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Resumo

Resumo

O sorgo ¢ uma potencial cultura energética com especial interesse para os climas mediterranicos.
Quer o seu suco quer a sua frac¢do lenhoceluldosica podem ser utilizados no ambito das
biorrefinarias. O objectivo deste trabalho consistiu na optimizacdo da hidrdlise com écido
diluido da hemicelulose do sorgo e sua posterior bioconversao a xilitol.

Dada a dificuldade de trabalhar o sorgo verde e a quantidade potencial de aglcares ainda
presentes no sorgo seco foi feita uma pré-extraccdo aquosa (PEA) do sorgo biomassa, cujas
condi¢des foram optimizadas (100°C, 45 min, razdo liquido/so6lido 7 g/g). Para além disso, foram
também caracterizados trés tipos de sorgo verde (doce, forrageiro e biomassa) relativamente ao
teor e tipo de agucares presentes no suco e licor da PEA, anteriormente optimizada.

O material seco pré-tratado foi submetido a uma hidrélise com 4cido diluido, tendo-se estudado
a influéncia do tempo de operagdo e concentragdo de catalisador (H>SO4) na hidrélise da
hemicelulose, a 130°C. Os resultados foram interpretados através do factor de severidade
combinado (CS), num intervalo entre 1,17-2,31. As condi¢des Optimas correspondem a um CS
de 1,98, (1,4% H,SO4 e 75 min), tendo-se recuperado na fase liquida 80% da hemiceluloses sob
a forma de pentoses livres, juntamente com baixas concentragdes de inibidores.

O hidrolisado obtido nas condi¢des optimizadas foi utilizado como meio de crescimento e, apos
concentragdo, como meio de cultura para a produgdo de xilitol pela levedura Debaryomyces
hansenii CCMI 941. Como meios de indculo foram testados o hidrolisado acido e o licor da
PEA, ambos suplementados. O ultimo permitiu o crescimento mais rapido da levedura e a
obtencdo de concentracdes celulares adequadas. No entanto, dado que a fase de laténcia no meio
de producao de xilitol foi superior e, consequentemente a produtividade em xilitol inferior,
optou-se pelo crescimento do in6culo em meio contendo hidrolisado.

A remocdo de compostos inibidores foi avaliada através da destoxificagdo do hidrolisado com
carvao activado que permitiu uma remogao significativa de furfural, compostos fenolicos e acido
acético. No entanto, os melhores resultados da producao de xilitol foram obtidos em hidrolisado
nao-destoxificado e correspondem a um rendimento em xilitol e produtividade volumétrica de
0,64 g.g" ¢0,56 g.L"".h™", respectivamente.

Estes resultados encontram-se entre os melhores descritos na literatura para hidrolisados nao-
destoxificados, mostrando assim as potencialidades deste material, da levedura e do processo

desenvolvido.



Abstract

Abstract

Sorghum is a potential energy crop particularly interesting for the Mediteranean climates. Both
juice and lignocellulosic fraction can be used on biorefinery framework. The aim of this work
was the study of dilute-acid hydrolysis of high-biomass sorghum hemicellulose and its
bioconversion to xylitol.

Given the difficulty of working with fresh sorghum and the potential amount of sugars still
present in dried sorghum, an aqueous pre-extraction (PEA) of high-biomass sorghum was
optimized. The optimum conditions were at 100°C, 45 min and a liquid to solid ratio of 7 g/g.
The sugars content and juice composition from the three types of fresh sorghum (high-biomass,
sweet and forage) were also characterised.

Pre-extracted dried raw material was treated with dilute acid. The effect of time and catalyst
(H2SO4) concentration on hemicelluloses hydrolysis at 130°C were evaluated. The combined
severity factor (CS), in a range of 1.17-2.31 was used to interpret the results. The optimum
hydrolysis conditions were verified at a CS value of 1.98 (1.4% H,SO4 and 75 min). Under these
conditions, 80% of feedstock pentose sugars were recovered in the monomeric form, together
with a low content of inhibitors.

The hydrolysate obtained with the optimised conditions, after supplementation, was used as
culture media for growth and, after concentration, as culture media for xylitol production by the
yeast Debaryomyces hansenii CCMI 941. Both hemicellulosic hydrolysates and PEA liquors
were used for inocula production, the later allowed a faster growth and an adequate cellular
concentration. When inoculum was grown in PAE based media, xylitol production was
negativelly affected, so hydrolysate-based media was selected for inoculum growth.

The effect of potential inhibitors compounds in cellular growth was evaluated using the
detoxification of the hydrolysate method with activated charcoal, which allowed a significant
removal of furfural, phenolics and acetic acid. However, the best results for xylitol production
were obtained with non-detoxified hydrolysates achieving a xylitol yield and volumetric
productivity of 0.64 g.g” and 0.56 g.L™".h™', respectively. The results obtained in this study were
similar to ones previously reported, for non-detoxified hydrolysates, demonstrating the potential

of this raw-material, yeast and process performed.
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Enguadramento e objectivos

Este trabalho foi realizado na Unidade de Bioenergia (UB) do Laboratorio Nacional de Energia e
Geologia (LNEG) e enquadrou-se no ambito do Projecto co-financiado “Biorefino -
Demonstragdo da viabilidade técnica de uma biorefinaria de bioetanol a partir das biomassas de
trigo e sorgo” PTDC/AGR-AAM/71533/2006 (2007-2010), financiado pela Fundagdo para a
Ciéncia e a Tecnologia (FCT).

O presente trabalho teve quatro objectivos principais:

- Optimizacao da pré-extrac¢ao aquosa de agucares soliveis da matéria-prima

- Caracterizagdo quimica dos trés tipos principais de sorgo (biomassa, doce e forrageiro) no
estado verde no que diz respeito aos agucares presentes no suco € no licor da pré-extrac¢dao
aquosa.

- Optimizagdo da hidrolise acida selectiva da hemicelulose de sorgo biomassa, um subproduto
agricola, para obtencao de um hidrolisado rico em pentoses.

- Avaliacdo da viabilidade desse hidrolisado para a produgdo de polidis, em particular o xilitol,

pela levedura Debaryomyces hansenii CCMI 941.
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Introdugdo

1. Introducéo

O crescimento econdmico para ser sustentavel necessita de recursos seguros para a producao
industrial. Actualmente, ¢ ainda muito frequente o uso de matérias-primas provenientes do
petrdleo que, para além de ndo serem sustentaveis pela sua limitacdo, sdo ainda desfavoraveis do
ponto de vista ambiental. Por estas razdes torna-se imperativa a procura de alternativas
economicamente sustentdveis e ndo poluentes, ndo s6 para a producdo de combustiveis mas
também de produtos quimicos (Biopol 2008).

E neste contexto que surge o conceito de biorefinaria, uma instalagdo industrial que procura a
utilizagdo integral de biomassa, de forma sustentavel, para a produg¢do concomitante de
biocombustiveis, energia, materiais e produtos quimicos, preferencialmente de valor
acrescentado (Kamm ¢ Kamm 2007).

Apesar de serem uma realidade emergente em alguns paises, a implementacdo deste tipo de
instalagdes necessita ainda do desenvolvimento tecnologico que lhes permita ultrapassar as
actuais limita¢des (Kamm e Kamm 2007).

Entre as matérias-primas possiveis de ser utilizadas numa biorefinaria, os materiais

lenhocelulodsicos sao considerados os mais interessantes (Kamm e Kamm 2007).

1.1 Materiais lenhocelulosios

Designam-se por materiais lenhoceluldsicos, os diferentes tipos de biomassa de origem vegetal
que tém como -caracteristica comum serem constituidos por polissacaridos (celulose e
hemicelulose) e lenhina (Fengel e Wegener 1983).

A biomassa lenhoceluldsica ¢ um dos principais recursos renovaveis disponiveis e constitui uma
matéria-prima de baixo custo para obtencao de biocombustiveis, materiais € produtos quimicos

de valor acrescentado (Boussarsar et al. 2009).
1.1.1 Diversidade e aplicacoes

Os materiais lenhocelulosicos podem ser classificados de acordo com a sua composi¢ao quimica,
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas como lenhosos, do tipo madeira e ndo-lenhosos
(materiais herbaceos).

Quanto a sua origem, estes materiais podem ser classificados como florestais, nos quais se
incluem madeiras folhosas como o eucalipto, o carvalho e a faia, madeiras resinosas, como 0
pinheiro e o abeto e ainda como residuos e subprodutos agricolas e agro-industriais, onde se

incluem as palhas, carolo de milho, bagaco de cana-de-acucar, dreche cervejeira, entre outros.

1
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Apesar de serem biodegraddveis, estes materiais sao muitas vezes, considerados “desperdicios” e
podem constituir-se como um problema ambiental, devido as quantidades envolvidas. Por outro
lado, estes materiais sdo também um recurso abundante, renovéavel e de baixo custo, cujas
propriedades os tornam uma excelente matéria-prima para valorizagcdo biotecnologica. Essa
valorizacao passa pelo aproveitamento dos polissacaridos e a sua transformagdo em agucares
fermentesciveis que podem, por exemplo, ser utilizados para produ¢do de combustiveis liquidos,
solventes, combustiveis gasosos, massa proteica para fins alimentares e metabolitos de valor
acrescentado, como ¢ o caso do xilitol, acido aspartico, acido glutamico, glicerol, sorbitol ¢
arabitol.

Existem diversas possibilidades para obtengdo destes produtos, contudo a ideia fundamental para
a valoriza¢do do material implica, em primeiro lugar, o seu fraccionamento, que pode ser feito

por diferentes processos fisicos, quimicos e/ou bioldgicos.

1.1.2 Composi¢iao quimica

Do ponto de vista quimico, os componentes dos materiais lenhoceluldsicos podem ser
classificados em componentes estruturais e extractivos. Dos primeiros fazem parte a celulose,
hemiceluloses e lenhina, sendo que a composi¢do quimica dos materiais lenhoceluldsicos varia
com a origem, espécie, condi¢gdes de crescimento e variagdes bioldgicas e genéticas.

Nos extractivos incluem-se os compostos de baixa massa molecular e os componentes

inorgénicos, presentes em pequena percentagem e que estdo associados a cinza.

Lenhing Celulose ;‘)

Ly

. Hemiceluloses
Prateinas

Figura 1.1 Organizacdo estrutural dos componentes macromoleculares de materiais lenhocelulosicos.

1.1.2.1 Celulose

A celulose representa, em geral, a maior fracgio dos materiais lenhocelulésicos (40-60%). E um
homopolidsido constituido por moléculas de glucose unidas por ligacdes glicosidicas 3-1,4 com

um grau de polimeriza¢do que pode variar entre 500 e 15000, formando cadeias lineares.
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As moléculas de celulose estabelecem ligagdes inter e intra-moleculares formando uma estrutura
cristalina que lhe confere elevada resisténcia quimica, sendo insolivel na maioria dos solventes

incluindo bases fortes.

1.1.2.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo heteropolimeros constituidos por pentoses (B-D-xilose, a-L-arabinose),
hexoses (B-D-manose, B-D-glucose, a-D-galactose), acidos urénicos (4cidos a-D-glucoroénico,
o-D-4-O-metilglucurénico e a-D-galacturdnico) e grupos acetilo. As hemiceluloses apresentam
diferengas quanto a sua estrutura e composicdo em funcdo da sua origem bioldgica. No grupo
das resinosas, a hemicelulose ¢ essencialmente constituida por glucomananos, possuindo assim
uma proporc¢ao superior de unidades de manose e glucose comparativamente as hemiceluloses
das folhosas e residuos agricolas. O contetido de manose pode chegar aos 10% nas folhosas e até
5% nos residuos agricolas. Nestes dois ultimos grupos de materiais, em geral, cerca de 80% dos
acucares hemicelulosicos correspondem a xilose, pelo que ¢ frequente associar o conteido em
hemicelulose ao contetido em xilano. A hemicelulose dos residuos agricolas distingue-se por
apresentar, em geral, uma maior quantidade de arabinose.

As hemiceluloses sdo soluveis em solucdes alcalinas e facilmente hidrolisaveis por acidos nos
seus componentes monoméricos, apresentando uma estabilidade quimica e térmica inferior a
celulose, provavelmente devido a falta de cristalinidade e ao grau de polimerizagdo mais baixo
(até 200) (Pereira et al. 2003).

Da hidrélise das hemiceluloses obtém-se hidrolisados que podem conter hexoses (glucose,
manose e galactose), pentoses (xilose e arabinose), pequenas quantidades de outras hexoses

(fucose e ramnose) e ainda acidos urénicos e acético que se encontram ligados a alguns agucares.

1.1.2.3 Lenhina

A lenhina ¢ um heteropolimero complexo de massa molecular elevada e de natureza polifenolica
constituido por unidades basicas de fenilpropano, unidas por ligagdes éter e carbono-carbono
com diversos padroes de ligagdo (Fengel ¢ Wegener 1983). Apresenta uma estrutura
tridimensional complexa e de dificil degradagao microbiana.

As suas fungdes biologicas sdo o revestimento das fibras de celulose conferindo-lhes um carécter
hidrofébico. A sua estrutura quimica difere também consoante seja origindria de madeiras
folhosas ou resinosas. As folhosas apresentam, em média, maior quantidade de polissacaridos e

extractivos, enquanto que as resinosas possuem teores de lenhina mais elevados
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Sendo a sua natureza quimica diferente da dos polissacaridos, as reac¢des de hidrolise acida,
enzimatica ou usando meios alcalinos, afectam pouco a lenhina, sendo por isso um dos
polimeros naturais mais resistentes. No entanto, a lenhina ¢ mais sensivel que os polissacaridos a

reaccdes de oxidagdo ou a acc¢do de solventes organicos.

1.1.2.4 Compostos de baixa massa molecular/extractivos

Para além dos componentes estruturais da parede e de outros materiais poliméricos, estdo
presentes nas células vegetais muitos outros compostos, usualmente designados como acessorios
ou extractivos (Fengel e Wegener 1983). Representam, em geral uma pequena fraccdo dos
materiais lenhocelulésicos, contudo podem ter influéncia nas suas propriedades e afectar o seu
processamento. Estes compostos podem ser divididos em orgénicos (extractivos) € inorganicos
(cinza).

Os extractivos podem ser principalmente classificados nos seguintes grupos: terpendides,
compostos fenolicos, ésteres de acidos gordos (gorduras e ceras) e alcaloides. Dos extractivos
fenolicos fazem parte compostos como os flavonodides e taninos. Nos extractos de solventes
polares podem também estar presente hidratos de carbono na forma de mondmeros ou polioses
soluveis (Alén 2000; Fengel ¢ Wegener 1983; Pereira et al. 2003).

Os compostos inorganicos incluem elementos como o potassio, magnésio e silicio (Alén 2000;
Fengel e Wegener 1983). Os materiais ndo-lenhosos apresentam, comparativamente as madeiras,

um teor mais elevado em compostos inorganicos, principalmente de silica (Alén 2000).

1.2 Sorgo

Ao longo dos ultimos anos, o etanol com origem no milho tem sido amplamente promovido
como sendo a principal fonte renovavel de energia de cariz agricola, particularmente nos EUA.
Contudo, estdo hoje identificadas outras culturas, perenes e/ou anuais, caracterizadas pela sua
elevada eficiéncia na conversdo de energia solar em biomassa. O sorgo ¢ uma dessas culturas
(Monteiro 2007).

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) é uma graminea do tipo C4 originaria de Africa que se
estendeu a outras regides do globo, nomeadamente Asia, Europa e Australia, sendo uma cultura
adequada para climas mediterranicos. Caracteriza-se por ser resistente a exposi¢ao solar, pela sua
capacidade de captar grandes quantidades de CO, da atmosfera e alta eficiéncia fotossintética.
Caracteriza-se principalmente por poder crescer em solos aridos, ser tolerante a seca, produzir

elevados rendimentos de biomassa e apresentar baixa necessidade de fertilizantes. Possui ainda
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um elevado potencial para melhoramento genético ainda s6 parcialmente explorado (Rooney et
al. 2007).

A planta pode crescer até uma altura que varia entre 120 e 400 cm, dependendo da variedade,
das condigdes de crescimento e se a colheita é anual ou perene (Gnansounou et al. 2005).

Devido a sua domesticagcdo a nivel mundial, o sorgo tornou-se a quinta cultivar de cereais mais
importante em termos mundiais logo a seguir ao arroz, trigo, milho e cevada (Vazquez et al.
2007).

Quanto as suas aplicagdes, o sorgo comecou por ter uma aplicagdo essencialmente na
alimentacdo animal, nomeadamente como pastagem, na producdo de silagem e palha para
ruminantes e graos e sementes para alimentacao de aves. Posteriormente, o sorgo comegou a ser
utilizado para producdo de etanol, nomeadamente no Brasil. Sendo um material lenhocelulosico,
o sorgo tem potencialidades para ser utilizado na producao de electricidade, biogas, fertilizantes,
bioplasticos e outros polimeros, substitutos de pasta de papel, agucar, bebidas, carvao, e para
obtencdo de produtos de valor acrescentado (Monteiro 2007).

Recentemente, nos EUA a farinha de sorgo tem sido utilizada em produtos alimentares sem
gluten (Vazquez et al. 2007).

As variedades de sorgo actualmente mais cultivadas podem ser agrupadas em trés tipos
principais: sorgo forrageiro, doce e biomassa, que se distinguem pela sua composi¢do quimica,
caracteristicas morfologicas (porte e quantidade de graos) e aplicacdes.

O sorgo forrageiro, tal como o proprio nome indica, ¢ utilizado principalmente na alimentagao
animal, com a produgdo de silagem, o corte para verde, ¢ a pastagem directa. Uma das
caracteristicas principais que o distingue dos outros tipos de sorgo ¢ a sua grande capacidade de
afilhamento e potencial rebentacdo apds cada corte (Agroquisa 2009).

O sorgo doce ¢ o tipo de sorgo mais estudado em trabalhos de investigagdo. Tal como o nome
indica, ¢ o sorgo com maior teor de agucar (sacarose, glucose e frutose), que se acumula
principalmente no caule da planta, pelo que pode ter aplicagdes semelhantes a cana-de-agucar,
nomeadamente para extrac¢ao de agucar e producdo etanol, servindo de substituto desta espécie
em zonas onde esta ndao pode ser produzida (Rooney et al. 2007). Apesar de ser originario dos
tropicos, como todos os outros tipos, o sorgo doce adapta-se bem a climas temperados (Rooney
et al. 2007).

O sorgo biomassa ou sorgo celuldsico, também tem aplicacdes semelhantes aos anteriores,
nomeadamente na alimentagdo animal, pastagem directa, conseguido alcangar rendimentos de

biomassa mais elevados em ambientes limitados de agua (Habyarimana 2004).
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Em suma, o sorgo ¢ um recurso cuja produgdo ¢ relativamente barata, renovavel, tolerante a
condicdes adversas e de facil adaptabilidade o que o torna uma cultura potencial para produgdo
de bioenergia e produtos de valor acrescentado.

O fraccionamento da hemicelulose do sorgo, nomeadamente utilizando processos de hidrolise
para a obtencdo de solugdes ricas em xilose passiveis de uma bioconversao posterior, pode ser
uma boa alternativa de uso deste recurso tdo abundante. Esta aplicagdo permite assim, a
valorizagdo da fraccdo hemiceluldsica, que pela sua natureza heterogénea e riqueza em pentoses
tem uma valorizacdo mais dificil que a celulose, contribuindo simultaneamente para a
eliminac¢do de “desperdicios” e a produgdo de produtos de valor acrescentado (Herrera et al.

2003).
1.3Fraccionamento de materiais lenhoceluldsicos

Como foi referido, para a utilizacdo e valoriza¢do dos materiais lenhoceluldsicos ¢ fundamental
o seu fraccionamento, uma vez que permite a separacao dos seus componentes poliméricos.
Podemos definir o fraccionamento da biomassa lenhoceluldsica como um conjunto de processos
fisicos e/ou quimicos e/ou bioldgicos, que conduzem a uma separagdo selectiva dos diferentes
componentes que a constituem. A principal limitagdo desta estratégia reside na dificuldade de
separacao de um tipo de componente sem que ocorra alguma degradagdo na estrutura quimica
dos restantes, pelo que a selecgdo criteriosa das condi¢des operacionais ¢ fundamental.

As diferentes propriedades fisicas e quimicas da celulose, hemicelulose e lenhina reduzem os
métodos disponiveis para a obtencdo de uma separacao selectiva destes polimeros, a um nimero
reduzido de processos. A hemicelulose ¢ a fraccdo mais facilmente hidrolisdvel enquanto a
lenhina ¢ fracamente alterada pelo acidos e permanece assim como residuo sélido. Em geral, os
polissacaridos sdo dificeis de oxidar, porém a lenhina degrada-se por métodos oxidativos.

Os polissacaridos como a celulose e as hemiceluloses podem ser hidrolisados em meio acido,
dando origem a misturas de agtcares.

Consoante o reagente utilizado, os métodos de hidrdlise de polissacaridos podem ser
classificados em métodos acidos (diluidos e concentrados), métodos hidrotérmicos, métodos
enzimaticos e alcalinos. Nestes ultimos, ¢ habitual falar-se em solubilizagdo em vez de hidrolise

em consequéncia dos mecanismos envolvidos como se verd mais adiante.

1.3.1 Hidrolise

A estrutura polimérica dos materiais lenhoceluldsicos torna dificil a utilizagdo directa dos seus

componentes pela maior parte dos microrganismos. Torna-se entdo necessario recorrer a
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tratamentos de hidrolise dos polissacaridos de forma a tornar os monossacaridos acessiveis. Em
geral, o primeiro passo de fraccionamento (pré-tratamento) consiste na hidrolise selectiva das
hemiceluloses. Para além de remocao das hemiceluloses permite uma maior acessibilidade para
o fraccionamento dos restantes componentes, principalmente da celulose e lenhina. Estes
métodos podem ser classificados em funcdo de agente reactivo e podem apresentar alguma
complexidade devido a heterogeneidade do meio reaccional, isto €, pelo facto de o substrato se

encontrar na fase solida e o catalizador na fase liquida (Herrera et al. 2004).

