3,490 1,402 3,74 6,373 8,143 9,040