1.3.1.1 Hidrolise acida

O mecanismo de hidrélise acida envolve trés passos principais: no primeiro da-se a protonagao
do oxigénio da ligacdo glicosidica seguidamente ocorre a ruptura dessa ligagdo com formacao de
o~ , ~ . + ~ o~
um carbocatido e no fim dé-se a regeneracdo do ido H3O ', por reac¢ao do carbocatido com uma

molécula de dgua, formando uma molécula final estavel (Figura 1.2).

HO HO.
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- Lenta
OH “No—nR Répida OH No=—"
HO HO \
R
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o o HO o
OH -
H+ + - +
Répi N
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H

Figura 1.2 Mecanismo proposto para a cisdo das ligacdes glicosidicas na despolimerizacdo das
hemiceluloses em meio acido (Adaptado de Belkacemi et al. 1991).

Uma vez que as hemiceluloses ndo possuem uma estrutura cristalina como a apresentada pela
celulose s3o solubilizadas muito mais facilmente do que a celulose. Assim, devido a estas
diferencas de caracteristicas entre a celulose e a hemicelulose, ¢ possivel seleccionar as
condicdes de operacdo de forma que a hidrélise seja mais selectiva. Deste modo, podem
hidrolisar-se os materiais lenhocelulosicos com &cido diluido a temperaturas elevadas que
solubilizam quase a totalidade das hemiceluloses ou utilizar-se acido concentrado a temperaturas
moderadas e provocar a hidrolise total da celulose e das hemiceluloses, permanecendo a lenhina
como residuo insoluvel.

As condig¢des de operagdo vao depender assim dos objectivos que se pretendam.
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Hidrdlise com &cidos concentrados

Os acidos concentrados podem atacar as pontes de hidrogénio existentes entre as cadeias de
celulose, destruindo a sua cristalinidade. A hidroélise com 4cido concentrado ocorre geralmente a
temperaturas moderadas, 20-50°C. Com estas condigdes pretende-se reduzir as reacgdes de
degradacdo que ocorrem paralelamente, permitindo a obtencdo de elevados rendimentos em
acicares em tempos eventualmente curtos, dependendo da concentracio de acido e da
temperatura (Goldstein 1983; Wright 1988).

Os acidos podem permitir a despolimerizagdo completa dos polissacaridos, obtendo-se uma fase
solida constituida essencialmente por lenhina. Os &cidos mais utilizados sdo o sulfurico e o
cloridrico, embora também possa ser utilizado o acido trifluoracético (TFA). A solubilizacdo dos
polissacaridos ¢ possivel utilizando variadas concentragdes, por exemplo, 72% de H,SO4, 41%
de HCI ou 100% de TFA (Fengel ¢ Wegener 1983). Os dois ultimos &cidos apresentam a
vantagem de serem relativamente faceis de recuperar.

A recuperacao do &cido ¢ um passo essencial para a economia destes processos pelo que apesar
de poderem ser aplicados com algum sucesso, os custos envolvidos nos processos que utilizam
acido concentrado tém impedido a generalizacdo do seu uso. Além do custo associado a
neutralizacdo e recuperagdo do acido, os problemas de corrosdo dos equipamentos constituem

outra das desvantagens (Ogier et al. 1999; Parisi 1989; Saska e Ozer 1995).

Hidrolise com acidos diluidos

A hidrolise com acido diluido, também designada pré-hidrolise acida, ¢ um método vulgarmente
utilizado para hidrolisar as hemiceluloses a temperaturas elevadas (120-200°C) (Torget et al.
1991) deixando a lenhina e a maior parte da celulose na fase s6lida. O acido mais utilizado € o
H,S0s4, aparentemente por ser barato e eficaz, embora também sejam utilizados HCl, HNO;, HF
e H;PO,4 (Mosier et al. 2005; Parisi 1989).

Este processo apresenta, em relagdo ao anterior, as vantagens de menor formacao de produtos
indesejaveis e menores problemas de corrosdo. Contudo, os custos associados sdo bastante
elevados pela necessidade de operar a temperaturas elevadas (Sun e Cheng 2002).

Na literatura encontram-se descritas uma grande diversidade de condigdes de hidrolise com
acido diluido. No Quadro 1.1 apresentam-se alguns exemplos dessas condi¢des operacionais
para diferentes tipos de matérias-primas. As diferencas entre os varios trabalhos relacionam-se
com o tipo de acido utilizado, a concentragcdo de acido, temperatura e a duracdo do processo

utilizados para diferentes matérias-primas.
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Quadro 1.1 Condi¢des operacionais utilizadas na hidrélise com acido diluido de diferentes materiais

lenhocelulosicos.

Material Acido Concentragdo Temperatura Duracao Reforéncias

de acido (%) (°C) (min)

Residuos agro industriais
Cana-de-agucar H,SO, 4 120-140 20 (Watson et al. 1984)
Carolo de milho HCl 2 100 120 (Dominguez et al. 1997a)
Palha de arroz H,SO, 3 140-145 20 (Roberto et al 1996)
Sorgo H3;PO, 6 134 300 (Vazquez et al 2007)
Madeiras Folhosas
Carvalho H,SO, 2,5 190 30 (Wilson et al. 1989)
Eucalipto H,SO, 3 100-130 60 (Parajo et al. 1997b)
Faia HCI 2,5 165-240 20-40 (Prior et al 1989)
Madeiras Resinosas
Abeto H,SO, 2,4 200 30 (Palmqvist et al. 1998)

A hidrélise com 4cido diluido ¢, em geral, a principal escolha para a hidrolise selectiva das
hemiceluloses a monossacaridos, uma vez que ¢ um método rapido e eficaz. Contudo, ¢
necessario um cuidado especial na optimiza¢do das condi¢cdes operacionais usadas na hidrdlise
para aumentar a recuperagdo de monossacaridos e minimizar a formagdo de produtos de
degradacdo que, para além de reduzirem os rendimentos em agucares sdo potencialmente
inibidores do metabolismo microbiano (Carvalheiro et al. 2004a).

Estes compostos sdo usualmente divididos nos seguintes grupos: derivados do furano, 4cidos
alifaticos e compostos fenolicos. A natureza e quantidade de compostos inibidores dependem da
matéria-prima e dos processos de hidrolise utilizados.

Os derivados do furano sdo compostos que resultam da degradacdo dos monossacaridos pelo
efeito da temperatura (desidratagdo). O furfural resulta da degradagdo das pentoses e o
hidroximetilfurfural (HMF) da degradacao das hexoses.

Os 4cidos alifaticos sdo compostos que podem resultar de reac¢des de degradagdo ou da hidrélise
da propria hemicelulose. O 4cido acético, por exemplo, provém da hidrdlise dos grupos acetilo
das hemiceluloses e ¢ o acido fraco mais abundante nos hidrolisados. Os é4cidos formico e
levulinico sdo, geralmente, produtos resultantes da degradacdo do HMF, sendo que o acido

formico também pode ser formado a partir dos grupos metoxilo, da hemicelulose ou da
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degradacao do furfural. O efeito toxico destes compostos ¢ fun¢ao da concentragdao da sua forma
nao-dissociada, e aumenta com a diminui¢do do pH do meio e do pKa do respectivo acido.
Compostos fenolicos sdo compostos que resultam da solubilizagdo da lenhina e incluem écidos,

alcoois e aldeidos aromaticos e cetonas de Hibbert, sendo os mais toxicos os de baixa massa

molecular.
Material lenhoceluldsico
Hemicelulose Celulose Lenhina
CH,COOH
o Lae ,/’ - '\'\'\\,\\\
Acido acético / —
| 4
CHO CHO Al
CcHO CHO Compostos fenélicos
H OH H OH
H—1—OH H—1—OH
HO H HO H
HO—1—H HO—1—H
HO——H H—— OH
H——OH HO——H
H OH H OH
CH,0H CH,0H
CH,OH CH,0H
D-Xilose L-Arabinose Galactose Glucose

|7
AN € AN

HCOOH H,C—C—CH,—CH,—COOH

Furfural Acido férmico Hidroximetilfurfural Acido levulinico

Figura 1.3 Principais produtos resultantes da hidrolise de um material lenhocelulésico (Adaptado de
Palmqvist, E e Hahn-Hégredal, B. 2000).

1.3.1.2 Métodos hidrotérmicos

Os métodos hidrotérmicos baseiam-se na utilizacdo de agua, vapor, ou ambos e calor para o
tratamento da biomassa. Nestas condi¢des ocorre hidrolise dos grupos acetilo das hemiceluloses,
com solubilizagdo parcial ou total das mesmas. O objectivo destes métodos em geral ¢ a
solubilizacdo das hemiceluloses, deixando a celulose mais acessivel para uma posterior hidrdlise
(Hormeyer et al. 1988). A principal diferenca destes processos em relagdo a hidrdlise com acido
diluido ¢ que as hemiceluloses sdo maioritariamente recuperadas na forma oligomérica, enquanto
que nos processos que utilizam acidos se obtém fundamentalmente monossacaridos.

Entre os métodos hidrotérmicos distinguem-se dois principais: a auto-hidrolise (“liquid hot

water”, LHW) e a explosdo com vapor.
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Auto-hidroélise

O método de autohidrolise baseia-se no uso de dgua e de calor (150-230°C). Estes tratamentos
levam a obtencdo selectiva de hidrolisados compostos essencialmente por derivados de
hemiceluloses ¢ um residuo s6lido composto por celulose e lenhina (Boussarsar et al. 2009).
Neste caso, os catalisadores da hidrélise sio, numa primeira fase os ides H;O" provenientes da
auto-ionizagdo da 4gua e numa fase seguinte os ides H;O" provenientes dos grupos acetilo das
hemiceluloses também actuam como catalisadores (Garrote 2001). Uma vez que os agucares sao
principalmente obtidos na forma oligomérica este podera ser um processo preferencial para
obtengao de oligossacaridos (Garrote et al. 2002) que sdo compostos potencialmente prebidticos
(Moura et al. 2007).

Pelo facto de ndo ser utilizado outro reagente quimico para além da agua, a auto-hidrdlise
apresenta algumas vantagens nomeadamente problemas de corrosido reduzidos (Abatzoglou et al.
1992), os passos de reciclagem de acidos ou remogdao de precipitados ndo sdo necessarios,
simplificando assim o processo. A possibilidade de redu¢do de custos operacionais e de capital,
pela ndo utilizagdo de acidos, evidenciam as vantagens econdmicas dos tratamentos aquosos
relativamente a outras tecnologias (Kubikova et al. 1996), além do impacto ambiental reduzido

(Overend e Chornet 1987).

Explosado com vapor

A explosdo de vapor utiliza vapor de agua saturado para o aquecimento, o que permite aumentar
a velocidade de transferéncia de calor. Uma vez decorrido o tempo de operagdo pretendido, o
material € sujeito a uma descompressdo subita, o que provoca a vaporizagdo da agua contida nas
fibras, resultando uma explosdo. As forgas resultantes da descompressao provocam uma
desagregagdo da matriz lenhoceluldsica, rompendo ligagdes inter e intra-moleculares (Carrasco
1989). Devido a descompressdao ocorrem ainda modificacdes ultra-estruturais, nomeadamente
despolimerizagdo e degradagdo consideravel das fibras do material (Garrote 1997).

Este método é fundamentalmente utilizado como pré-tratamento antes da hidrolise enzimatica da
celulose. Para a obtencdo de hidrolisados hemicelulosicos tem como desvantagem o facto de se

obter uma elevada degradagdo dos actcares.

1.3.1.3 Meétodos alcalinos

As reacgdes de hidrolise de polissacaridos também podem ocorrer em meio alcalino. Os
reagentes mais utilizados sao o NaOH ou KOH em concentragdes que variam, em geral entre os

2 e os 18%. Estes métodos utilizam condi¢des moderadas de operacdo (temperatura e pressao)
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em comparacao com a hidrélise acida, por exemplo. Estes processos conduzem a uma redugao
da cristalinidade da celulose, fazendo o aumento da superficie de contacto e a porosidade da
mesma (Baudel 2006). A desvantagem deste tipo de sistema alcalino est4 parcialmente associada
a dificuldade de recuperagdo das bases, de modo a garantir a necessaria viabilidade econdémica

do processo.

1.3.1.4 Hidrolise enziméatica

O processo de hidrélise enzimatica ¢ um processo utilizado para hidrolisar a frac¢do celuldsica
e/ou hemiceluldsica por accdo de enzimas celuloliticos e/ou xilanoliticos. Este método tem
surgido sobretudo associado a producao de etanol por permitir uma conversdo quase quantitativa
da celulose a glucose (Capek-Ménard et al. 1987; Fengel ¢ Wegener 1983). Contudo, para
proceder a hidrolise da celulose ¢ necessario um pré-tratamento do material de modo a tornar
aquele componente acessivel as enzimas e permita que a despolimerizagdo ocorra em tempo util
(Wright 1988).

Uma das vantagens deste processo reside na utilizagdo de temperaturas moderadas, em meios
ndo corrosivos, estando implicitamente ligadas as vantagens econdémicas em termos de
equipamento e energia. No entanto, apresenta desvantagens de produtos formados poderem
inibir as enzimas, causando decréscimo da eficiéncia da hidrolise (Palmqvist et al. 2000), o custo
da enzima bem como a sua recuperacao no final do processo (Parisi 1989). Por outro lado, ¢ um
processo mais moroso do que por exemplo, a hidrolise 4cida e necessita de um pré-tratamento

prévio (Duarte et al. 2004).
1.3.2 Factor de severidade

A composicao quimica dos hidrolisados hemiceluldsicos obtidos através de uma hidrolise com
acido da biomassa vegetal varia de acordo com uma série de factores tais como natureza da
matéria-prima, concentragdo de 4cido, temperatura utilizada no processo de hidrdlise e tempo de
reac¢do. A temperatura utilizada, por exemplo, influencia fortemente a concentragdo dos
produtos de degradacdo presentes no hidrolisado (Palmqvist et al. 2000).

Com base na necessidade de encontrar expressdes que englobassem as diferentes variaveis
operacionais de forma a permitir a comparacdo de experiéncias realizadas em diferentes
condigdes Overend e Chornet (1987) propuseram o factor de severidade (Ro), desenvolvido com
base no conceito de indice de severidade utilizado na industria do petroleo e que se traduz pela

seguinte expressao:

¢ T -100
Ro= exp( j.dt (Eq. 1.1)
! 14,75
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Onde T representa a temperatura da reaccao (°C), t o tempo de residéncia (min) e 14,75 um
parametro empirico relacionado com a energia de activagao.

De modo a considerar o efeito da concentragao de catalisador, (Chum et al. 1990) propuseram o
factor de severidade combinado (CS) que se relaciona com a Eq.1.1 pela seguinte expressao:

CS =log Ro — pH (Eq. 1.2)

1.4Métodos de destoxificacao

De modo a evitar a inibi¢do do crescimento microbiano em hidrolisados, pode proceder-se a
remog¢ao dos compostos inibidores através de diversos métodos de destoxificagdo ou, por outro
lado, utilizar métodos de hidrolise suaves, como por exemplo a hidrélise com acidos diluidos em
que a formagao destes seja, tanto quando possivel, minimizada (Palmqvist et al. 2000).

Os métodos de destoxificagdo podem agrupar-se basicamente em dois grupos, os métodos fisico-
quimicos e os biologicos. Os métodos de destoxificacao fisico-quimicos incluem ajuste do pH,
“overliming”, evaporagdo, tratamento com sulfito, resinas de troca idnica, carvao activado,
destilagdo, extrac¢do com solventes e exclusao molecular. O ajuste do pH constitui um método
quimico de destoxificacdo que consiste em aumentar o pH acido do hidrolisado, utilizando, por
exemplo, Ca(OH),, CaO, NaOH, KOH at¢ valores proximos da neutralidade e adequados a
actividade microbiana. Nestas condigdes ocorre também precipitacdo de compostos fenolicos,
metais pesados, furfural, acetato e terpenos (Frazer e McCaskey. 1989; Lee e McCaskey 1983) e
o precipitado ¢ posteriormente removido.

O método designado por “overliming” consiste na adi¢do ao hidrolisado de uma base com o
objectivo de aumentar o pH do mesmo até 10-10,5, uma vez que a estes valores de pH, os acidos
fracos, tais como acético e maior parte dos compostos fendlicos, dissociam-se, permitindo a sua
remogao parcial (Palmqvist et al. 1998). O pH do hidrolisado ¢ posteriormente acertado até
valores adequados para o crescimento microbiano, sendo o novo precipitado removido através de
uma separagao solido-liquido.

A adsorc¢do com carvao activado ¢ um método de destoxificagdo, em que o hidrolisado pode ser
tratado de duas formas: por passagem numa coluna empacotada com carvao, ou simplesmente
colocado em contacto com o carvao activado num processo descontinuo. Este tratamento permite
a remogdo de acido acético, compostos fenolicos (Browning 1967; Tran e Chambers 1986),
HMF e furfural (Carvalheiro et al. 2004b).

Os tratamentos de destoxificacdo com resinas de troca idnica tém sido descritos como eficientes
para a remog¢dao de acido acético, além de permitirem a remogdo, em geral, de todos os

compostos inibidores habitualmente presentes nos hidrolisados (Larsson et al. 1999b). As resinas

13



Introdugdo

de troca anidnica permitem uma maior remog¢ao de acido acético relativamente as resinas de
troca catidnica, além de uma reducdo significativa dos restantes compostos inibidores
(Carvalheiro et al. 2004b).

O método de evaporacdo, geralmente utilizado para aumentar a concentragdo de agucares no
hidrolisado permite a remocao de compostos volateis, tais como, acido acético e furfural (Parajé
et al. 1996b).

Outro método eficiente de remocdo de inibidores ¢ a extraccdo com solventes organicos
(benzeno, acetato de etilo, éter dietilico, cloroféormio e hexano) (Wilson et al. 1989).

Um outro método possivel consiste no tratamento com sulfito em que os hidrolisados sao
neutralizados, geralmente com Na,;SOs, permitindo a remogéo de furfural e HMF (Larsson et al.
1999b).

Os métodos biologicos englobam os tratamentos com enzimas ou microrganismos, como por
exemplo, as enzimas peroxidase e lacase, obtidos a partir de fungos e que permitem sobretudo a
remogdo de compostos fendlicos de baixa massa molecular (Palmqvist et al. 1998).

Convém referir, que os métodos de destoxificacio podem conduzir também a uma perda de
acucares, nomeadamente aqueles que utilizam carvao activado (Carvalheiro et al. 2004b; Parajo
et al. 1996a) e resinas de troca anionica, além de aumentarem os custos inerentes ao processo,

devendo entdo seleccionar-se um processo de destoxificacdo econdmico e eficiente (Larsson et

al. 1999b).

1.5 Xilitol
A bioconversdo dos hidrolisados hemicelulosicos para obtengcdo de produtos de wvalor
acrescentado constitui uma alternativa a utilizacao directa de oligossacaridos ou das pentoses.
Nestes hidrolisados a xilose ¢ o monossacarido presente em maiores quantidades. Uma das
possibilidades mais atractivas para a sua valoriza¢do consiste na sua utilizagdo para producao de
polidis, nomeadamente xilitol e arabitol. Destes, o xilitol é o que apresenta maior interesse e
valor comercial.
O xilitol ¢ um poliol (CsH;,0s) que se designa como xilo-pentano-1,2,3,4,5-pentol com poder
adocante semelhante ao da sacarose e superior ao de outros polidis como o sorbitol ou o manitol.
E encontrado como intermediario normal do metabolismo de hidratos de carbono em mamiferos
e também em pequenas quantidades em algumas frutas (framboesas, ameixas, péras), legumes
(alface, couve-flor, espinafre, chicoria) (Hyvonen et al. 1982) e arvores (vidoeiro)

(Winkelhausen e Kuzmanova 1998).
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1.5.1 Propriedades e aplicacdes

O principal interesse do xilitol, resulta do seu potencial como edulcorante alternativo, uma vez
que apresenta um baixo valor calorico (4,0 kcal/g) e um poder adocante semelhante ao da
sacarose e superior ao de outros polidis.

O valor comercial do xilitol, assim como o seu mercado, que continua a crescer, advém de um
conjunto de propriedades fisicas, quimicas e tecnologicas vantajosas deste produto para
utilizagdo nas industrias alimentar, cosmética e farmacéutica.

No Quadro 1.2 apresentam-se algumas das propriedades fisico-quimicas do xilitol.

Quadro 1.2 Propriedades fisicas e quimicas do xilitol (Adaptado de Peito, M.A. 1992)

Formula quimica CsH100s

Massa molecular (g.mol™) 152,15

Aparéncia p6 branco cristalino
Sabor Doce

Odor nenhum

Poder adogante Equivalente a sacarose
Viscosidade (solucao aquosa a 10%) 1,23 ¢p

Ponto de ebulicdo (°C) a 1 atm 126,0

pH em solugdo aquosa (0,1g.L™") 5a7

Densidade 1,52

Calor de dissolugdo (cal.g™) -34,80

Solubilidade (g.100 mL™" H,0O a 20°C) 168,0

Temperatura de fusao (°C) 93,0-94,5

Energia (kcal.g™) 4,0

Inicialmente o interesse pelo xilitol surgiu devido ao seu poder edulcorante. No entanto, a sua
caracteristica mais importante, e que o distingue de outros edulcorantes, relaciona-se com as suas
propriedades ndo-acidogénicas, anticariogénias e de promocao da remineralizacdo dos dentes,
que o tornam um agente importante em termos de saude oral na preven¢ao de carie dentaria.

No que diz respeito as suas aplicacdes, o xilitol ¢ actualmente utilizado na industria alimentar em
pastilhas elasticas, iogurtes, sobremesas congeladas, gelados, compotas, produtos de confeitaria,
chocolates, e coberturas para bolos, na industria farmacéutica como edulcorante ou excipiente na
formulacao de xaropes e preparagdes de vitaminas (geralmente em combinagao com o manitol,
sorbitol e acido citrico) na formulacdo de suplementos dietéticos (aminoacidos, vitaminas) e,

principalmente, em produtos de higiene oral como pastas dentifricas e em bebidas dietéticas
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(Sakakibara et al. 2009). Este poliol é também indicado para diabéticos, uma vez que a
metabolizagdo ¢ independente da insulina (Sakakibara et al. 2009) e também no tratamento de
lesdes renais, prevencdo de otites ou alteragdes no metabolismo dos lipidos (Silva 1999).

Apesar de todas estas vantagens na utilizacao de xilitol, o seu uso tem sido relativamente restrito,
principalmente devido ao seu custo. Em 1998 o mercado mundial de xilitol era de cerca de
30.000 ton, e apresentava um crescimento anual de 20% (Llorente et al. 1999). Para a baixa
quota de mercado do xilitol, relativamente a outros edulcorentes, contribui o seu custo de
produgdo, comparativamente mais elevado que o sorbitol.

Em 1999, o pre¢o de mercado do xilitol era de 3-3,6 euros/kg (Llorente et al. 1999). Em 2005 o

preco do xilitol situava-se entre 5 e 5,7 euros’kg (www.chemicalresgister.com;

www.emeraldforesxylitol.com), actualmente o prego deste polidl situa-se nos mesmos valores,

que significa que o mercado do xilitol ndo tem crescido nos ultimos 5 anos.

Note-se, no entanto, que relativamente a estes dados existe muita escassez de informagao

1.5.2 Processos de producio de xilitol

O xilitol pode ser obtido de vérias formas: através de produgdo pelo método convencional que
consiste na redug¢do quimica da xilose presente em hidrolisados hemiceluldsicos, isolamento a
partir das suas fontes naturais por extrac¢dao solido-liquido (bastante dificultada pela pouca

quantidade presente nestas fontes) ou alternativamente, através da producao biotecnoldgica.

1.5.2.1 Sintese quimica

Até muito recentemente, todo o xilitol produzido a escala industrial era obtido a partir da
redu¢do quimica da xilose (hidrogenag¢ao da xilose a xilitol na presenga de um catalisador
Raney-niquel) proveniente de hidrolisados hemiceluldsicos, principalmente a partir de madeiras
folhosas. A produgdo de xilitol por métodos quimicos envolve os seguintes passos principais: 1)
hidrolise do material lenhoceluldsico, ii) Purificagdo do hidrolisado para obter xilose, iii)
hidrogenacgéo da xilose a xilitol, iv) purificacao ¢ cristalizagdo do produto (Hyvonen et al. 1982;
Melaja e Hamaldinen 1977).

O passo de purificagdo do produto (ii), ainda que possa ou ndo ser realizado, ¢ importante tendo
em conta a ndo especificidade do catalisador da reac¢do, que catalisa também a redugdo de
outros acucares presentes nos hidrolisados, complicando e tornando mais dispendioso ainda a

etapa seguinte de purificacao.
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1.5.2.2 Produgéo biotecnoldgica

Sendo o rendimento em xilitol a partir dos xilanos cerca de 50-60%, ou seja, 8-15% dos
materiais lenhocelulésicos (Winkelhausen e Kuzmanova 1998), e tendo em conta os custos dos
passos de purificagdo e separacao (os mais dispendiosos) os processos de producao de xilitol que
utilizam microrganismos constituem, cada vez mais, uma alternativa aos processos quimicos € ¢
sobre eles que tém incidido muitos trabalhos de investigacdo relacionados com a produgdo de
xilitol desde o final da década de 80 (Nigam e Singh1995).

A producdo biotecnoldgica de xilitol tem sido descrita por varios grupos de investigacdo nos
ultimos anos, considerando-se que, desde a descoberta e caracterizagdo de varios
microrganismos capazes de fermentar a xilose em xilitol, as pesquisas apontam para a
possibilidade de vir a ser viavel este tipo de produgdo alternativa (Furlan et al. 1991; Nolleau et
al. 1995).

A possibilidade de se utilizar meios de cultura contendo varias fontes de carbono, sem a
necessidade de purificagdo prévia da xilose (Silva et al. 1994), constitui uma das grandes
vantagens do processo microbiologico em relagdo ao processo quimico, atendendo aos elevados
rendimentos em xilitol obtidos com alguns microrganismos neste meio. A produgdo
microbiologica de xilitol vem também reduzir a formacdo de substancias potencialmente
inibidoras (Silva et al. 1994), sendo o produto obtido mais adequado para utiliza¢do na industria
alimentar. Outra vantagem diz respeito ao custo dos equipamentos associados a este processo
que sdo inferiores aos do processo quimico, pelo facto de decorrer a temperaturas e pressoes
moderadas, sendo no entanto, mais moroso.

A sintese microbioldgica de xilitol pode ser realizada por leveduras, bactérias, fungos ou

utilizando enzimas purificadas provenientes destes microrganismos (Dominguez et al. 1999).

1.5.1 Microrganismos produtores de xilitol

Embora em pequeno nuimero, tém sido identificados bactérias, fungos e leveduras capazes de
utilizar a xilose como fonte de carbono e energia. Algumas bactérias como Corynebacterium sp.
(Yoshitak e Shimamur 1973), Enterobacter liquefaciens (Lee e McCaskey 1983) ¢
Mycobacterium smegmatis (Sugai ¢ Delgenes 1995) tém sido descritas como produtoras de
xilitol. No entanto, devido as pequenas quantidades de xilitol produzidas (Winkelhausen e
Kuzmanova 1998), ndo tém atraido um grande interesse de investigagao.

No que diz respeito aos fungos filamentosos, para produgdo de xilitol, estd descrita a sua

producéo por Petromyces albertensis (Bicho et al. 1988) .
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De entre os microrganismos, alvo de estudos realizados, de uma forma geral, as leveduras sao
consideradas os melhores microrganismos produtores de xilitol, e por este motivo a maior parte
dos estudos sdo feitos em leveduras.

A capacidade que as leveduras possuem em produzir xilitol a partir de D-xilose foi descrita
primeiramente por Onishi e Suzuki (1966). As leveduras sao produtoras de xilitol por exceléncia
e destas destacam-se as pertencentes ao género Candida: C. guilliermondii (Barbosa et al. 1988;
Roberto et al. 1991), C tropicalis (Barbosa et al. 1988), C. parapsilosis (Furlan et al. 1991), C.
pelliculosa (Kitpreechavanich et al. 1984), C. boidinii (Vandeska et al. 1995), C. mogii
(Kitpreechavanich et al. 1984), C. entomaea (Saha ¢ Bothast 1996), C. peltata (Saha ¢ Bothast
1999), C. magnoliae (Horiuchi ¢ Tada 2008) e a espécie Debaryomyces hanseni (Amaral-
Collago et al. 1989; Parajo et al. 1995) que produzem xilitol como produto principal. Para esta
ultima encontram-se descritos rendimentos em xilitol relativamente elevados quer a partir de
solucdes de xilose quer em hidrolisados. Existem autores que referem a levedura D. hansenii
UFV-170 como sendo a melhor produtora de xilitol entre 270 leveduras diferentes (Sampaio et

al. 2004).

1.5.1.1 A levedura Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii (forma anamorfica: Candida famata) ¢ uma espécie das quinze do
género Debaryomyces, caracterizada pela apresentagdo de reprodugdo vegetativa por gemulagao
multilateral e pela capacidade de formar ou ndo um pseudomicélio primitivo ou por vezes bem
desenvolvido. Neste género ha possibilidade de ocorréncia de conjugacdo isogdmica ou
heterogamica formando-se um a dois esporos, esféricos ou ovais, por asco. A ndo assimilacao de
nitratos e a possibilidade de assimilacdo de nitritos sdo outras das caracteristicas tipicas (Barnett
2000; Kreger 1984).

A espécie D. hansenii ¢ composta pelas variedades hansenii e fabryii.

O ecossistema marinho ¢ um dos principais habitats a que esta levedura aparece associada,
embora tenha também sido isolada de cana-de-agticar (Amaral-Collago et al. 1989; Peito 1992),
material dermatologico (Stenderup 1992) e diversos alimentos processados.

Esta levedura tem diversas aplicagdes biotecnoldgicas, nomeadamente em produtos de
salsicharia (Encinas et al. 2000) e queijos (Fleet 1990). Nestes ¢ uma das espécies mais comuns,
e contrariamente a outras espécies a sua prevaléncia ndo depende do tipo de queijo. Encontra-se
também em estudo a sua utilizagdo em iogurtes e ¢ uma das espécies de leveduras mais comuns

associadas a alimentos congelados (Guerzoni et al. 1993).
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Debaromyces hansenii, sendo uma espécie halotolerante capaz de crescer em meios com
concentragoes de NaCl até 4,1 M, apresenta também potencialidades na produgdo de glicerol,
que em conjunto com o arabitol, sdo os principais solutos compativeis produzidos e acumulados
como resposta da levedura ao stress osmoético (Adler e Gustafsson 1980; da Costa et al. 1989).

Para além das aplicacdes anteriores apresenta também potencialidades na producao de
riboflavina (Buzzini e Rossi 1997) e principalmente xilitol (Amaral-Collago et al. 1989; Parajo
et al. 1995; Sampaio et al. 2004). O potencial interesse desta levedura, esta relacionado com o
facto de para além da capacidade comprovada de utilizar a generalidade de monossacaridos
presentes em hidrolisados hemicelulosicos, xilose, arabinose, glucose, galactose e manose
(Tavares et al. 2000), consegue utilizar de forma muito eficaz a xilose como Unica fonte de
carbono e energia, o que representa um aspecto muito importante para a bioconversdo dos
hidrolisados hemiceluldsicos, sendo referida como uma das leveduras mais importantes para

mediar a conversao daquela pentose a xilitol como produto principal.

1.5.1.2 Metabolismo da D-xilose em Debaryomyces hansenii

A D-xilose ¢ uma aldopentose e representa o principal aglcar constituinte da frac¢ao
hemicelulosica de biomassa vegetal.

A conversao eficiente dos agucares resultantes da hidrolise dos materiais lenhoceluldsicos
depende da forma como se efectua o transporte através da membrana plasmatica, dependendo
este de uma série de factores ambientais tais como o oxigénio disponivel, pH, temperatura,
mistura de agucares e das concentragdes de etanol e acido acético (Spencer et al. 1988).

A utilizagao da D-xilose por microrganismos pode ser efectuada por trés vias metabolicas
diferentes: isomerizacao de D-xilose a D-xilulose, reducao de D-xilose a xilitol e oxidagdo de D-
xilose a xilano-y-lactona. A enzima responsavel pela isomerizacdo de D-xilose a D-xilulose ¢ a
xilose-isomerase que se encontra predominantemente em células procariotas (Jeffries 1983). A
oxidacdo de D-xilose a xilano-y-lactona ¢ efectuada, exclusivamente, por alguns géneros de
bactérias tais como, por exemplo, Pseudomonas e Gluconobacter, sendo neste caso o enzima
responsavel a xilose-desidrogenase (DXH).

O metabolismo da D-xilose possui dois passos iniciais fundamentais para o controlo da producao
de xilitol: o primeiro passo ¢ catalisado pelo enzima xilose-redutase (XR) e origina xilitol a
partir da reducdo da xilose, dependendo da presenga de NAD(P)H. O segundo passo ¢ catalisado
pelo enzima xilitol-desidrogenase (XDH) que oxida o xilitol em xilulose e estd associado a
presenca de NAD". A formagdo destas enzimas ¢é induzida pela propria presenca de xilose, e ndo

pela activagdo de formas enzimaticas pré-existentes. O oxigénio tem sido referido como factor
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que regula a inducao destes enzimas, sendo o seu papel a regeneragao dos co-factores fortemente

depende da disponibilidade daquele gés.

L —

Membrana citoplasmatica

R ? XDH
D-xilose w Xilitol / \

NADPH  NADP NAD" NADH

I v

Reoxidagao via CTE

¢

Taxa de transferéncia de Oxigénio

> D-xilulose

Figura 1.4 Passos iniciais do metabolismo da D-xilose em Debaryomyces hansenii e mecanismo

bioquimico da acumulagao de xilitol. (Adaptado de Carvalheiro, 1997).

As leveduras que metabolizam a D-xilose podem ser incluidas em dois grupos distintos, sendo a
classificagdo feita com base na especificidade da enzima XR em relagdo aos co-factores NADPH
e NAD" como também nas concentragdes relativas de produtos formados em diferentes
condicdes de arejamento. As leveduras que possuem uma XR especificamente dependente do
NADPH (Candida tropicalis, C. guilliermondii) (Amaral-Collago et al. 1989) ¢ as leveduras em
que a XR utiliza como co-factores quer o NADPH quer o NADH, tais como C. shehatae, P.
tennophilus, P. stipilis (Girio ¢ Roseiro 1993). Sendo a XR de D. Hansenii classificada como
exclusivamente dependente do NADPH, esta ndo fermenta D-xilose em anaerobiose
(Carvalheiro 1997).

Em condigdes semi-aerobias a taxa de oxidagdo de NADH ¢ limitada, o que acoplado a
impossibilidade da sua regenerag¢do pela XR, leva a que ocorra uma acumulagdo intracelular de
NADH. Este facto conduz a inibi¢do da actividade de XDH, ocorrendo acumulagdo extracelular

de xilitol (Ditzelmiiller et al. 1984; Prior et al. 1989).

1.5.2 Factores que influenciam a producio biotecnoldgica de xilitol

A bioconversdo de xilose a xilitol ¢ um processo complexo, que ¢ influenciado por diversos
factores tais como a estirpe, a idade e a concentragdo celular, condi¢des de cultura e o tipo de

meio de cultura, assim como também temperatura, concentracao de xilose e oxigénio disponivel.
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1.5.2.1 Idade do in6culo

A idade do inoculo tem sido citada como um factor que influencia a actividade metabolica e a
viabilidade das células (du Preez 1994), afectando tanto as taxas como os rendimentos da

conversao.

1.5.2.2 Concentragao do in6culo

O aumento da concentragdo inicial de células tem como consequéncias o aumento do rendimento
e produtividade em xilitol. No entanto, em meios com elevada densidade celular, a redugdo da
disponibilidade de oxigénio pode também conduzir a diminuicdo dos rendimentos e
produtividades sugerindo a existéncia de uma concentracdo Optima para dadas condigdes
operacionais, por outro lado, a utilizacdo de concentracdes celulares mais elevadas em
hidrolisados lenhoceluldsicos, pode minimizar o efeito inibitério de alguns componentes

presentes nestes substratos.

1523 pH

O pH 6ptimo para leveduras situa-se, geralmente entre 4 ¢ 6. De acordo com Dominguez et al.
(1997b) o pH optimo para a levedura Debaryomyces hansenii ¢ de 5,5. Em hidrolisados
lenhocelulodsicos, a influéncia do pH inicial na bioconversao da xilose tem sido relacionada, em

geral, com a presenca de acido acético (Felipe et al. 1995; Ferrari et al. 1992).

1.5.2.4 Temperatura

As leveduras em geral apresentam temperaturas Optimas para a producdo de xilitol entre 24 e

45°C, sendo a mais adequada aproximadamente 30°C.

1.5.2.5 Composi¢do do meio de cultura

O meio de cultura deve satisfazer as necessidades basicas dos microrganismos tais como
carbono, oxigénio, azoto, fosforo, enxofre, entre outros, tendo influéncia profunda na
acumulagao de polidis em leveduras. Verifica-se que a concentracdo de D-xilose ¢ um parametro
critico para a producgdo de xilitol, sendo esta favorecida na presenca de elevadas concentragdes
desta pentose (Winkelhausen e Kuzmanova 1998).

Os estudos realizados em meio quimicamente definido contendo apenas hexoses ou pentoses
demonstram que a acumulagdo de polidis por D. hansenii s6 ocorreu nos meios contendo
pentoses. A presenca de hexoses, tais como a glucose ou manose, podem inibir o metabolismo da

xilose por repressdo e inactivagdo do sistema de transporte da xilose ou de enzimas catabdlicas,
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mas em baixas concentragdes podem levar a estimulacdo da producao de xilitol. A adi¢dao de
fontes de azoto e de outros nutrientes tem demonstrado potenciar a bioconversdo de xilose em
xilitol. Como exemplo de nutrientes complexos habitualmente utilizados para suplementar meios
de cultura podem referir-se o extracto de levedura (Preziosi-Belloy et al. 2000), a agua de
maceracdo do milho, também denominada como “corn steep liquor” (CSL), casaminodcidos e

extracto de farelo de arroz (Roberto et al. 1996).

1.5.2.6 Disponibilidade de oxigénio

O arejamento ¢ uma varidvel experimental de extrema importancia uma vez que a
disponibilidade de oxigénio condiciona a separacao do fluxo de carbono para o crescimento e
para a formag¢do de produtos, sendo esta ultima favorecida em condi¢des de limitagdo de
oxigénio (semi-aerobiose) (Roseiro et al. 1991; Winkelhausen e Kuzmanova 1998). No entanto,
torna-se dificil definir as condi¢cdes a que corresponde essa restricdo de forma a assegurar o
equilibrio entre crescimento e producdo de xilitol. Além disso, o controlo do oxigénio dissolvido
¢ tecnicamente dificil de alcangar.

Assim, o fornecimento de oxigénio constitui um pardmetro chave que determina se a xilose sera
fermentada ou respirada. Por isso, para um processo eficaz, ¢ extremamente importante
determinar os nives de oxigénio que proporcionam uma utilizacdo balanceada do carbono quer
para o crescimento como para a fermentagdo (Winkelhausen et al. 1998). Uma vez que, para
além da taxa de arejamento, a formagao de xilitol em leveduras ¢ muito sensivel a concentra¢ao
de substrato, o ideal sera que estes dois parametros sejam primeiramente tidos em consideragao

simultaneamente quando se optimiza a producdo de xilitol, para qualquer espécie de levedura ou

tipo de meio fermentativo.

1.5.2.7 Concentracao de xilose

A concentracdo de xilose ¢ um parametro critico para a producdo de xilitol, tendo sido
demonstrada a tendéncia para um aumento de producdo de xilitol com o aumento da sua
concentragdo inicial. De acordo com Nigam e Singh (1995), aumento da concentracdo de xilose
conduz a aumentos dos rendimentos e produtividades, desde que os microrganismos tolerem
concentragdes de acucares e pressoes osmoticas elevadas. O efeito favoravel da concentracio de
xilose elevada, tem sido também associado a um aumento da actividade de enzima XR naquelas

condicoes.
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1.5.2.8 Concentracéo de produto

A influéncia de concentragao de xilitol sobre os resultados de bioconverscao de xilose em xilitol
tem sido pouco descrita na literatura. Em leveduras, a inibi¢ao pelo xilitol produzida foi descrita
para a Candida shehatea (Kastner et al. 1996) para uma concentragdo extracelular de xilitol de
50 g.L"', sendo a causa da inibi¢do associada ao transporte do xilitol através da membrana. O
xilitol ndo ¢ um substrato preferencial para leveduras metabolizado por leveduras que fermentam
xilose, embora o consumo de xilitol e etanol pela levedura D. hansenii tenha sido observado
apos o esgotamento da xilose no meio de cultura (Medeiros 2003). Além do xilitol, podem
também formar-se alguns produtos secundarios em pequenas quantidades, tais como o etanol,
glicerol, arabitol e ribitol. O facto de que o xilitol, quando presente em elevadas concentragdes,
pode ser usado como fonte de carbono para o crescimento celular foi descrito por Meirinho et al

(citado por Girio et al. 1994; Parajo et al. 1998D)).

Sendo a produgao de polidis (xilitol e arabitol) em leveduras condicionada por diversos factores,
descritos ao longo da introdugdo, o presente trabalho debrugou-se sobre a optimizagdo de um
processo de hidrolise selectivo da frac¢do hemiceluldsica de sorgo do tipo biomassa para a
obten¢ao de um meio de cultura rico em pentoses, com baixas concentragdes de inibidores sendo
também avaliado o efeito da destoxificagdo no crescimento celular e na acumula¢do daqueles
polidis pela levedura D. hansenii.

Assim, sendo o sorgo biomassa um material lenhocelulésico com potencial para originar
hidrolisados ricos em pentoses, os objectivos deste trabalho passaram, em primeiro lugar, pela
optimizacdo da pré-extraccdo aquosa de aglicares soluveis do sorgo biomassa, seguindo-se a
optimizacdo da hidrolise 4cida selectiva da hemicelulose dessa matéria-prima. O segundo
constituiu na caracterizagdo dos trés principais tipos de sorgo (biomassa, doce e forrageiro) no
estado verde no que diz respeito aos agucares presentes no suco € no licor da pré-extrac¢ao
aquosa. Por fim, para avaliar a viabilidade do hidrolisado para produgdo de xilitol, testou-se a

levedura Debaryomyces hansenii na produgéo desse poliol.
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2. Materiais e métodos

2.1 Matérias-primas

A principal matéria-prima utilizada neste trabalho foi sorgo biomassa (variedade H133), colhida
em Setembro de 2008 e disponibilizada pela Estacdo Nacional de Melhoramento Plantas (Elvas,
Portugal). Contudo, também foi utilizado sorgo no estado verde, das variedades doce, forrageiro
e biomassa, também fornecido pela Estacdo Nacional de Melhoramento Plantas (Elvas,

Portugal).

2.1.1 Preparac¢io da matéria-prima

Antes da sua utilizacdo, o sorgo biomassa (variedade H133) foi seco numa estufa a 40°C (Cassel,
Portugal), de modo a obter um teor de humidade da ordem de 10%. Em seguida, foi moido
(particulas <6 mm) num moinho (Fritsh Industriestr, Alemanha) e sujeito a uma pré-extracgao
aquosa de forma a remover os agucares soluveis. Essa extraccdo foi realizada em autoclave
(Uniclave, Portugal) utilizando razdes liquido/sélido (RLS) de 7 e 10 (g/g), 100°C e fazendo
variar o tempo de pré-extrac¢do entre 30 e 60 min. Apds arrefecimento, as fraccdes solida e
liquida foram separadas por prensagem. Os licores obtidos foram armazenados a 4°C até
posterior utilizagdo e os solidos secos uma estufa (Memmert UL-40, Alemanha) a 40°C,
homogeneizados e caracterizados quimicamente (ponto 2.6.1).

De forma a avaliar a eficiéncia da pré-extrac¢do aquosa foi igualmente efectuada a extrac¢ao dos
acucares soluveis pelo método de Luff-Shoorl modificado (Anexo I).

Os licores obtidos por ambos os métodos de extraccdo foram analisados por HPLC (ponto

2.6.1.8).

2.1.2 Caracteriza¢ao quimica do sorgo verde

O sorgo verde, dos tipos biomassa, doce e forrageiro, foi colhido em Setembro de 2009 e
disponibilizado pela Estacao Nacional de Melhoramento Plantas (Elvas, Portugal).

Antes da sua utilizagio, o material foi triturado num triturador (Vicking GE 355, Austria)
seguido de prensagem (Sotel, Portugal). Foi determinada a composi¢dao em agucares do suco por
HLPC (ponto 2.6.1.8) e avaliado o rendimento.

Os diferentes tipos de sorgo verde, bem como as amostras prensadas, foram também sujeitos a

uma pré-extrac¢ao aquosa de forma a remover os agucares soltveis. Essa extraccao foi realizada
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em autoclave (Uniclave, Portugal) utilizando uma RLS de 7 (g/g), 100°C e tempo de pré-
tratamento de 45 min. Apos arrefecimento, as frac¢des solida e liquida foram separadas por

prensagem e o licor analisado por HPLC (ponto 2.6.1.8).

2.2 Hidrodlise com acido diluido

O material pré-tratado foi hidrolisado em autoclave, em frascos Schott (Alemanha) de 1000 mL
de capacidade, fechados com tampas Schott GL45 (temperatura maxima admissivel 200°C).
Foram testadas diferentes concentracdes de H,SOs, entre 1,2 e 3% (p/p). A RLS foi sempre de 7
g/g, e a temperatura de 130°C. O tempo de hidrélise variou entre 10 e 180 min. Os resultados sao
interpretados com base no factor de severidade combinado, CS (Eq. IV.3).

De forma a minimizar diferencas entre os diversos ensaios, os frascos foram colocados no
autoclave s6 apo6s este ter atingido os 50 °C, registando-se em seguida a evolugdo da temperatura
entre os 100 e os 130°C (9 min). Atingido o tempo de hidrolise pré-definido, desligou-se o
aquecimento e abriu-se imediatamente o arejo do autoclave de modo a que a temperatura
baixasse até aos 120°C, registando-se o tempo de arrefecimento (13 min). Em seguida abriu-se o
esgoto para que a temperatura baixasse rapidamente. Apos arrefecimento dos frascos, a
ocorréncia de possiveis perdas foi avaliada através da sua pesagem. A mistura obtida foi
prensada como descrito anteriormente e a frac¢do liquida (hidrolisado) foi caracterizada quanto
ao pH, composicdo quimica e percentagem de sélidos, tal como descrito em 2.6.1.

Os residuos solidos foram lavados com agua desmineralizada, secos a 50°C em estufa durante 3
dias e pesados apos terem permanecido 2 dias a temperatura ambiente. Foi usada uma amostra
representativa de cada ensaio para a determinacdo da humidade. A quantidade de amostra
restante foi moida num moinho de facas (IKA, Alemanha) a particulas inferiores a 0,5 mm e
caracterizadas quimicamente, conforme descrito em 2.6.1.

Todos os ensaios de hidrolise foram realizados, pelo menos, em duplicado.

2.3Producio de hidrolisado para os ensaios de bioconversao

A producdo de hidrolisado para os ensaios de bioconversdo foi realizada nas condig¢des
optimizadas (1,4% H,SO4 (p/p), 130 °C, RLS=7 g/g e 75 min de tratamento), tendo sido
realizados varios ensaios de modo a obter o volume de hidrolisado necessario. No final de cada
tratamento o contetido de cada frasco de hidrodlise foi prensado e os diversos hidrolisados foram

misturados de modo a obter um lote uniforme e armazenados a 4°C.
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2.4 Destoxificacao dos hidrolisados

2.4.1 Correccao de pH

O pH dos hidrolisados foi acertado até 5,5 pela adicdo de um agente alcalino, tendo-se testado
Ca(OH),, KOH e NaOH, todos na forma sélida. O NaOH foi o agente escolhido uma vez que a
adi¢do de Ca(OH), e KOH deram origem a precipitados muito significativos apds a
suplementagdo do meio de cultura o que impediria a sua eficaz utilizagdo. A adi¢do progressiva
de pequenas quantidades do agente alcalino foi acompanhada por agitagio magnética e leituras
constantes de pH (Crison micropH 2002, Espanha). Ap6s acerto de pH, o hidrolisado foi filtrado
utilizando filtros Whatman n.° 1 (filtragdo rapida) e n.° 41 (filtracdo lenta).

2.4.2 Tratamento com carvao activado

Utilizou-se carvao activado granulado, c.a. 2,5 mm (Merck, Alemanha) o qual foi previamente
lavado com agua e recolhido por filtragdo com papel de filtro Whatman n.° 1. Apds secagem a
temperatura ambiente durante 1 dia, foi equilibrado com HCI 0,4 M durante 1 h, filtrado, lavado
novamente com agua e seco a temperatura ambiente durante 48 h.

O carvao tratado foi misturado com o hidrolisado (pH previamente acertado a 2,5 através da
adicdo de NaOH solido), numa propor¢dao de 10% (p/v), e colocado sob agitacdo magnética
durante 1 h a temperatura ambiente. No final, o hidrolisado foi recolhido por filtragdo (filtros
Whatman n.° 1). Ap6s o tratamento, o pH do hidrolisado foi acertado para 5,5 através da adicao

de NaOH sélido.

2.4.3 Concentracio do hidrolisado

De modo a aumentar a concentragdo em xilose, bem como a remover alguns compostos
inibidores volateis, tais como o furfural e o acido acético, os hidrolisados sujeitos ou ndo a uma
destoxificacdo prévia com carvao activado e com o pH acertado a 5,5, foram concentrados (2
vezes, em massa) sob vacuo num evaporador (Biichi, Suica), com a capacidade de evaporar
separadamente quatro amostras, com um volume util individual de 100 mL. As condicdes de
operagao utilizadas foram: 70°C na placa superior e 100°C na placa inferior, de modo a obter-se
uma temperatura no hidrolisado de aproximadamente 70°C, agitacdo de 175 rpm e 200 mbar de

pressao, controlada automaticamente por uma bomba de pressao (Biichi B-721, Suica).

26



Materiais € métodos

2.5 Microrganismo e condicées de cultura

2.5.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a levedura Debaryomyces hansenii, depositada na Colecgdo de
Culturas de Microrganismos Industriais do INETI (CCMI) com o numero 941. Apods
revitalizacdo da estirpe liofilizada, a cultura foi mantida em placas de Petri contendo meio
“Yeast Malt glucose” (YM-glc) (Anexo II), incubada a 30 °C durante 48 h numa incubadora
vertical (Sanyo MIR 252, Japao) e posteriormente conservada no frio a 4°C durante, no maximo

trés semanas, sendo posteriormente repicada.

2.5.2 Preparacio dos meios de cultura

Meios de producdo de inéculo

Nos ensaios de avaliacdo do crescimento celular (produgdo de indculos) foram utilizados licores
da pré-extraccdo aquosa e hidrolisados obtidos nas condigdes optimizadas, cujo pH foi
previamente acertado a 5,5.

Os hidrolisados foram esterilizados por filtragdo com filtros de membrana com didmetro de poro
de 0,22 pm (Gelman Sciences, EUA). Devido a impossibilidade de esterilizar os licores de pré-
tratamento por filtragdo, estes foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15 min.

Apos a esterilizagdo, procedeu-se a adigdo, em condi¢des assépticas, dos restantes nutrientes: 2
mL de uma solugdo de sais, 0,8 mL de solugdo de vitaminas, 4 mL de uma solugdo de azoto e
fosforo e 1 mL de uma solugdo de magnésio, (Anexo III), para 72,2 mL de hidrolisado ou licor

da pré-extrac¢do aquosa e um volume final de 80 mL de meio de cultura.

Meios de producéo de xilitol

Nos ensaios de producdo de xilitol foi utilizado hidrolisado concentrado sujeito ou ndo a uma
destoxificacdo prévia com carvao activado. Numa primeira fase todos os hidrolisados foram
esterilizados por filtragdo (0,22 um). No entanto, devido as dificuldades da filtragdo dos
hidrolisados destoxificados (aparentemente pelo aumento da viscosidade do meio), numa fase
seguinte, a esterilizagdo dos hidrolisados nao-destoxificados foi feita por filtracdo e a dos
destoxificados por autoclavagem (121°C, 15 min).

Utilizou-se um volume total de 60 mL de meio de cultura, contendo 54,15 mL de hidrolisado
destoxificado ou nao-destoxificado, sendo os suplementados (solugdo de sais, vitaminas, azoto ¢

fosforo e magnésio) adicionados nas mesmas proporc¢des que nos ensaios de crescimento celular.
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2.5.3 Preparacio do inoculo e condicoes de cultura

A partir de coldonias de D. hansenii incubadas em placas de Petri (meio YM-glc) com 48 h
prepararam-se rampas com meio “Yeast Malt xylose” (YM-xyl) (Anexo II) que foram incubadas
a 30 °C durante 38 h numa incubadora (Sanyo MIR 252, Japao). Cada baldao de Erlenmeyer de
1000 mL com anteparas, contendo 80 mL de meio de cultura foi inoculado com uma rampa por
arrastamento da cultura com o respectivo meio. Os baldes de indculo foram incubados a 30 °C
com agitacdo orbital de 150 rpm numa incubadora Infors Unitron HT (Suiga). Depois de 18 h de

crescimento, o conteudo dos baldes foi misturado, de forma a obter um indculo homogéneo.

2.5.4 Condicoes de cultura

Apo6s de 18 h de crescimento, para cada tipo de meio, o conteudo dos baldes foi misturado, de
forma a obter um indculo homogéneo. Foram recolhidos 30 mL de indculo para tubos Falcon
estéreis e centrifugados durante 15 min e 8000 G, numa centrifuga (Sigma 2K15, EUA). A
biomassa foi ressuspendida nos diferentes meios de producdo, de modo a que cada baldo
Erlenmeyer tivesse uma concentragio inicial de biomassa de aproximadamente 4 g.L”'. Os
ensaios foram realizados em duplicado, em baldes Erlenmeyer de 500 mL (volume final de 60

mL) e incubados nas mesmas condi¢des dos inoculos.

2.5.1 Amostragem

No decorrer dos crescimentos foram retiradas periodicamente amostras para avaliagdo do
crescimento celular, quantificagdo de substratos e produtos na suspensdo celular. De modo a
minimizar as alteracdes das condi¢des de cultivo, nomeadamente na razdo volume de
liquido/volume total, o volume da amostra foi o mais reduzido possivel (3 mL). Exceptuam-se os

casos das amostras utilizadas para determinagdo de concentragdo de biomassa (2.6.1.7).

2.5.2 Controlo da pureza das culturas

No inicio e final das fermentagdes foram retiradas amostras para avaliacdo da micromorfologia
da cultura a uma ampliacao de 1000x e no fim do ensaio foram plaqueados 0,2 mL de cada

amostra em meio YM-glc.
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2.6 Métodos analiticos

2.6.1 Caracteriza¢do quimica da matéria-prima e residuo solido resultante da

hidrolise
2.6.1.1 Determinacdo da humidade

A humidade da matéria-prima e residuos solidos foi determinada pesando-se aproximadamente 1
g de amostra em caixas de niquel, previamente secas a 100°C durante 16 h e taradas numa
balanga analitica (Mettler HK 160, Suica), colocando-se a amostra a secar nas mesmas condigdes
na estufa. Apos a secagem as caixas contendo as amostras foram arrefecidas em exsicador,
durante aproximadamente 1 h. Este procedimento foi repetido sempre que necessario, sendo

realizado, pelo menos, em duplicado.
2.6.1.2 Determinacao do residuo seco dos hidrolisados

A percentagem de solidos (residuo seco) nos licores e hidrolisados foi determinada utilizando o
mesmo método de determinacdo de humidade das amostras, sendo neste caso, a massa das

amostras 5 g.
2.6.1.3 Determinacéao dos polissacaridos (glucano, xilano, arabinano) e grupos acetilo

Residuo solido
Para a determinagdo dos polissacaridos, lenhina e grupos acetilo, as amostras foram sujeitas a
uma hidrdlise acida quantitativa, de acordo com o método descrito por Browning (Amaral-
Collago et al. 1989; Browning 1967). A 0,5 g de amostra foram adicionados 5 mL de H,SOj4
72% (p/p), € a mistura incubada a 30+1°C num banho termostatizado (Memmert, Alemanha),
durante 1 h, com agitacdo ocasional com uma vareta de vidro. Em seguida, todo o conteudo do
tubo de ensaio foi transferido para frascos Schott de 250 mL através do arrastamento com 4gua
desmineralizada, numa quantidade suficiente para se obter uma concentragdo de H,SO4 de 4%
(p/p). Esta mistura foi autoclavada a 121°C durante 1 h, apds o que se desligou o aquecimento e
abriu imediatamente o esgoto do autoclave de modo a que a temperatura baixasse rapidamente.
Depois do arrefecimento dos frascos, confirmou-se a ocorréncia de possiveis perdas através de
pesagens do conjunto. A mistura foi filtrada por filtros de placa porosa (Schott) de porosidade 3

previamente tarados a 575+25°C numa mufla (Heraeus D-6450, Alemanha) durante 5 h.
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Os componentes da frac¢do liquida foram analisados por HPLC (2.6.1.8). As concentragdes de
glucose, xilose, arabinose e acido acético permitem calcular as percentagens dos respectivos

polimeros e grupos acetilo, conforme descrito no Anexo IV.2.

Hidrolisado
De forma a avaliar a presenga de agticares na forma oligomérica nos hidrolisados utilizou-se uma
aliquota de hidrolisado e procedeu-se a uma p6s-hidrolise com acido sulfurico diluido (4% p/p) a
120°C durante 60 min. Os pés-hidrélisados foram caracterizados quimicamente, utilizando os

mesmos métodos que para os hidrolisados.

2.6.1.4 Determinacéo da lenhina e cinza

O filtrado referido no ponto anterior foi lavado com agua (50 mL), ¢ o cadinho com a amostra
foi seco durante 16 h a 100°C. O residuo seco ¢ considerado lenhina de Klason, apds correcgao

da cinza (determinadas por incineracao das amostras numa mufla a 575+25°C durante 5 h.

2.6.1.5 Determinacao de proteina total

A proteina total na matéria-prima foi determinada de acordo com o método de Kjedahl utilizando
um analisador de proteina semi-automatico Kjeltec, Tecator (Suécia). O factor de conversao
utilizado foi N x 6,25. O procedimento do método e os calculos efectuados encontram-se

descritos no Anexo V.

2.6.1.6 Doseamento dos compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos presentes no hidrolisado foram doseados com uma solucdo de Folin-
Ciocalteu baseado no descrito em (Singleton et al. 1999; Singleton ¢ Rossi 1965) utilizando
como padrao o acido galico. O principio deste método baseia-se na capacidade dos compostos
fenolicos para reduzir o reagente de Folin-Cicalteu, sob condi¢des alcalinas, alterando a cor de
amarelo a azul.

O procedimento encontra-se descrito no Anexo VI.

2.6.2 Determinacao da concentracio de biomassa celular
A concentragdo celular foi regularmente estimada por medicao da absorvancia da cultura, ao
comprimento de onda de 600 nm, contra um branco de dgua destilada, num espectofotometro
(Genesys 6 Termo Electron Corporation, USA). Para valores de absorvancia superiores a 0,8
foram realizadas dilui¢des, de modo a obter leituras dentro da gama de linearidade 0,2-0,8.

Todas as dilui¢des foram efectuadas, pelo menos, em duplicado.
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A concentragdo de biomassa foi também obtida através da quantificacdo da concentragdo de
biomassa seca da cultura em amostras seleccionadas. Foram filtrados, sob vacuo, 5 mL de
suspensao celular, através de filtros (Gelman Sciences, EUA) com didmetro de poro de 0,45 pum,
previamente secos e tarados. A biomassa foi lavada com 10 mL de 4gua desionizada, E os filtros
foram secos em estufa a temperatura de 100+=1° C, durante, pelo menos, 18 h. Seguidamente
foram arrefecidos até a temperatura ambiente num exsicador, durante pelo menos 30 min, e
pesados numa balanca analitica electronica (Mettler HK 160, Suica). Este procedimento foi

realizado, pelo menos, em duplicado.

2.6.3 Doseamento de monossacaridos, compostos inibidores e produtos resultantes
do metabolismo microbiano

O doseamento de monossacaridos, compostos inibidores (excepto compostos fenolicos) e
produtos derivados do metabolismo microbiano, foi feito por cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC). Todas as amostras foram previamente filtradas através de filtros Millipore™
com um didmetro de poro de 0,45 pm.
A D-glucose, D-xilose, L-arabinose, acido acético, glicerol, etanol, HMF e furfural foram
analisados utilizando uma coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad, EUA). Para o HMF e furfural foi
utilizado um detector de UV/VIS regulado para 280 nm, e para os restantes compostos um
detector de IR.
Nas amostras resultantes da pré-extrac¢ao aquosa, extrac¢do pelo método de Luff-Schoorl e na
caracterizagdo quimica do sorgo verde as concentragdes de sacarose, glucose e frutose foram
analisadas numa coluna Sugar-Pak I (Waters Chromatography, EUA). Nas amostras dos
crescimentos, devido a sobreposi¢do parcial dos picos de L-arabinose, arabitol e xilitol estas
foram também analisados numa coluna Sugar-Pak I.
As concentragdes dos compostos analisados foram calculadas a partir de curvas de calibragao
tragadas a partir de solucdes padrao. Estes padroes foram diariamente analisados.

As condig¢des de operagdo dos sistemas associados a cada coluna estdo resumidas no Quadro 2.1.
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Quadro 2.1 Equipamento e condigdes de operagdo para as analises por HPLC

Designacio

HPX-87H Sugar-Pak I

Coluna

Sistema LCModule I Plus(Waters, EUA) Merck Hitachi (Alemanha)
Dimensoes da coluna 7,8 x 300 mm 6,5 x 300 mm
Detector de IR L 2410 L-7490
Detector UV L 486 -
Bomba 600E L-7100
Forno de colunas CHM L-7350
Injector L-715 L-7200

Millenium® Versdo 3,20LC (Waters, Chromeleon™
“Software”

EUA) (Dionex, EUA)
Fase mével H,SO4 5,0 mM Ca-EDTA 50 mg.L'1

Caudal

Temp. da coluna
Temp. do detector de IR
Comp. onda UV

Volume de amostra

0,4 mL.min"
matéria-prima e residuos solidos)
0,6 mL.min"’ (outros)

50°C

45°C

280 nm

20 pl (0,4 mL.min") ou

5 ul (0,6 mL.min™")

(Caracterizagao

da

0,5 mL.min"!

90°C
35°C

20 pl
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3. Resultados e Discussao

3.1 Pré-extraccao aquosa e caracterizacdo quimica da matéria-prima

A caracterizagdo quimica do sorgo biomassa foi feita apds uma pré-extraccdo aquosa (PEA),
optimizada de modo a permitir remover a quase totalidade dos agucares livres presentes neste
tipo de material lenhoceluldsico. Esta pré-extrac¢do torna-se necessaria antes da caracterizagao
quimica, uma vez que interfere na quantificacdo do teor de polissacaridos da matéria-prima.
Além disso, a remocao destes agtlicares livres permitira, em principio, a reducao da quantidade de
produtos de degradag¢do formados durante o pré-tratamento, i.e., a hidrdlise com acido diluido

conducente a obten¢ao dos hidrolisados hemicelulosicos.

3.1.1 Optimizacio da pré-extraccio aquosa

Para a optimizacdo da PEA foram, em primeiro lugar testados diferentes tempos de tratamento
isotérmico e posteriormente avaliado o efeito da razdo liquido/so6lido (RLS). De forma a avaliar a
eficiéncia da PEA os resultados obtidos foram comparados com os mesmos obtidos apds uma
extrac¢ao pelo método de Luff-Schoorl, método habitualmente utilizado para a extracgdo total de

acucares livres na biomassa vegetal.

3.1.2 Estudo do tempo de pré-extraccio aquosa

Para optimizacao do tempo de PEA para a RLS de 10 (g/g), foram estudados os tempos de 30, 45
e 60 min. Os resultados referentes aos rendimentos obtidos para os diferentes aglcares

(expressos em base seca) estdo apresentados na Figura 3.1.
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Figura 3.1 Rendimentos em agucares obtidos para diferentes tempos de pré-extrac¢do aquosa do sorgo.
glucose (M), Sacarose (M), frutose () e agucares totais (H)

Nestes ensaios, os tempos de 45 ¢ 60 min permitiram uma extracgdo de acgucares totais
ligeiramente superior ao tempo de 30 min. A quantidade total de agucares maxima extraida, 8,58
gL, foi obtida para um tempo de extracgdo de 60 min a 100°C, correspondendo a um
rendimento de 7,93 g agucares/100 g sorgo. Os principais agucares extraidos foram a sacarose e
frutose encontrando-se a glucose presente em menores concentragdes, sendo a razao Glc:Sac:Fru
de 10:69:67. A comparacao dos resultados dos trés tempos de extrac¢dao levou a escolha do
tempo de 45 min de tratamento como o mais adequado para a extrac¢do pretendida, uma vez que
este tempo de extrac¢do permitiu uma extrac¢do tdo eficiente como o de 60 min, num menor
espaco de tempo.

Para avaliacdo da eficacia de extracgdo, procedeu-se também a extraccdo de agucares pelo
método de Luft-Schoorl. No Quadro 3.1 apresentam-se os resultados comparativos obtidos pelos

dois métodos de extracgao.

Quadro 3.1 Rendimentos em aglcares obtidos a partir de sorgo biomassa, utilizando a pré-extrac¢ao
aquosa ¢ o método de Luff-Schoorl.

Acucares (g/100 g)
Glucose Sacarose Frutose Total
Etanol® 0,52 3,36 3,22 7,11
PEA" 0,46 3,69 3,64 7,79
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# Método de Luff-Schoorl; °RLS=10; 45 min; 100°C
Os resultados obtidos para os rendimentos em agucares totais sdo da mesma ordem de grandeza,
respectivamente 7,11 e 7,79 (g/100 g) para a extrac¢do com etanol ¢ PEA, o que sugere que as

condi¢des escolhidas para PEA, permitem uma extracc¢ao eficaz dos agucares.

3.1.3 Estudo da razao liquido/so6lido

Uma vez que a eficiéncia de extrac¢do se mostrou satisfatoria, e tendo-se obtido
aproximadamente 8 g.L"' de aglicares totais no xarope, optou-se por testar uma RLS inferior de
maneira a aumentar as concentragdes de agucares.

No Quadro 3.2 sdo apresentados os resultados obtidos utilizando para o tempo de pré-extraccao
de 45 min e para a RLS de 10 e 7 (g/g).

Quadro 3.2 Rendimentos e respectivas concentragdes de agucares obtidos para a pré-extrac¢do aquosa
com diferentes razdes liquido/solido (RLS) (g/g)

RLS Sacarose Glucose Frutose Total
g/100g gL’ g/100g gL g/100g gL’ g/100g gL
10 3,69 3,97 0,46 0,50 3,64 3,92 7,79 8,38
7 4.42 5,81 0,47 0,62 4,38 5,75 9,27 12,18

Para a RLS 7 (g/g) foi obtida uma maior concentragdo de agucares totais, correspondendo a um
rendimento de 9,27 g aglicares/100 g sorgo. Com esta RLS a razdo Sac:Glc:Fru foi de 10:94:92.
Estes resultados levaram a escolha da RLS de 7 (g/g) para a pré-extraccdo aquosa, uma vez que
permite a obtengdo de licores mais ricos em aglicar e com um rendimento ligeiramente superior
ao obtido para a RLS de 10 (g/g).

Assim, para a preparagdo da matéria-prima a ser utilizada nos tratamentos de hidrélise com acido

diluido foi realizada uma PEA durante 45 min, a 100°C e a uma RLS de 7 (g/g).

3.2 Caracterizacio quimica da matéria-prima

A composi¢do quimica dos materiais lenhocelulésicos, varia consoante a sua origem. As
diferencas residem essencialmente na propor¢do relativa dos trés componentes maioritarios,
celulose, hemicelulose e lenhina e, em particular, na composi¢do das hemiceluloses A natureza
do material lenhocelulésico influencia a possibilidade do seu aproveitamento como matéria-
prima para a bioconversdao da D-xilose em xilitol, deste modo ¢ de extrema importancia uma
caracterizacdo quimica adequada da matéria-prima a utilizar para obtencdo do hidrolisado

hemiceluldsico.
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A caracterizagdo quimica do sorgo biomassa foi feita apos a pré-extrac¢ao aquosa (PEA) referida
anteriormente. A PEA justificou-se pelo facto dos aglicares soliiveis ainda presentes na matéria-
prima poderem interferir na determinacdo da composi¢@o dos polissacéridos.

No Quadro 3.3 ¢ apresentada a composi¢ao quimica média da matéria-prima apds o referido pré-

tratamento. Os resultados sdo apresentados como percentagem, em base seca.

Quadro 3.3 Composic¢do quimica média do sorgo biomassa apds pré-extrac¢do aquosa.

Componentes %
Glucano 41,65
Hemicelulose 27.92
Xilano 22,42
Arabinano 2,69
Grupos acetilo 2,81
Lenhina Klason 19,83
Cinza 6,98
Proteina 2,62
Outros (por diferenca) 1,01

A composi¢do do sorgo depende da variedade, do tipo de cultura, bem como das condi¢des da
mesma. O sorgo doce ¢ a variedade de sorgo mais utilizada sendo fundamentalmente a frac¢ao
dos agucares soluveis a mais explorada.

No Quadro 3.3 sdo apresentados os resultados da composi¢do quimica do sorgo biomassa, apds
PEA, utilizado neste trabalho. Trata-se de uma matéria-prima rica em polissacaridos, contendo
70% (p/p) de polissacaridos totais, dos quais 2/3 sdo celulose, calculada com base no teor de
glucano. Os valores encontrados sdo até superiores a outros ja referidos para este material
(Herrera et al. 2004; Téllez-Luis et al. 2002a; T¢éllez-Luis et al. 2002b; Vazquez et al. 2007), que
apresenta elevados teores de celulose O teor de hemicelulose, especificamente os de xilose,
arabinose e grupos acetilo, sio também relativamente elevados. A excepgdo do arabinano, todos
os componentes da hemicelulose apresentaram teores superiores em comparagdo com outros
trabalhos publicados (Herrera et al. 2004; Téllez-Luis et al. 2002b; Vazquez et al. 2007).

No que diz respeito a lenhina Klason ocorrem algumas diferencas. Relativamente aos valores da
literatura, o valor obtido pode considerar-se relativamente baixo, quando comparado com outros

previamente descritos (Herrera et al. 2004; Téllez-Luis et al. 2002b; Vazquez et al. 2007), o que
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¢ uma vantagem quando se pretende uma valorizagdo do material através de bioconvercdo dos
agucares.

Em suma, a composicdo quimica determinada para o sorgo biomassa ¢ concordante com a
composi¢dao quimica anteriomente descrita para este material e possui uma composicao favoravel
para a obtengdo de hidrolisados ricos em pentoses como se pretende, uma vez que ¢

relativamente rica em arabinoxilano, que constitui a frac¢do mais susceptivel de ser hidrolisada

por um tratamento com acido diluido.

3.3 Caracterizacio quimica do sorgo verde

No decorrer do trabalho experimental, ocorreu um corte de sorgo verde dos tipos biomassa, doce
e forrageiro. Uma vez que sorgo utilizado neste trabalho ja se encontrava seco e
convenientemente armazenado, considerou-se importante avaliar a composi¢do quimica do sorgo
verde, por forma a prespectivar potenciais utilizacdes do sorgo neste estado. Apds recepcao,
sujeitaram-se as amostras dos diferentes tipos de sorgo a uma prensagem de forma a remover o
suco. Foi determinada a composicdo em agucares do suco e avaliado o rendimento da
prensagem.

Na recepgao as amostras apresentavam humidades de 65,2, 77,3 e 58,4 %, respectivamente para
o sorgo doce, biomassa e forrageiro. No Quadro 3.4 sdo apresentadas as concentragdes de
acucares (sacarose, glucose e frutose) presentes no suco de cada um dos trés tipos de sorgo. Os
rendimentos de prensagem (Zsuco/100 Zsorgo verde) foram de 42,5 para o sorgo doce, 30,5 para o
sorgo biomassa e 58,5 para o sorgo forrageiro. Em termos de agucares totais, o suco obtido das
diferentes variedades de sorgo apresentou as seguintes concentragdes, em g.L'l, 124, 75,6 € 35,5
para o sorgo doce, biomassa e forrageiro, respectivamente.

Quadro 3.4 Composi¢ao em agticares do liquido de prensagem (suco) das diferentes variedades de sorgo
(doce, biomassa ¢ forrageiro) em estado verde

Composi¢io do suco (g.L™)

Sorgo biomassa

Sorgo doce (H133) Sorgo forrageiro
Sacarose 89,3 (10,3) 56,8 (7,3) 10,6 (1,5)
Glucose 19,5 (2,2) 11,6 (1,5) 14,0 (1,9)
Frutose 15,1 (1,7) 7,2 (0,9) 10,9 (1,5)
Acucares totais 124,0 (14,3) 75,6 (9,7) 35,5 4,9)

*Qs valores entre paréntesis referem-se ao rendimento em agucares, expresso em base seca
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Estes resultados correspodem ao esperado uma vez que o sorgo doce se caracteriza por
apresentar teores de acucares elevados (Herrera et al. 2004; Téllez-Luis et al. 2002b; Vazquez et
al. 2007). Um aspecto particular do sorgo do tipo biomassa e forrageiro é que apresentam
também quantidades apreciaveis de aclcar no suco, principalmente o sorgo biomassa. Este
aspecto sugere que tanto quanto possivel devera ser feita uma extrac¢do prévia do suco da
matéria-prima, provavelmente no campo, pois assim o rendimento em agucares, contando com
0s que estao presentes no suco e no solido resultante da extrac¢do, podera ser muito elevado.
Com o objectivo de quantificar e caracterizar ainda os aglcares livres presentes no sorgo
prensado e os totais no sorgo nao-prensado (sorgo verde), procedeu-se a uma PEA nas condi¢des
previamente optimizadas (100°C, 45 min, RLS de 7 g/gorgo seco)-

No Quadro 3.5 estdo apresentados os resultados da PEA das diferentes variedades de sorgo no
estado verde e do sorgo verde previamente prensado.

Quadro 3.5 Composi¢ao em agucares do licor de pré-extrac¢ao aquosa (PEA) (g/100g) do sorgo verde e
do residuo solido resultante da extragcdo do suco (prensado).

Composi¢iio do licor de pré-extraccio aquosa (g.L™")

Sorgo Doce Sorgo Biomassa Sorgo Forrageiro
Verde Prensado Verde Prensado Verde Prensado
Sacarose 22,5 (5,8) 4,7 (1,8) 12,0 (3,5) 10,5 (4,1) 3,5(0,6) 3,9(1,2)
Glucose 7,0 (1,8) 1,9 (0,7) 3,8 (L,1) 3,5(1,3) 3,2(0,5) 2,8 (0,8)
Frutose 5,3(1,4) 1,6 (0,6) 3,0 (0,9) 2,7(1,1) 6,9 (1,1) 2,5(0,8)

Acticares totais  34,8(9,0) 82(32) 188(54) 167(65  13,7(22)  9.2(2.8)

*Qs valores entre paréntesis referem-se ao rendimento em agucares, expresso em base seca

Pela analise do Quadro 3.5 pode-se constatar que, tal como aconteceu no ensaio de extrac¢dao do
suco, o sorgo doce foi o que apresentou maior quantidade de agucares, contendo cerca de 22,5 e
7 gL' de sacarose e glucose, respectivamente. O sorgo forrageiro foi a variedade de onde se
extraiu maior quantidade de frutose, aproximadamente 7 g.L™' Relativamentente aos aglicares
totais, o sorgo doce foi o que apresentou maiores rendimentos, apresentando, para o estado
verde, um rendimento na ordem das 9 g/100 g de sorgo. Para este tipo de sorgo, a quantidade (e
rendimento) em acgucares obtidos foi muito superior no estado verde, o que sugere uma
prensagem bastante eficiente deste tipo de material. Os rendimentos em aglcares totais mais
elevados para o sorgo no estado prensado foram obtidos para o sorgo biomassa, de onde se

conseguiu extrair cerca de 6,5 g de agucares totais/100g sorgo.
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Como seria de esperar, as concentragdes de agucar obtidas apds a pré-extrac¢do aquosa do sorgo
prensado foram inferiores as concentracdes de agucares obtidas sem prensagem prévia, ainda
assim nao desprezaveis.

De forma a avaliar o efeito da secagem do sorgo nos agucares livres presentes no sorgo, os
resultados da pré-extraccdo aquosa dos diferentes tipos de sorgo verde, foram comparados com
os resultados obtidos na condi¢do optimizada da PEA do sorgo biomassa utilizado neste
trabalho.

Comparando os resultados obtidos de PEA para o sorgo verde com os resultados obtido na PEA
do sorgo utilizado neste trabalho (Quadro 3.2) na RLS de 7 (g/g sorgo seco) pode verificar-se, tal
como seria de esperar, que o sorgo contém (em g/100 g) mais agucares livres na sua composi¢cao
quando se encontra no estado verde, nomeadamente cerca de mais 37% de sacarose e 12% de
glucose e menos 46% de frutose do que o sorgo seco. Os resultados comparados referem-se
apenas ao sorgo biomassa, o utilizado no decorrer deste trabalho.

Relativamente ao sorgo verde previamente prensado, ou seja, desprovido de suco, ndo existiu
termo de comparagdo, uma vez que o sorgo no estado seco armazenado no laboratorio, nao havia
sido previamente prensado, antes do armazenamento.

Estes resultados sugerem que o material em estado seco apesar de ndo apresentar uma elevada
quantidade de agucares livres apresenta, potencialmente, maior quantidade de polissacaridos na
sua composi¢do, sendo uma vantagem a utilizagdo do sorgo neste estado para obtengdo de

hidrolisados ricos em pentoses.

3.4 Estudo de condicoes de operacio para obtencio de hidrolisados

hemiceluldsicos

A composicao quimica dos hidrolisados hemiceluldsicos varia de acordo com a matéria-prima
utilizada, o tipo e a concentragdo de catalisador, bem como a temperatura e duracdo do processo.
No decurso do processo hidrolitico, além dos aglcares resultantes do fraccionamento dos
polissacaridos sdo também formados alguns compostos resultantes da degradacdo dos
monossacaridos, da degradacdo parcial da lenhina e da hidrdlise da hemicelulose (acido acético).
Assim, as diversas condigdes operacionais que influenciam o processo devem ser controladas e,
se possivel, optimizadas de modo a maximizar as concentragdes de aglcares € minimizar a
formacao de produtos da degradacdo que limitam a utilizagdo dos hidrolisados como meio de

cultura (Winkelhausen e Kuzmanova 1998).
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3.4.1 Optimizacao da hidrolise com acido diluido de sorgo biomassa

Algumas das condigdes operacionais adoptadas para a optimizacdo da hidrolise com &cido
diluido, nomeadamente o tipo de acido e temperatura foram ja optimizadas noutros trabalhos
prévios e correspondem ao rendimento maximo obtido para este tipo de processo para uma
matéria-prima semelhante. A razao liquido-sélido escolhida, corresponde ao valor minimo para a
qual a biomassa estd completamente imersa no liquido.

Deste modo, as condi¢des operacionais adoptadas para optimizagdo da hidrolise com acido
diluido do sorgo biomassa foram a temperatura de 130°C, uma razao liquido/sélido de 7 g/g,
fazendo-se variar o tempo de operacdo e a concentracdo de acido utilizada. A severidade dos
tratamentos de hidrdlise foi quantificada utilizando o factor de severidade combinado (CS), que
permite comparar resultados de ensaios realizados em diferentes condi¢cdes de temperatura,
tempo ou concentragdo de catalisador. Neste ambito, ensaiaram-se diversas condi¢des em que se

variou, em primeiro lugar, a concentracao de 4cido e posteriormente a duracdo do tratamento.

3.4.1.1 Estudo da concentracao de acido utilizada

A optimizagdo do processo de hidrolise envolveu um estudo preliminar cujo objectivo principal
foi a definicdo da concentragao de H,SO, a utilizar nos ensaios, uma vez que se pretendia manter
este factor num valor constante e tdo baixo quanto possivel, durante a optimiza¢do. As
percentagens de acido utilizadas foram 1,2%, 1,5% e 3% (p/p). Estes valores foram escolhidos
tendo por base as condi¢des Optimas identificadas em ensaios anteriores realizados neste
laboratorio com outros materiais (Carvalheiro et al. 2004a). Assim foram testadas as seguintes
condicoes: 1,2% ¢ 150 min, 1,5% ¢ 150 min € 3% e 15 min. A concentracdo de HSO,4 escolhida
1,4%, foi um valor intermédio entre 1,2% e 1,5%, e teve por base a obtencdo de uma
concentracdo de H" de 150 mM', ja definida para outros 4cidos como sendo eficaz (resultados
nao-publicados).

Para a escolha das melhores condi¢cdes operacionais para a producdo de hidrolisados
hemicelulosicos, ¢ imprescindivel a escolha criteriosa da concentragdo de 4cido a utilizar. Tal
como ja foi referido anteriormente, a hidrdlise com acido diluido ¢ um método eficaz contudo,
concentragdes de acido muito elevadas podem levar a formag¢do de compostos de degradagdo
que, para além de diminuirem os rendimentos de polissacaridos, sdao inibidores do crescimento

microbiano. Por outro lado, quanto mais elevada a concentracdo de acido maiores as quantidades

l . . . . . ~ y . y . 17 .
Valor calculado considerando a primeira dissocia¢do do acido sulfurico completa e uma constante de equilibrio de

1,02x10 mmol para a dissociagdo do segundo H'.
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necessarias de agente neutralizante. Estes aspectos t€ém também contribuicdo importante para a
ecomonia do processo. Assim, nesta fase do trabalho experimental seleccionaram-se algumas
concentragdes de acido, para proceder a seleccdo de uma concentragdo para trabalho futuro.

No Quadro 3.6 sdo apresentados os resultados para a solubilizacdo dos polissacaridos e

composicdo da fase liquida obtidos para diferentes condi¢des de severidade (CS).

Quadro 3.6 Percentagens de solubilizacdo dos polissacaridos e composi¢do do hidrolisado
hemiceluldsico obtidos para diferentes condi¢cdes operacionais.

H,S04 (%)

1,2 1.5 3
Tempo (min) 150 (2,03)* 150 (2,19)* 15 (2,24)"
% Solubilizacio
Xilano 96,59 97,64 93,86
Arabinano 99,71 99,89 99,61
Glucano 0,00 0,00 3,48
Composicio fase liquida (g.L™")
Glucose 428 4,56 3,05
Xilose 28,38 27,92 25,78
Arabinose 3,87 3,87 3,65
Acido acético 5,87 5,98 6,61
HMF 0,18 0,14 0,13
Furfural 1,34 2,11 2,92

* 0s valores apresentados entre paréntesis referem-se aos valores do factor de severidade combinado (CS). HMF-

hidroximetilfurfural.

Pela analise do Quadro 3.6 pode observar-se que a xilose e arabinose apresentam concentragdes
maximas para o valor de CS de 2,03. Os rendimentos maximos de pentoses obtidos foram de
18,18 g/100 g de sorgo para a xilose e 2,51 g/100 g para a arabinose. Nestas condigdes,
praticamente todo o xilano e arabinano presente na matéria-prima foram hidrolisados. Seréd de
notar que a condi¢do de severidade onde a maior parte das hemiceluloses foi solubilizada foi
relativamente suave (CS 2,03), o que esta de acordo com trabalhos anteriores em que as
melhores recuperacdes de aclcares hemiceluldsicos foram obtidas para severidades
relativamente baixas (Fernandes et al. 2009). Para além disso, também os rendimentos em

pentoses obtidos com a optimizagdo da concentragdo de 4cido utilizada comparam
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favoravelmente com trabalhos anteriores de hidrélises de 4cido diluido em processos
descontinuos (Carvalho et al. 2005; Sepulveda-Huerta et al. 2006; Téllez-Luis et al. 2002a;
Téllez-Luis et al. 2002b).

O rendimento em glucose também ¢ afectado pela severidade do tratamento. A concentragao
mais elevada de glucose obtida (4,56 g.L™") corresponde a um rendimento de 2,97 g/100 g de
sorgo inicial. Os resultados obtidos sdo concordantes com trabalhos anteriores (Herrera et al.
2003; Sepulveda-Huerta et al. 2006; T¢llez-Luis et al. 2002a; Téllez-Luis et al. 2002b)

Uma vez que o hidrolisado obtido serd utilizado como meio de cultura, foi prestada atengao
especial aos compostos toxicos obtidos, tais como, acido acético e compostos fendlicos (dados
ndo apresentados) gerados a partir da hidrolise dos componentes lenhoceluldsicos e furfural e
HMF (hidroximetilfurfural) gerados a partir reacgdes de degradagdo. As concentragdes de todos
os compostos inibidores quantificados aumentam com a severidade do tratamento com a
excepcdo do HMF que decresceu ligeiramente. Nas condi¢des de maior severidade (2,24), as
concentragdes obtidas, em g.L'l, de compostos inibidores foram: acido acético 6,61, HMF 0,13 e
2,92 de furfural, tendo-se obtido neste tratamento 32,5 g.L'1 de agucares totais.

A analise destes resultados leva a concluir que, em comparagao com outro tipo de material, por
exemplo a dreche cervejeira, em que foi usado o mesmo 4acido na concentra¢do de 3%, os
resultados obtidos sdo satisfatorios, uma vez que a hidrdlise de dreche em condi¢des de
severidade de 3,06 apresentou 2,3 g.L"'de furfural ¢ 0,26 g.L"' de HMF.

Tal como apresentado no Quadro 3.6, para além da concentragdo, também o tempos de
tratamento influenciam os rendimentos da reac¢dao. Entdo, uma vez seleccionada a concentracao

de acido a utilizar, torna-se pertinente optimizar a duragao do tratamento.

3.4.1.2 Estudo da duracgdo do processo

Para proceder a optimizag¢ao do tempo de hidrdlise, para a RLS de 7 g/g e para concentragao de
H,SO4 de 1,4% previamente optimizada fez-se variar aquele pardmetro entre 10 e 180 min,
correspondente a uma variagao de factor de severidade combinado (CS) entre 1,17 e 2,31.

A Figura 3.2 mostra a varia¢do dos rendimentos em monossacaridos obtida na hidroélise de sorgo

em fungdo do CS.
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Figura 3.2 Rendimentos em monossacaridos obtidos apo6s hidrolise do sorgo com 1,4% de H,SO4 para
diferentes condi¢des de severidade. Xilose (HM), arabinose (A) e glucose (®). As curvas representam
linhas de tendéncia.

Tal como esperado, as pentoses sdo os componentes maioritarios, demonstrando a selectividade
deste tratamento para as hemiceluloses. A partir da Figura 3.2 pode observar-se que a xilose
apresenta um rendimento maximo para um CS de 1,99. A recuperagdo de arabinose aumenta
pouco com o aumento da severidade, ainda que o valor mais elevado tenha sido obtido para o
CS=1,98. Assim, uma vez que o rendimento em xilose obtido para CS=1,99 ¢ apenas
ligeiramente superior ao obtido para CS=1,98, considerou-se entdo que a recuperagdo maxima de
pentoses foi obtida para um CS de 1,98, o qual corresponde a uma duragao do periodo isotérmico
de 75 min. Nestas condi¢des, os rendimentos méaximos de pentoses obtidos foram de 17,9 g
xilose/100 g sorgo e 2,9 g arabinose/100 g de sorgo. Nestas condigdes, 80% do xilano presente
na matéria-prima foi recuperado sob a forma de xilose ¢ 91% do arabinano sob a forma de
arabinose. Serd de notar que maior parte da hemicelulose foi solubilizada em condigdes suaves
(CS=1,98), o que estd de acordo com trabalhos anteriores para materiais materiais do tipo
agricola/agro-industriais em que as melhores recuperacdes de agucares hemicelulosicos foram
obtidas para severidades relativamente baixas (Gamez et al. 2004; Herrera et al. 2004; Herrera et
al. 2003; Sepulveda-Huerta et al. 2006; Téllez-Luis et al. 2002a; Téllez-Luis et al. 2002b;
Vazquez et al. 2007). Para condi¢des mais severas de tratamento, observou-se uma diminui¢ao
da recuperacdo de pentoses devido a reacgdes de degradacdo. Os elevados rendimentos em

pentoses obtidos, comparam favoravelmente com os trabalhos anteriores de hidrolises com acido
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diluido em processos descontinuos. Comparando as concentragdes de xilose (28,18 g.L™) e
arabinose (4,42 g.L'™") obtidas por hidrolise do sorgo com écido diluido com as concentragdes
destas pentoses obtidas a partir de outros materiais lenhoceluldsicos pode concluir-se que apesar
de existirem matérias-primas e condigdes apreciaveis que permitem obter hidrolisados com
concentragdes de xilose superiores as obtidas neste trabalho, nomeadamente bagaco de cana-de-
acucar e carolo de milho (Cruz et al. 2001; van Zyl et al. 1988), estas sdo favoraveis quando
comparadas com a maioria dos hidrolisados provenientes de materiais com a mesma origem,
residuos agricolas e agro-industriais. (Pessoa et al. 1996; Roberto et al. 1994; Rodrigues et al.
1999; Rodrigues et al. 1998).

No que diz respeito aos resultados obtidos com o mesmo tipo de material, o sorgo, todos os
resultados conhecidos publicados até ao momento, mostraram concentragdes de xilose e
arabinose inferiores as obtidas neste trabalho (Herrera et al. 2004; Herrera et al. 2003; T¢llez-
Luis et al. 2002a; Téllez-Luis et al. 2002b; Vazquez et al. 2007).

Relativamente a glucose, o seu rendimento aumenta com a severidade do tratamento até um
valor de CS de 1,99, valor a partir do qual ocorre uma ligeira diminui¢do. A concentragdo mais
elevada de glucose obtida (4,07 g.L™") corresponde a um rendimento de 2,6 g/100 g de sorgo, o
que representa uma solubilizagdo de glucano de apenas 1,8%, demonstrando assim a
selectividade deste método de fraccionamento para a hidrolise da hemicelulose. Estes resultados
sdo concordantes com a bibliografia, no que diz respeito a este tipo de tratamento com este
material (Herrera et al. 2004; Herrera et al. 2003; Té¢llez-Luis et al. 2002a; T¢llez-Luis et al.

2002b; Vazquez et al. 2007) e com outros residuos lenhoceluldsicos (van Zyl et al. 1988).
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Uma vez que o hidrolisado obtido sera utilizado como meio de cultura, foi dada ateng¢ao especial
aos compostos toxicos obtidos, tais como, acido acético e compostos fendlicos gerados a partir
da hidrélise dos componentes lenhoceluldsicos, respectivamente da hemicelulose e da lenhina e
furfural e HMF, gerados a partir de reacgdes de degradacdo dos monossacaridos. As
concentragdes de todos os compostos inibidores quantificados aumentam com a severidade do
tratamento, com excepcao dos compostos fendlicos que atingem uma concentragdo maxima para
um CS de 1,59, a partir da qual decresce muito ligeiramente (Figura 3.3). As percentagens
maximas de furfural e HMF foram de 1,3 g/100 g e 0,17 g/100 g de sorgo, respectivamente.
Contudo, ¢ de notar que nas condigdes de maior recuperagdo de pentoses (CS=1,98), as
concentragdes de ambos os derivados de furanos foram relativamente baixas, correspondendo a
0,65 g/100 g de sorgo para o furfural e 0,16 g/100 g de sorgo para o HMF que correspondem a
2,92 g/100 g em termos de xilano inicial para o furfural e 0,38 g/100 g de glucano inicial para o

HMF.
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Figura 3.3 Rendimento em compostos inibidores obtidos apos hidrolise do sorgo com 1,4% de H,SO,
para diferentes condi¢des de severidade. Acido acético (<), furfural (O), HMF ([J) e compostos
fenolicos totais (<>). As curvas representam linhas de tendéncia.

O rendimento méximo de compostos fendlicos totais foi de 0,99 g/100 g sorgo, obtido para
CS=1.98.

Estes resultados sdo bastante favoraveis em comparagdo com outros referentes a hidrolise de
outros residuos agro-industriais, nos quais se obtiveram recuperagdes superiores de compostos

inibidores, mesmo para menores concentragdes de H,SO4 (Fernandes et al. 2009).
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Uma vez que a hidrolise de materiais lenhoceluldsicos com acido diluido consiste num processo
hidrolitico que conduz essencialmente a solubilizagdo de componentes hemiceluldsicos, as
alteracdes obtidas dos rendimentos em sélido (quantificado pela perda de massa) sdo uteis para
monitorizar a evolugdo dos tratamentos. No Quadro 3.7 estd apresentada a composi¢do em
polissacaridos, grupos acetilo e lenhina Klason dos residuos sélidos obtidos assim como o

correspondente rendimento em s6lidos em funcao da severidade do tratamento de hidrolise.

Quadro 3.7 Efeito das condi¢des de severidade no rendimento em soélidos (Ys), composi¢do polimérica e
lenhina Klason obtidos apds hidrélise com acido diluido do sorgo biomassa

Factor de severidade combinado (CS)

% 1,17 1,32 1,59 1,71 1,82 1,98 1,99 2,04 2,13 2,31
Ys' 73,9 73,0 69,0 699 673 664 66,3 66,8 66,0 64,8
Xilano" 11,5 109 93 8,1 7,4 6,3 53 5,4 4,5 3,6

Arabinano” 0,22 0,17 035 0,14 052 045 034 0,36 0,38 0,29
Glucano® 51,6 53,2 555 563 580 58,6 592 59,1 59,6 60,6

Grupos acetile” 0,74 0,74 053 0,19 0,13 0,10 0,02 0,07 0,00 0,00
Lenhina Klason® 26,1 26,5 27,5 27,8 289 290 29,5 28,8 29,0 29,6

*(g/100g matéria-prima); ® (g/100g sélidos processados)

A quantidade de xilano solubilizado aumentou com a severidade, atingindo os 88,9% para as
condi¢des mais severas (CS=2,31), o que corresponde a uma percentagem de xilano nos residuos
solidos processados de 3.6%. No caso do arabinano, a quantidade que solubilizou ndo variou
muito com a severidade do tratamento, tendo ainda vestigios (0,29%) nas condi¢des mais
severas.

O glucano nao foi significativamente afectado pelo tratamento hidrolitico, nas condi¢des mais
severas ocorreu uma solubilizagdo maxima de 4,2%, o que indica que a celulose ndo ¢
significativamente afectada pelo tratamento efectuado. Torget et al (1996) também verificaram
que no caso de madeira de choupo ocorria uma baixa solubiliza¢do de glucano para valores de
severidade combinada relativamente baixos.

Nas condi¢des utilizadas no processo de hidrolise, ndo seria de esperar que ocorresse uma
solubilizacdo, pelo menos significativa, da lenhina. Em todos os ensaios realizados, a
percentagem de lenhina Klason nos residuos so6lidos manteve-se praticamente inalterada com a
variagdo da severidade do tratamento, apresentando recuperacdes que variam entre 95,9% a
101,7%. Este valor elevado de recuperagdo pode dever-se, provavelmente, a ocorréncia de

reacgOes de condensacao da lenhina com agucares e/ou produtos da degradagdao dos acgucares,
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tais como o furfural resultando em produtos da reac¢do insoliveis, causando um aumento
aparente no rendimento da lenhina Klason. Para além disso, uma vez que o procedimento
utilizado para a quantificagdo da lenhina Klason permite estimar directamente todos os
componentes que sdao insoluveis em H;SO4, no caso dos materiais com um teor proteico
aprecidvel, parte da proteina do material poderd eventualmente contribuir para aqueles valores
(Torget et al. 1996).

No Quadro 3.8 encontra-se apresentada a composi¢ao do hidrolisado de sorgo biomassa obtido

nas hidrdlises acidas diluidas, utilizando-se diferentes tempos de tratamento.

Quadro 3.8 Composi¢do do hidrolisado hemiceluldsico obtido apds hidrélise do sorgo com 1,4% de
H,S0O, para diferentes condigdes de severidade.

Tempo (min)

10 20 30 45 60 75 90 120 150 180
1,17y (1,32) (1,59) (1,71) (1,82) (1,98) (1,99) (2,04) (2,13) (2,31)

pH L3 1,15 093 098 09 092 087 098 098 091
Composic¢io (g.L7)

Glucose 1,93 2,14 2,62 326 3,61 3,92 407 398 430 448
Xilose 20,46 22,06 24,03 27,20 27,18 28,18 29,06 27,70 28,18 27,90
Arabinose 4,02 4,14 4,2 438 440 442 4,15 403 4,06 4,12
Acido Acético 3,75 396 430 4,62 500 514 519 6,14 631 6,32
HMF 0,05 0,06 0,12 0,12 0,16 0,17 0,18 0,18 0,17 0,16
Furfural 0,11 0,15 028 038 069 090 1,18 1,32 1,59 1,96
Fendlicos L0 1,16 1,12 0,79 1,00 1,38 1,14 1,09 1,03 0,97

Os valores apresentados entre paréntesis referem-se aos valores do factor de severidade combinado (CS).

Tal como descrito no Quadro 3.8, o aumento da severidade dos tratamentos, nomeadamente do
tempo de reac¢do ¢ um facto de extrema importancia para a optimizagdo da hidrélise com acido
diluido. No que diz respeito a glucose, ¢ o monossacarido menos influenciado pela hidrolise
acida, sofre um pequeno aumento com o aumento da severidade, atingindo um maximo num CS
de 2,31 (4,48 g.L"). Relativamente a xilose, ¢ o monosacarido para o qual se obtém melhores
rendimentos mais elevados, apresentando concentragdes acima dos 20 gL' em todas as
condigdes de severidade. A concentragdo maxima de xilose (29,06 g.L™") foi observada para um

CS de 1,99 que corresponde ao tempo de operacdo isotérmico de 90 min.
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Para além das concentragdes de aguicares no hidrolisado, a presenga de inibidores ¢ um factor a
ter em consideracdo no processo de optimizacao de hidrolise.

Pela andlise do conjunto dos resultados apresentados pode concluir-se que o tratamento de
hidrolise do sorgo biomassa com H>SO4 1,4% (p/p) a 130°C durante 75 min (CS 1,98) permitiu:
i) a obtencdo de um hidrolisado rico em pentoses com cerca de 36,51 gL' de monossacéridos
contendo glucose, xilose e arabinose numa razao 10:72:11 ii) o aproveitamento da quase
totalidade dos componentes presentes na matéria-prima, cujas frac¢des ndo hidrolisadas
(essencialmente celulose e lenhina) poderiam ser utilizadas posteriormente para diferentes
aplicagdes; iii) a obtencdo de hidrolisados com baixas concentra¢des de produtos potencialmente
inibidores do crescimento microbiano tais como furfural, HMF, acido acético e compostos
fenolicos totais.

Deste modo foram estas as condicdes seleccionadas para a producdo de hidrolisado a ser

utilizado como meio de crescimento da levedura Debaryomyces hansenii CCMI 941.

3.5 Estudo da fermetiscibilidade do hidrolisado acido e do licor de pré-extrac¢ao

aquosa

A pré-extrac¢do aquosa (PEA) efectuada no inicio deste trabalho, teve como principal objectivo
remover os acucares livres presentes no sorgo, uma vez que, durante a hidrélise acida, a sua
presenga daria origem a potencial formacdo de compostos inibidores, nomeadamente
hidroximetilfurfural (HMF). Tendo em conta que os licores da PEA apresentaram quantidades
aprecidveis de agucares (Quadro 3.2) tornou-se pertinente o estudo da sua fermentiscibilidade,
isto ¢, foi avaliada a possibilidade de utilizagdo do licor de PEA, depois de suplementado, como
meio para o crescimento dos indculos. Para tal, efectuou-se um ensaio de comparagao dos perfis
de crescimento e de consumo de agucares da levedura Debaryomyces hansenii CCMI 941 em
meio contendo licor de PEA ¢ hidrolisado hemicelulésico obtido nas condi¢des de hidrolise
acida optimizadas, ambos suplementados com vitaminas, microelementos e fontes de azoto,
fosforo e magnésio, tal como descrito no Anexo III. Os respectivos perfis estdo apresentados nas

Figuras 3.4 ¢ 3.5.
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Figura 3.4 Perfis de crescimento da levedura D. hansenii em licor resultante da pré-extraccdo aquosa (A)
e hidrolisado hemicelulosico (A) de sorgo biomassa.

Comparando os perfis de crescimento da levedura nestes dois tipos de meio observam-se
algumas diferengas. No licor da PEA a fase de laténcia ¢ inferior a observada no hidrolisado
enquanto a densidade optica final deste Gltimo ¢ significativamente mais elevada, indicando um
crescimento mais acentuado. Estas e outras diferencas podem também ser analisadas em
pormenor no Quadro 3.9, nomeadamente a fase de laténcia da levedura crescida em hidrolisado ¢
cerca de 4 vezes superior a fase de laténcia crescida em licor da PEA, o que poderé dever-se a
presenga de compostos inibidores no meio contendo hidrolisado, ou ainda a uma menor
disponibilidade de actcares facilmente fermentisciveis como a glucose e frutose, que leva ao
aumento da fase de adaptagdo da levedura a este meio. Este aspecto também pode estar
relacionado com o facto do enzima XR e XDH, responséaveis pela conversdo da xilose a xilitol

serem enzimas indutivos, cuja actividade depende da presenca de xilose (Girio et al 2000).
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Quadro 3.9 Parametros cinéticos e estequiométricos para a levedura D. hansenii cultivada em meio com
licor de pré-extracgao aquosa e hidrolisado hemiceluldsico de sorgo.

A u Q. Consumo (%) Yxss

(h) (h™") (gL'h™) Glc Xyl Ara  Sac  Fru (g.gh

Licor PEA 1,29 0,26 0,42 100 a a 80 100 0,82
Hidrolisado 5,27 0,28 0,44 100 99 100 a a 0,73

A-fase de laténcia; p- taxa especifica de crescimento; Q- produtividade celular; Yy/s- rendimento em biomassa
(calculado com base nos agucares consumidos); Glc- glucose; Xyl- xilose; Ara- arabinose; Sac- sacarose; Fru-
frutose; Qy, € Yxs € % de consumo de aguicares foram calculados para as 24 e 38 h de crescimento, para o licor de
PEA e hidrolisado, respectivamente; a-ndo contém.

As produtividades celulares foram semelhantes em ambos os meios mas o rendimento em
biomassa foi superior no licor da PEA. Quaisquer dos valores obtidos, calculados com base no
consumo dos agucares quantificados por HPLC, foram superiores aos valores habitualmente
descritos na literatura para esta levedura em meio quimicamente definido (0,53-0,58 g.g™)
(Nobre et al. 2002), ainda que rendimentos em biomassa da ordem dos 0.7 g.g” tenham j4 sido
obtidos em hidrolisados (Carvalheiro et al. 2006). As taxas especificas de crescimento foram
semelhantes mas ligeiramente superiores no meio contendo hidrolisado (Quadro 3.9), sendo os
valores concordantes com os encontrados na literatura para esta levedura (Carvalheiro et al.

2006).

Aclcares (g.L?)
W

L 3
L 2
L 4
L 2
®

Tempo (min)
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Figura 3.5 Perfis de consumo de glucose (#), sacarose (@) e frutose () da levedura D. hansenii em
meio contendo licor de pré-extraccao aquosa do sorgo.

A Figura 3.5 mostra os perfis de assimilagdo dos acticares presentes no licor de PEA, onde se
pode observar um consumo rapido e simultdneo da glucose e frutose nas primeiras 8 h de
crescimento.

Relativamente ao crescimento de D. hansenii em meio contendo hidrolisado hemicelul6sico, os

perfis de consumo de acticares estdao apresentados na Figura 3.6
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Figura 3.6 Perfis de consumo de xilose (H), glucose (@) e arabinose (A) da levedura D. hansenii em
meio contendo hidrolisado hemicelulésico do sorgo.

O perfil de assimilagdo de actcares, no caso do hidrolisado caracteriza-se pelo consumo
preferencial da glucose, seguindo-se os outros agtcares (Figura 3.6). No caso do hidrolisado,
uma vez que a concentracdo de agucares presente € superior, 0 tempo necessario para 0 cConsumo
total de actcares foi também superior, mas por outro lado permitiu obter concentragdoes de
biomassa mais elevada, no maximo 17,68 g.L'l.

Para além da biomassa, ndo foi detectada a acumulacdo significativa de produtos metabdlicos,
excepto quantidades relativamente baixas de arabitol e xilitol mas apenas no crescimento em
hidrolisado, 4,6 ¢ 0,46 g.L'l, respectivamente

Os resultados obtidos mostram que ambos os meios (licor da PEA e hidrolisado hemiceluldsico)
sdo adequados para o crescimento desta levedura uma vez que permitiram um crescimento

rapido e eficiente.
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3.6Avaliacio de metodologias de destoxificacio na remocio de compostos

inibidores

No sentido de reduzir a inibicdo do crescimento microbiano em hidrolisados, existem varias
abordagens possiveis para minimizar os efeitos dos inibidores, nomeadamente a utilizagdo de
condicdes de hidrdlise em que a sua formagdo seja evitada, proceder a sua remog¢do antes da
fermentagdo (destoxificagdo), promover a adaptagdo dos microrganismos aos hidrolisados,
desenvolver estirpes capazes de resistir aos inibidores ou converté-los em produtos que nado
interferem no metabolismo.

Em geral, o processo de destoxificagdo, quer pela inevitabilidade na sua formagdo, quer pela
selectividade na remogao de inibidores, € o processo mais utilizado.

O hidrolisado do sorgo biomassa obtido na condi¢do optimizada (75 min, 1,4% H,SO4, 130°C,
correspondente a um CS de 1,98) foi submetido a diferentes tratamentos de destoxifica¢do,
nomeadamente a correccdo de pH para 5,5 (pH de cultivo) e adsor¢cdo em carvdo activado.
Ambos os tratamentos foram seguidos de um passo de concentracao por evaporagdo (duas vezes,
em massa) que para além de permitir aumentar a concentracao de monossacaridos, pode também
ser utilizado como método de destoxificagcdo tendo em conta a volatilidade de alguns inibidores
presentes. As percentagens dos compostos inibidores e de monossacaridos totais que

permaneceram no hidrolisado apds cada tratamento estao apresentadas no Quadro 3.10.

Quadro 3.10 Influéncia dos varios tratamentos de destoxificacdo na remog¢do de compostos inibidores ¢
monossacaridos totais presentes no hidrolisado.

Composiciio do hidrolisado”
Método

Glc Xyl Ara i(é:tiidc(()) HMF  Furfural  Fendlicos
Nenhum® 100 100 100 100 100 100 100
pH 5,5 94 95 93 92 91 83 83
pH 5,5, concentrado 90 90 86 45 6 0 74
Carvao activado 93 81 87 86 7 0 7
Carvio activado, concentrado 71 69 84 54 1 0 8

* Os resultados estdo apresentados sob a forma de percentagem dos compostos que permanecem nos hidrolisados
apés os tratamentos
® Os valores encontrados na amostra ndo-tratada sdo considerados como correspondendo a 100%

A concentragdo de 4cido acético foi moderadamente afectada pelo tratamento com carvao

activado e em menor extensdo pelo ajuste de pH. Das metodologias aplicadas, a que teve maior
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impacto na remocdo deste acido alifatico foi a concentragdo do hidrolisado por evaporacao.
Outros autores também verificaram a remoc¢do destes compostos usando este método de
destoxificagdo (Lopes 2001; Wilson et al. 1989). O método menos eficaz na remogao de acido
acético, e restantes compostos inibidores, como se pode verificar no Quadro 3.10, foi a correcg¢ao
de pH para 5,5, resultados concordantes com a bibliografia (Amartey e Jeffries 1994; Frazer e
McCaskey. 1989; Lopes 2001; van Zyl et al. 1988). Na realidade, o principal objectivo deste
método ¢é corrigir o pH do meio para valores adequados a actividade microbiana, nao
proporcionando uma remogao eficaz de inibidores.

A partir do Quadro 3.10 pode observar-se que o tratamento com carvdo activado reduziu
consideravelmente as concentragdes dos derivados de furanos. A concentragdo de HMF do
hidrolisado (pH 5,5) e furfural foi reduzida 93% e 100%, respectivamente, utilizando este
método. A eficiéncia do carvao activado para remog¢ao deste tipo de inibidores foi também
observada por outros autores (Latif ¢ Rajoka 2001; Lopes 2001; Miyafuji et al. 2003). A
concentragdo também se revelou muito eficiente na remocdo dos derivados de furanos,
removendo cerca de 94% de HMF e 100% de furfural. Sendo o furfural um composto volatil,
pode facilmente ser removido por evaporagdo a temperatura utilizada. Outros autores
descreveram também percentagens de remocdo de furfural elevadas usando o método de
concentragdo (Larsson et al. 1999a; Lopes 2001; Parajo et al. 1998a).

Para além dos inibidores ja referidos, foi também avaliada a remogao de compostos fendlicos.
Todos os métodos de destoxificagao aplicados, permitiram alguma remoc¢do de compostos
fenolicos, destacando-se o método com carvao activado, como método mais eficaz, levando a
remog¢ao de 67% dos fenolicos do hidrolisado. Estes resultados estdo de acordo com outros
trabalhos ja publicados, onde se conseguiram percentagens de remocao de compostos fendlicos
de 58% (Carvalheiro et al. 2005).

Para além dos efeitos benéficos da utilizacdo de métodos de destoxificacdo em hidrolisados, ¢é
importante salientar ainda os efeitos negativos, nomeadamente a perda de agucares, que estes
métodos por vezes acarretam. Como se pode observar no Quadro 3.10, todos os métodos
utilizados levaram de alguma forma a perdas de agticares nos hidrolisados. O acerto de pH foi o
método que menos influenciou a concentracdo de aglcares totais, provocando apenas uma
diminuicdo de 5-7%, o que podera considerar-se aceitavel. A concentragdo por evaporagao € o
tratamento com carvao activado conduziram a perdas de agucares totais da ordem de 10% e 19%,
respectivamente. Quando o hidrolisado destoxificado com carvao foi sujeito a um processo de
concentragdo, verificou-se ainda uma perda adicional de agucares (da ordem dos 30%). A

ocorréncia de perdas de aglcares aquando da destoxificacio com carvao activado foi ja
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observada para outros hidrolisados (Carvalheiro et al. 2005) ainda que os valores aqui obtidos
sejam superiores.

3.7 Avaliaciao do efeito da destoxificacio e do meio de crescimento do inéculo na

producio de xilitol

Tal como referido anteriormente, a pré-extraccao aquosa (PEA) do sorgo deu origem a um licor
com uma concentra¢ao de agticares relativamente elevada que permitiu um crescimento rapido e
eficiente da levedura Debaryomyces hansenii CCMI 941. Como tal, nos ensaios de produgio de
xilitol foi estudada a utilizacdo de indculos crescidos naquele licor, bem como em hidrolisados
obtidos nas condigdes de recuperacdo maxima de pentoses, ambos suplementados com
vitaminas, microelementos e fontes de azoto, fosforo e magnésio (Anexo III).
Nestes ensaios de produgdo de xilitol foi também avaliado o efeito da destoxificagdo com carvao
activado e/ou concentragdo do hidrolisado na produgdo de xilitol, visto que a produgdo
microbioldgica de xilitol ¢ favorecida para concentragcdes de xilose elevadas. Apresenta-se no

Quadro 3.11 a composicao dos hidrolisados utilizados para a formulacao dos meios de cultura.

Quadro 3.11 Composigio dos hidrolisados (g.L™") utilizados nos ensaios de produgio de xilitol.

Concentrado Destoxificado e Concentrado
Glucose 6,78+0,04 6,22+0,56
Xilose 49,61+1,21 44,04+0,53
Arabinose 7,37+0,14 7,65+0,11
Acido Acético 4,17+0,77 5,20+0,14
HMF 0,02+0,00 0,00+0,00
Furfural 0,00+0,00 0,00+0,00
Fenolicos 2,14+0,00 0,25+0,00

Estes hidrolisados, concentrados duas vezes (em massa) caracterizam-se por apresentar uma
concentragdo de xilose proxima de 50 gL', sendo as diferencas relativas aos compostos
potencialmente inibidores decorrentes dos procedimentos de destoxificacdo utilizados e ja
discutidos anteriormente (3.6). Consistente com os resultados apresentados no Quadro 3.10, a
concentracdo de acido acético ¢ ligeiramente superior no hidrolisado destoxificado. Apesar de
ndo existir uma evidéncia analitica, sugere-se que este facto possa estar relacionado com uma
alteracdo da viscosidade do hidrolisado, visivel apds destoxificacdo com carvao activado. Tendo-
se obtido um hidrolisado praticamente incolor apds o tratamento com carvao activado, indicador

de uma boa destoxificacdo (comprovada pelas analises quimicas, Quadro 3.10), observou-se a
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formag¢do de uma “goma” que tera eventualmente afectado a taxa de evaporagdo do acido

acético.
3.7.1 Inéculo produzido em licor de pré-extraccio aquosa

A Figura 3.8 ¢ o Quadro 3.12 mostram o efeito da destoxificagdo na produgdo de xilitol, no caso

em que o inoculo foi crescido em licor de PEA
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Figura 3.7 Perfil de consumo de xilose (), arabinose (A) e glucose (®), acumulagdo de xilitol ((J) e
arabitol (A\) e de crescimento da levedura D. hansenii (O) em hidrolisado concentrado ndo-destoxificado

(A) e destoxificado (B) e com inoculo crescido em licor da pré-extracgdo aquosa
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Para ambos os hidrolisados observou-se uma fase de laténcia relativamente longa, ainda que para
o hidrolisado nao-destoxificado e, contrariamente ao que a partida seria de esperar, a fase de
laténcia tenha sido cerca de metade do tempo da observada para o hidrolisado destoxificado (48
h) (Figura 3.7). A existéncia de fases de laténcia relativamente longas pode sugerir, por um lado
a “dificuldade” de adaptacdo da levedura ao hidrolisado, uma vez que tinha sido previamente
crescida no licor da pré-extraccdo aquosa, que para além de potencialmente ndo conter
compostos inibidores, contém glucose, sacarose e frutose, agucares que (2 excepgao da glucose)
ndo estdo presentes nos hidrolisados. Por esta razdo a levedura poderd necessitar de um periodo
de adaptagdo até utilizar eficazmente aglicares como a xilose. Por outro lado, nas condicdes
estudadas neste trabalho, os compostos potencialmente inibidores como o acido acético, furfural
e HMF foram assimilados em simultaneo (dados ndo apresentados). No hidrolisado
destoxificado, o HMF foi consumido ao fim 24 h, enquanto que no ndo-destoxificado esse
consumo, bem como o de furfural, ocorreu nas primeiras 10 h de cultivo.

Em ambos os casos, a glucose e a xilose foram praticamente consumidas em simultaneo, sendo
que no caso dos hidrolisados nao-destoxificados a glucose foi consumida nas primeiras 24 h. Ao
contrario do que acontece para outras leveduras como Candida guilliermondii (Canilha et al.
2005), D. hansenii ndo apresenta consumo diauxico de glucose e xilose, ainda que neste ensaio
se tenha notado um ligeiro aumento da velocidade de consumo de xilose apds a exaustdo da
glucose. O mesmo padrao relativamente a velocidade de consumo, foi observado para a xilose e
arabinose no hidrolisado nao-destoxificado (Figura 3.8). Apds 72 h, o consumo de arabinose no
hidrolisado nao-destoxificado foi de 22%, enquanto que no hidrolisado destoxificado foi de
apenas 3%. Ainda que este agucar tenha continuado o seu consumo, obteve-se apos 96 h, um
consumo maximo de 88% e 16%, para os hidrolisados ndo destoxificados e destoxificados,
respectivamente.

No Quadro 3.12 s3o apresentados os parametros cinéticos e estequiométricos do crescimento e

produgao de xilitol por D. hansenii CCMI 941 nos hidrolisados referidos anteriormente.
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Quadro 3.12 Influéncia da destoxificagdo com carvao activado nos parametros cinéticos e
estequiométricos do crescimento ¢ produgdo de xilitol pela levedura D. hansenii utilizando indculo

crescido em licor de pré-extracgdo aquosa.

Qx Qxilose [Xilito] Jmax Qxilitol Y xititol [Xilitol]/

(gL'h"  (gL'hh (g.Lh (gL'h"  (gg"  [Produtos]
Destoxificado 0,11 0,22 10,57 0,11 0,49 0,87
Nao-Destoxificado 0,18 0,61 25,95 0,36 0,59 0,93

Q- produtividade celular; Qx;ose - taxa volumétrica de consumo de xilose; [Xilitol]s- concentragdo maxima de
xilitol; Qxiior- produtividade em xilitol; Y- rendimento em xilitol (Exiricol/Exilose); [Xilitol]/[Produtos]- razdo de
concentragdo de xilitol/concentragdo total de produtos. Todos os parametros foram calculados as 72 h e 96 h para o
ndo-destoxificado e destoxificado, respectivamente.

A taxa de consumo de xilose apresentou o valor mais baixo no caso dos hidrolisados
destoxificados, o qual esta também associado a um menor crescimento € uma menor producao de
xilitol.

Em ambos os ensaios o xilitol foi o principal produto metabolico obtido, atingindo a
concentragio maxima de 25,95 gL ao fim de 72 h de cultivo (hidrolisado ndo-destoxificado),
correspondente a uma produtividade volumétrica de 0.36 g/1.h. Para além do xilitol observou-se
também a formacdo de outros co-produtos tais como arabitol, etanol, glicerol mas apenas em
baixas concentragdes, no maximo 1,90 g.L', 1,20 g.L'e 0.25 g.L"!, respectivamente.

Na fase final observou-se um ligeiro consumo de xilitol, facto que foi ja anteriormente descrito
para esta lavedura e estd associado a presenca de baixas concentragdes de xilose, em geral,
menor que 10 g.L! (Carvalheiro et al. 2005).

O facto da produtividade em xilitol mais elevada ter sido obtida em hidrolisado nao-
destoxificado, mostra que, ao contrario do esperado, a destoxificacdo afecta negativamente a
producdo de xilitol. Aparentemente este resultado pode estar relacionado com uma alteracao da
viscosidade do hidrolisado, visivel apés destoxificacdo com carvao activado. Tendo-se obtido
um hidrolisado praticamente incolor apds o tratamento com carvao activado, indicador de uma
boa destoxificagdo (comprovada pelas analises quimicas, Quadro 3.10), observou-se a formagao
de uma “goma” que tera provavelmente dificultado o crescimento microbiano e a correspondente
producdo de xilitol.

A razdo entre as concentracdes de xilitol obtidas e o total dos restantes produtos extracelulares ¢
um parametro importante para a etapa de optimizacdo da producdo de xilitol, uma vez que
interessa que as condigdes operacionais sejam aquelas que favoregam a producgdo de xilitol em
detrimento de outros co-produtos ou do crescimento celular. O ensaio que apresentou o maior
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valor para aquela razao (0,93) corresponde a utilizagdo de meio ndo-destoxificado, apresentando
também o rendimento (0,59 g.g™") e produtividade em xilitol mais elevados. Parajé et al (1997b)
obtiveram para D. hansenii NRRL Y-7426 um rendimento em xilitol de 0,69 g.g”', utilizando
hidrolisados de madeira de eucalipto (concentracio inicial de xilose de 43 g.L™') mas varios
sujeitos a tratamentos de destoxificagdo sequenciais (“overliming”, tratamento com sulfito,
extrac¢ao com éter dietilico e adsor¢ao com carvao activado).

O facto do rendimento e produtividade em xilitol mais elevados terem sido obtidos em
hidrolisados nao-destoxificado, representa uma grande vantagem uma vez que a nao utilizacao
de qualquer método de destoxificagdo leva e uma reducdo significativa dos custos do processo.
Este aspecto, em geral pouco habitual para a maioria dos microrganismos tinha sido observado
para a levedura utilizada no presente trabalho em hidrolisados hemiceluldsicos de dreche

cervejeira (Carvalheiro et al. 2005)
3.7.2 Inéculo produzido em hidrolisado acido

Apesar do rendimento em xilitol obtido em hidrolisado nao-destoxificado ser ja um valor
semelhante a0 maximo descrito para esta levedura (Carvalheiro et al. 2007), a produtividade
volumétrica correspondente ¢ ainda relativamente baixa. Por esta razdo, e por forma a tentar
reduzir a fase de laténcia e assim aumentar as produtividades, foi estudada a producao de xilitol
utilizando inoculos crescidos em hidrolisados hemiceluldsicos obtidos nas condigoes
previamente optimizadas.

Neste ensaio, tal como no anterior (3.7.1) foi também avaliado o efeito da destoxificacdo do
hidrolisado com carvao activado na produgao de xilitol. Os resultados obtidos sdo apresentados
na Figura 3.8 e Quadro 3.13.

Ao contrario do que aconteceu no ensaio de producdo de xilitol anterior, neste ensaio as fases de
laténcia foram mais curtas, praticamente nao existindo no meio destoxificado (Figura 3.8). Estes
resultados corroboram os anteriormente observados (Figura 3.7) em que podera ter havido uma
certa “dificuldade” de adaptacdo da levedura, previamente crescida no licor de pré-extracgdo
aquosa e que poderdo estar relacionadas, tal como ja referido, com a induc¢do das enzimas
envolvidos na conversao da xilose a xilitol (Girio et al.2000).

Uma vez que no presente ensaio foi utilizado hidrolisado acido para o crescimento do indculo,
que apesar de conter compostos potencialmente inibidores, contém o mesmo tipo de agucares
(glucose, xilose e arabinose) que o hidrolisado concentrado (meio de producgdo de xilitol), €
provavel que neste caso a levedura ndo tenha necessitado de um periodo de adaptacdo ao meio e,
logo, apresente um crescimento mais eficiente. Por outro lado, nas condi¢des estudadas neste
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trabalho, os compostos potencialmente inibidores como o acido acético, furfural e HMF foram
assimilados em simultaneo, tendo em ambos os casos (meio destoxificado ¢ ndo-destoxificado),

o consumo de HMF e furfural ocorrido nas primeiras 10 h de cultivo (dados ndo apresentados).
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Figura 3.8 Perfis de consumo de xilose (H), arabinose (A) e glucose (@), acumulagdo de xilitol ((J) e
arabitol (A\) e de crescimento da levedura D. hansenii (O) em hidrolisado concentrado ndo-destoxificado

(A) e destoxificado (B) e com in6culo crescido em hidrolisado.

Tanto no hidrolisado destoxificado como ndo-destoxificado, a glucose e a xilose foram
praticamente consumidas em simultaneo, sendo a glucose consumida nas primeiras 24 h. Em

ambos os hidrolisados, a xilose foi consumida na sua totalidade ao fim de 72 h ainda que a sua
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taxa de consumo tenha sido mais baixa no caso dos hidrolisados destoxificados. Relativamente a
arabinose, o seu consumo maximo foi de 62% e 73%, nos hidrolisados nado-destoxificado e
destoxificado, respectivamente. A taxa de consumo de xilose apresentou o valor mais baixo no
caso dos hidrolisados destoxificados,

No Quadro 3.13 sdo apresentados os parametros cinéticos e estequiométricos do crescimento e

producao de xilitol por D. hansenii CCMI 941 nos hidrolisados referidos anteriormente.

Quadro 3.13 Influéncia da destoxificagdo com carvdo activado nos pardmetros cinéticos e
estequiométricos do crescimento e produgdo de xilitol pela levedura D. hansenii utilizando indculo
crescido em hidrolisado acido.

Q« Qxilose [Xilitol]max Qxilitol Y xititol [Xilitol]/

(gL'h") (gL'hh (gL (gL'h™) (g.g") [produtos]
Destoxificado 0,20 0,56 10,50 0,18 0,30 0,93
Nao-Destoxificado 0,16 0,81 29,53 0,56 0,64 0,96

Q- produtividade celular; Qxqjose - taxa volumétrica de consumo de xilose; [xilitol],4- concentragdo maxima de
xilitol; Qxiiioi- produtividade em xilitol; Y- rendimento em xilitol (ggilitol/Exilose); [Xilitol]/ [produtos]- razdo
concentragdo de xilitol/ concentragdo total de produtos

A excepgio de Qy e de Qxiose que foram calculados no final do ensaio (72 h), todos os parimetros foram calculados
as 58 h (maximo da producao de xilitol).

Em ambos os ensaios o xilitol foi o principal produto metabdlico obtido, atingindo a
concentracdo maxima de 29,53 g.L'1 ao fim de 58 h de cultivo (hidrolisado nao-destoxificado),
correspondente a uma produtividade volumétrica de 0.56 g.L™".h™". O facto da produtividade em
xilitol mais elevada ter sido obtida em hidrolisado ndo-destoxificado, confirma o resultado
anterior que mostra que neste caso a destoxificacao afectou negativamente a producao de xilitol.

Na fase final observou-se um ligeiro consumo de xilitol, que deverd estar associado ao
esgotamento da xilose. A tendéncia para esta levedura consumir xilitol quando as concentragdes
de xilose descem abaixo de um determinado valor, havia ja sido anteriormente observada
(Carvalheiro et al. 2005).

Para além do xilitol observou-se também a formacdo de outros co-produtos tais como arabitol,
etanol e glicerol mas apenas em baixas concentragdes, no maximo 1,60 g.L'l, 1,98 g.L'le 0.21
gL', respectivamente

A razao entre as concentracdes de xilitol obtidas e o total dos restantes produtos extracelulares ¢
um parametro importante para a etapa de optimizacdo da producdo de xilitol, uma vez que
interessa que as condi¢gdes operacionais sejam aquelas que favorecam a producdo de xilitol em
detrimento do crescimento celular ou de outros co-produtos. O ensaio que apresentou o maior

valor para aquela razdo (0,96) corresponde a utilizacdo de meio nao-destoxificado, apresentando
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também um rendimento e produtividade em xilitol mais elevados (0,64 g.g"' e 0,56 g.L'h™") e
ainda um crescimento celular mais baixo.

Os resultados obtidos mostram que nestas condigdes a produgdo de xilitol por D. hansenii ¢
altamente favorecida. Tal como aconteceu no ensaio anterior (3.7.1) os rendimentos e
produtividades obtidos utilizando hidrolisado ndo-destoxificado podem, nalguns casos, ser
semelhantes aos valores descritos na literatura para outros hidrolisados hemiceluldsicos mas, em
geral, depois de tratamentos de destoxificacao.

O facto do rendimento e produtividade em xilitol mais elevados terem sido obtidos em
hidrolisados ndo-destoxificados, representa uma grande vantagem uma vez que a elimina¢do da
etapa de destoxificacdo leva e uma reducgdo significativa dos custos do processo. No caso da
produgdo de etanol, por exemplo, a etapa de destoxificagdo representa 22% do total dos custos
de produgdo (Von Sivers et al. 1994). Este facto, em geral pouco habitual para a maioria dos
microrganismos tinha ja sido observado para a levedura D. hansenii CCMI 941 em hidrolisados
hemicelulosicos de dreche cervejeira (Carvalheiro et al. 2005).

Comparando os resultados obtidos com a literatura, pode afirmar-se que em termos de
produtividade e rendimento em xilitol, os resultados obtidos nestes dois ensaios de producao de
xilitol sdo muito satisfatorios. Utilizando o sistema de baldes agitados, existem resultados
publicados utilizando leveduras tais como, C. guilliermondii e D. hanseni NRRL Y-7426 com
diferentes tipos de materiais lenhoceluldsicos, nomeadamente palha de arroz e eucalipto, cujos
resultados sdo semelhantes aos obtidos neste trabalho (Parajo et al., 1997b; Roberto et al. 1994)
ainda que nesses trabalhos tenham sido utilizandas metodologias de destoxificagdo dos
hidrolisados, antes da bioconversao.

Pela analise dos resultados conclui-se que o rendimento e produtividade em xilitol mais elevados
foram obtidos em meio ndo-destoxificado, encontrando-se estes entre os melhores ja descritos
para producao de xilitol em descontinuo (em baldes agitados) com hidrolisados hemicelulosicos
nao-destoxificados (Mussato e Roberto 2008).

Relativamante a levedura utilizada, ¢ importante referir que neste trabalho, se obtiveram
rendimentos e produtividades em xilitol superiores aos anteriormente descritos para D. hansenii
CCMI 941 em hidrolisados hemicelulésicos de dreche cervejeira nao-destoxificados
(Carvalheiro et al. 2006; Carvalheiro et al. 2007).

Os resultados globais deste trabalho mostram que a produgado de xilitol, através da bioconversao
de hidrolisados de sorgo utilizando a levedura D. hansenii CCMI 941, comparam

favoravelmente com todos os trabalhos ja publicados utilizando esta matéria-prima (Sepulveda-
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Huerta et al. 2006; Sene et al. 2009), mostrando assim as pontencialidades deste material, da

levedura e do processo desenvolvido
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Consideragoes finais

O sorgo biomassa (variedade H133) possui na sua composicao agucares livres, cuja extrac¢ao foi
optimizada, utilizando um método aquoso. As condi¢des optimizadas (100°C durante 45 min e
RLS 7) permitiram obter um licor com 12,18 gL' de agucares totais (sacarose, glucose e
frutose). Para além disso, o sorgo biomassa possui uma composi¢ao favoravel para a obtengdo de
hidrolisados ricos em pentoses, uma vez que ¢ relativamente rica em xilano e arabinano, que
constituem a frac¢do mais susceptivel de ser hidrolisada por um processo com acido diluido.

A caracterizacdo dos trés principais tipos de sorgo (doce, biomassa e forrageiro) dos quais se
retirou o suco e se efectuou uma pré-extraccao aquosa revelou a potencialidade do suco do sorgo
em estado verde, bem como do licor de pré-extrac¢ao aquosa.

As condi¢des de hidrolise optimizadas utilizando como catalisador H,SO4 1,4% (p/p) (130°C
durante 75 min) sdo traduzidas por um baixo valor de CS (1,98) e permitem obter um hidrolisado
com 36,51 g.L"' de monossacaridos contendo glucose, xilose e arabinose, com uma recuperagio
quase total da hemicelulose. Estes resultados demonstram que mediante uma cuidadosa
optimizagao das condigdes operacionais ¢ possivel fraccionar selectivamente a hemicelulose com
uma recuperacdo elevada de monossacaridos sem afectar praticamente a celulose, o que constitui
uma vantagem tendo em conta a possivel utilizagdo dos residuos soélidos noutros processos
envolvendo a biocoversdo da glucose.

Simultaneamente sdo formados alguns compostos potencialmente inibidores do metabolismo
microbiano, nomeadamente acidos alifaticos, derivados de furano e compostos fendlicos, embora
em baixas concentragdes quando comparados com outros hidrolisados de natureza semelhante.
Foram testados alguns métodos de destoxificagdo, nomeadamente acerto de pH a 5,5, tratamento
com carvao activado e concentragdo por evaporagdo, onde o tratamento com carvao activado se
revelou o melhor na remoc¢ao de compostos inibidores, cerca de 50% do 4cido acético presente e
acima de 90% de derivados de furanos. Devido a presenga significativa de agucares no licor de
pré-extracdo aquosa, foi feito um ensaio onde se testou a produ¢do de xilitol, utilizando in6culo
produzido em licor de pré-extraccdo aquosa e indculo produzido em hidrolisado 4cido. Os
resultados obtidos revelaram que a producao de xilitol utilizando ino6culo produzido em licor de
pré-tratamento, ndo ¢ viavel, a levedura Debaryomyces hansenii revelou dificuldades na
mudan¢a de meio, que se observou pela baixa produtividade celular nestas condi¢des e pelo
baixo rendimento em xilitol. O ensaio em que se utilizou indculo produzido em hidrolisado, no
que diz respeito ao rendimento e produtividade, os resultados mostraram-se bastante

satisfatorios.
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Em termos de resultados globais deste trabalho pode concluir-se que na produgdo de xilitol,
através da bioconversdo de hidrolisados de sorgo utilizando a levedura D. hansenii CCMI 941,
estes comparam favoravelmente com todos os trabalhos ja publicados utilizando hidrolisados
desta matéria-prima ¢ mesmo com outros hidrolisados mostrando assim as pontencialidades

deste material, da levedura e do processo desenvolvido.
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Perspectivas futuras

De modo a complementar-se os estudos realizados, dando continuidade a optimizacao do

processo biotecnologico de produgao de xilitol por Debaryomyces hansenii em hidrolisado de

sorgo biomassa, seria importante estudar, num futuro préoximo, em maior profundidade os

seguintes aspectos.

. Optimizar a concentragao de suplementos para a producao de biomassa e de xilitol.

. Avaliar as potencialidades do suco do sorgo verde, nomeadamente em crescimento
microbiano.

. Avaliar a hidrélise com acido diluido em sorgo verde prensado e ndo prensado.

. Avaliar o comportamento do inoculo para o processo de “scale-up”, através de
crescimentos sucessivos em descontinuo.

Dando continuidade aos trabalhos realizados, seria também importante desenvolver estudos que

permitissem elucidar os seguintes pontos:

Avaliar o efeito dos inibidores pela adicao selectiva de compostos inibidores ao hidrolisado

destoxificado ou meio definido com uma composi¢do andloga, e observar o reaparecimento da

inibicao
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Anexos

4. Anexos

I. Determinacio do teor e perfil de aciicares soluveis em amostras vegetais

O presente protocolo, permite a determinac¢ao dos teores de agucares soluveis (redutores e totais)
em materiais de origem vegetal. Baseia-se no procedimento de extrac¢do quantitativa dos
acucares pelo método de Luff-Schoorl, seguido da determinacdo analitica dos agucares por
HPLC.
Reagentes
Solucé&o de &lcool etilico a 40% (v/v)
Medir 833,3 cm’ de 4lcool etilico a 96% e perfazer a 2 1 em baldo volumétrico
Protocolo experimental
Devem efectuar-se, pelo menos, duas determinagdes paralelas.
A. Preparacgdo das amostras
As amostras sdo moidas a p6 num moinho de café de forma a obter uma amostra homogénea. Se
necessario poderd fazer-se uma (nova) moagem num moinho mais eficaz, de forma a obter uma
amostra com uma granulometria inferior a 0,5 mm.
B. Protocolo de extracgdo
Pesam-se, com a precisdo de +/- 0,1 mg, 5 g da amostra e introduzem-se num baldo
volumétrico de 250 cm’.
Juntam-se 200 cm’ de solugdo de alcool etilico 40% (v/v) e agita-se durante pelo menos 2,5 h
preferencialmente numa incubadora orbital a 150 rpm e 30 °C
Completa-se o volume com a solu¢do de alcool etilico 40% (v/v).
Homogeneiza-se e filtra-se por papel de filtro Whatman n.° 1 ou equivalente, previamente
tarado, para um gobblet.
Utilizar o filtro com o retentado para determinagdo da massa residual seca.
Utilizam-se 200 cm® de filtrado (25°C) e evapora-se até cerca de metade do volume, para
eliminar o alcool etilico.
Transfere-se quantitativamente, com o auxilio de 4gua quente, para um baldo volumétrico de
200 cm’, arrefece-se e completa-se o volume com agua.
Homogeneiza-se e filtra-se por filtro de 0,45 um. Utiliza-se esta solucao para a determinagao

dos agucares por HPLC.
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Calculos

. V
[X] Vex T 100 (/100 g de material seco)

Teor de acucar X livre = Tt
1000 - (M . J Vfiltrado
100

Onde,

[X] - Concentragdo do agticar X (g.L") obtida da anélise de HPLC

Vext - Volume total da extracgdo, tipicamente 250 cm’

V1evap - Volume total apds evaporacdo, tipicamente 200 cm’

Viirado - Volume de filtrado utilizado para o processo de evaporagao, tipicamente 200 cm’
M - Massa de material utilizado para a extrac¢do, tipicamente 5

H - Massa seca do material

II. Meios de cultura

Meio Yeast Malt-glucose (YM-glc)

Quadro 4.1 Composi¢do do meio YM-glc

Nutriente Conc. (g.L") Marca comercial
Extracto de levedura 3,0 Oxoid
Extracto de malte 3,0 Oxoid
Peptona 5,0 Difco
Glucose 10,0 Oxoid
Agar 20,0 Merck

O meio foi aquecido, distribuido em frascos (aproximadamente 100 mL/frasco) e esterilizado em
autoclave (121°C, 15 min, 1 bar). Apos arrefecimento até¢ 50-55°C, o meio foi distribuido
assepticamente em placas de Petri estéreis. Estas foram armazenadas a 4°C.

Meio Yeast Malt-xylose (YM-xyl)

Quadro 4.2 Composicao do meio YM-xyl.

Nutriente Conc. (g.L")  Fornecedor
Extracto de levedura 3,0 Oxoid
Extracto de malte 3,0 Oxoid
Peptona 5,0 Difco
Xilose 20,0 Merck

Agar 20,0 Merck

11



Anexos

O meio foi preparado do mesmo modo que YM-glc sendo, apos arrefecimento até 50-55°C,
distribuido assepticamente em tubos de ensaio estéreis (6 mL/tubo) e deixado a solidificar
inclinado, a temperatura ambiente. As rampas e os frascos de meio “stock” foram armazenados a

4°C.
III. Solucées de suplementos utilizadas

Soluc¢des de nutrientes

De modo a respeitar a solubilidade dos diferentes compostos e o seu comportamento a elevadas
temperaturas, como € o caso da temperatura de esterilizagdo, as solugdes dos varios nutrientes
foram preparadas e esterilizadas separadamente e s6 depois adicionadas ao meio de fermentagao,

nas devidas proporgdes.
Solucio de sais

Foi preparada uma solucdo 40 vezes concentrada, a partir da qual foram distribuidas as
quantidades adequadas para os volumes de meio utilizados. Esta fonte de micronutrientes possui

a seguinte composi¢ao:

Quadro 4.3 Composicao da solugdo de sais 40 vezes concentrada.

Nutriente Formula Cone Fornecedor Cone.final
(gL (gL™
EDTA CioHsN,Og 7,500 Sigma 0,1875
Sulfato de ferro heptahidratado FeSO,.7H,O 1,400 Merck 0,0110
Sulfato de zinco heptahidratado Z/nS0,4.7H,O 0,440 Merck 0,0070
Sulfato de cobre pentahidratado CuS0,.5H,0 0,040 Merck 0,0010
Cloreto de cobalto hexahidratado CoCl,.6H,0 0,080 BDH 0,0013
Molibdato de sddio dihidratado NaMo00,.2H,0 0,052 Merck 0,0350
Acido boérico H;BO; 0,080 Merck 0,0020
Iodeto de sodio Nal 0,013 Riedel-de-Hden 0,0003

Procedimento:

Dissolver o EDTA e adicionar o Zinco em pelo menos 800 mL de agua. Acertar o pH a 5,5-6,0.
Adicionar os restantes compostos pela ordem indicada mantendo o pH sempre nesse intervalo.
Caso seja necessario corrija 0 pH mesmo antes da dissolugdo completa do reagente que estd a
adicionar. A maior descida de pH ocorre com o Fe. Colocar o volume a cerca de 1200 mL.

Separar em aliquotas de 250 mL em baldes de 500 mL. Ao longo da preparacdo a solugdo vai
il
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alterando a cor, inicialmente ¢ incolor, cor-de-rosa ténue e apds a adigdo de cobalto, azulada
apos adicao do cobre, amarelada, ap6s adigao do Fe.

A solucdo foi esterilizada em autoclave (121°C, 15 min, 1 bar) e armazenada a 4°C.

Solucio NP

A fonte de Azoto, Potassio e Foésforo foi preparada numa solugdo 25 vezes concentrada e o pH
acertado a 5,5 com NaOH 5M. Esta solu¢do foi autoclavada separadamente da solug¢do de sais
minerais de modo a evitar reac¢des a altas temperaturas que poderiam diminuir a quantidade dos
diferentes elementos disponiveis para o crescimento da levedura, nomeadamente por reaccgoes

com o ido fosfato. Esta solucao apresenta a seguinte composicao:

Quadro 4.4 Composicao da solugdo de NP 25 vezes concentrada

Nutriente Formula Conc. (g.L")  Fornecedor Conc.final (g.L™")
Sulfato de amonio (NH4),SO, 235,95 Pronalab 9,438
Dihidrogenofosfato de potassio KH,PO, 66,50 JT Baker 2,660
Solucio Mg

A fonte de magnésio foi preparada numa solu¢ao 25 vezes concentrada ¢ o pH acertado a 5,5

com NaOH 5M. Esta solugao foi esterilizada em autoclave a 120°C durante 15 minutos.

Quadro 4.5 Composicdo da solugdo de Mg 25 vezes concentrada

Nutriente Foérmula Conc. (g.L")  Fornecedor Conc.final (g.L™")

Sulfato de magnésio

heptahidratado MgS0O,.7H,0 12,50 Merck 0,5000

Solucio de vitaminas e calcio
A fonte de vitaminas e calcio foi obtida através da preparagdo de uma solugdo 100 vezes

concentrada, apresentando a seguinte composicao:

v
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Quadro 4.6 Composicao da solugdo de vitaminas e calcio 100 vezes concentrada.

Nutriente Formula Conc. (g.L") Fornecedor Conc.final (g.L™")
Mio-inositol CeH 1206 10,00 Merck 0,1000
Pantotenato de hemi-calcio CoH¢NOs.1/2Ca 2,00 Sigma 0,0200
Cloridrato de tiamina hidratado C;,H;5C;2N4OS.XH,O 5,00 Merck 0,0050
Cloridato de piridoxal CsH,CI(NOs); 0,50 Merck 0,0050
Acido nicotinico CgH5NO, 0,50 Merck 0,0050
Acido p-amniobenzdico C,H,NO, 0,10 Merck 0,0010
d-Biotina (vit. H) C1oH6NO5S 0,01 Merck 0,0001
Cloreto de calcio dihidratado CaCl,.2H,0 5,00 Merck 0,0500
Procedimento:

Dissolver todos os componentes um a um, mantendo a ordem, e reajustando o pH apos cada

adicao a 6,5. Apos a adicao de todos os componentes, manter o pH a 6,5 e ajustar o volume a

1000 mL em um baldo volumétrico. Esterilizar por filtragdo.

Esta solug@o ndo pode ser autoclavada nem mantida a luz, uma vez que algumas vitaminas sao

termolébeis e fotossensiveis. Conservar a 4°C, preferencialmente no méximo de 3 meses.

IV. Formulario

A. Factor de severidade combinado

O factor de severidade tal como proposto por Overend e Chornet (1987), pode ser calculado pela

seguinte expressao:

t
T -100
Ro=|ex dt
=] p( 14,75)

Onde,
-T ¢ a temperatura (°C)

-t ¢ 0 tempo (min)

(Eq.IV.1)

14,75- Parametro empirico relacionado com a energia de activa¢ao e com o tipo de processo
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Atendendo que nos processos de hidrélise existe um periodo de aquecimento (ndo-isotérmico)

cuja contribui¢do ndo deve ser desprezada, a Eq.VI.1 deve ser expressa na forma seguinte:

[T—lOOt]
ta t
: tag T-100
Ro= [exp~——= 2 dt+ [exp| ——— |dt Eq.IV.2
o= [ex 14,75 J p( 14,75 j (Eq-1v-2)

taq

Onde, o primeiro termo da equagdo corresponde a fase de aquecimento até a temperatura pré-
estabelecida (T), e o segundo ao periodo isotérmico da hidrdlise.
De modo a considerar o efeito da concentracdo de catalisador, foi calculado o factor de
severidade combinado (CS) pela Eq.VI1.3:

CS=1logRo—pH (Eq.IV.3)

pH — valor do pH do hidrolisado medido experimentalmente.

B. Caracterizacdo quimica da matéria-prima e residuos solidos

As concentragdes de glucose, xilose, arabinose e &cido acético nos licores resultantes da
hidrélise 4cida quantitativa da matéria-prima e residuo solido foram utilizados para o calculo das
percentagens de glucano, xilano, arabinano e grupos acetilo, respectivamente (Eq. [V.4-1V.7). O
residuo insoluvel em acido, apos correc¢do das cinzas, permitiu o calculo da lenhina Klason (Eq.
IV.8)

Na hidrolise acida quantitativa uma pequena percentagem de agucares ¢ degradada, por isso sdo
introduzidos factores de correcc¢do para corrigir as perdas. De acordo com Browing essas perdas
sdo de 2,6% para a glucose, 8,8% para a xilose e 4,7% para a arabinose. Com base nestas
percentagens ¢ possivel calcular os factores de correccdo (F), que permitem corrigir as varias

determinagoes.

100 162 GlcxP,,
X X

Gn=F x Eq. IV.4

1005 180 A (Eq. 1vV.4)

Xn=F x 100 132 Xyl xPy, (Eq.VL5)
1005 150 < A

Arn=F x 100 132 AraxPy, (EqIV.6)
1005 150 A

anc_ 100 60 AcxP, a1V

= X—X
1005 61 A
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_RIA-C

LK x 100 (Eq.IV.8)

- Gn, Xn, Arn, GAc, LK sdo as percentagens de glucano, xilano, arabinano, grupos acetilo e
lenhina Klason, respectivamente (g/100 g sélido).

- F ¢ o factor de correc¢do, por exemplo, para o glucano, F=1/(1-0,026)=1,027.

- P01 € A sdo as massas de solug@o e da amostra seca utilizada no ensaio, respectivamente (g).

- RIA e C sdo as massas do residuo insolivel em acido e da cinza da amostra, respectivamente
(8).

- Gle, Xyl, Ara e Ac sdo as concentragcdes de glucose, xilose, arabinose e acido acético nos

licores (g.L™).

C. Calculo de rendimentos
O rendimento de cada um dos polimeros®, expresso como a percentagem que permanece no
residuo solido relativamente a respectiva percentagem na matéria-prima, apos hidrolise acida foi

calculada de acordo com as Eq.IV.9-IV.13.

G, = S0 Y (EqIV.9)
GnMP
Xn, =20 Ys (EIV.10)
XNwe
A, =AM Ys (Eq.IV.11)
AmMP
GAc.Ys
GAc, = —2¢- 18 Eq.IV.12
R GACMP ( q )
LKn.Ys
LK, =——n-1S Eq.IV.13
R LK (Eq )

- Gng, Xng, Arng, GAcg, LKR sdo as percentagens de cada um dos “polimeros” que permanecem

no residuo apos o tratamento (g/100 g de polimero na matéria-prima).

> O termo polimero estd a ser utilizado para designar os polissacaridos, lenhina e grupos acetilo, embora estes
ultimos ndo sejam na realidade polimeros, uma vez que do ponto de vista estrutural fagam parte da hemicelulose. A

designagdo de “polimero” para o conjunto de componentes referidos foi adoptada por uma questido de simplicidade.
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- Gnyp, Xnpp, Arnvp, GAcmp, LKyp sd0 as percentagens de glucano, xilano, arabinano, grupos
acetilo e lenhina Klason na matéria-prima, respectivamente (g/100 g matéria-prima).

- Ys — rendimento em soélidos (g de solido recuperado/100 g matéria-prima).

A percentagem de cada um dos polimeros solubilizada a monémeros e de mondmeros convertida

em produtos de degradagdo, foi calculada de acordo com as Eq.IV.14-IV.19, onde (162/180),

132/150), (60/61), (132/96) e (162/126,1) sdo factores estequeométricos para a conversido da
q p

glucose, xilose e arabinose, acido acético, furfural e HMF para glucano, xilano e arabinano,

grupos acetilo, xilano e glucano, respectivamente.

162 Glc - Pu

Iy = : :
180 Gn,; -A.0,01.pn (Eq.IV.14)
xyl, =132, XPe
150 Xn,,, - A.0,01.p+ (Eq.IV.15)
Ara, =132, AP 4,
150 Arm,, -A.0,01.pn (Eq.IV.16)
. _ 60 Ac.P, 100
R — ;- :
61 GAc,,,.A.0,01.pn (Eq.IV.17)
Furf. — 132 Furf.P,
R — : :
96 Xn,;,.A.0,01.pu (Eq.IV.18)
HMF .P
- 162 . H 100
126,1 Gn,,;,.A.0,01.pu (Eq.IV.19)

- Glegr, Xylg, Arag, Acg, Furfr, HMFg, sdo as percentagens de glucose, xilose, arabinose, acido
acético, furfural e HMF recuperados no hidrolisado (g por 100 g de polimero).

- Furf e HMF sdo as concentracdes de furfural e HMF nos licores (g.L™).

- Py € a massa de hidrolisado obtido no ensaio (g).

- A ¢ a massa de amostra utilizada no ensaio (g).

- pu ¢ a massa volimica do hidrolisado (g.L™).

A percentagem de cada um dos “polimeros” relativamente ao total de amostra inicial foi

calculada de acordo com as Eq.IV.20-1V.24.
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Gnr = GanbinMp
i = Xanb)gnMp
A = AleblgmMP
GAc, = GAch-0 %}ACMP

(Eq.IV.20)

(Eq.IV.21

(Eq.IV.22)

(Eq.IV.23)

(Eq.IV.24)

- Gnr, Xnt, Arnt, GAcr, LKy sdo as percentagens de cada um dos “polimeros” (g por 100 g de

matéria-prima).

As percentagens de glucose, xilose, arabinose, acidos acético, formico e levulinico, furfural,

HMF e compostos fendlicos relativamente ao total de amostra inicial foram calculadas de acordo

com as Eq.IV3.25-1V.33.

Gle, = Glcy - Glc,,p
100
Xyl - Xyl
Xyl. = R MP
Yh 100
Ara. = Arag - Ara,,
100
Acy = Acy - Acyp
100

Furfy - Furf,,

Furf; = 100

HMF, - HMEF,,,

HME, = 100

X

(Eq.IV.25)

(Eq.IV.26)

(Eq.IV.27)

(Eq.IV.28)

(Eq.IV.29)

(Eq.IV.30)



Anexos

CFn -Pu

CFn, =
pII.A

100 (Eq.IV.31)

- Gler, Xylr, Arar, Acrt, Furfr, HMF1 e CFnt sdo as percentagens de glucose, xilose, arabinose,
acido acético, furfural, HMF e compostos fenolicos (g por 100 g de matéria-prima).

- CFn é a concentragio de compostos fendlicos presentes no hidrolisado (g.L™).
D. Parametros cinéticos e estequeométricos
1 ‘{ Abs ] b
Abs,

= (Eq.IV.32)

Calculado a partir da regressdo linear com os dados da fase exponencial da curva de crescimento, onde Abs; e Abs

’ : -1
- Taxa especifica de crescimento (h™)

sdo as absorvancias inicial ¢ num determinado tempo (t), respectivamente; b é a ordenada na origem.

- Produtivdade celular (g.L".h™)

Q, = X=X (Eq.IV.33)
tf - ti
X; e X sdo as concentragdes iniciais e finais de biomassa, respectivamente (g.L™).
- Taxa volumétrica de consumo de substrato (g.L".h™)
Si - Sf
Q=——— (Eq.IV.34)
t =t

- S; e S sdo as concentragdes iniciais e finais de substrato, respectivamente (g.L™"). Substrato: xilose e/ou glucose

e/ou arabinose.
- % Substrato consumido

GSi=SH_ 100
Si (Eq.IV.35)

% substrato consumido=

- Taxa volumétrica de formacio de xilitol (g.L".h™)

_ Xilitol, — Xilitol,

on = (Eq.IV.36)
Xilitol; e xilitol; sdo as concentragdes iniciais e finais de xilitol, respectivamente (g.L™).
- Rendimento celular (g.g™)
Xt — Xi
R
i =S, (Eq.IV.37)
- Rendimento em xilitol (g.g-1)
XOH+— XOHi
Yxoms = sf —S (Eq.IV.38)
i~ Pf

S; e S¢, XOH; e XOH¢ representam as concentragdes iniciais e finais (g.L'l) de xilose e de xilitol, respectivamente.
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- Razdao XOH/Produtos

XOH/Produtos = —— Xilitol _ (Eq.IV.39)
Arabitol + Glicerol + Etanol + Xilitol

Arabitol, glicerol e etanol sdo concentragdes destes produtos quando a concentracgdo de xilitol é maxima.

V. Determinacio da proteina total

A proteina total foi determinada de acordo com o método de Kjedahl (1975). As amostras a
analisar foram pesadas directamente nos tubos de digestdo. Foi tomada uma massa de 0,5 g de
amostra a qual se adicionou 10 g de mistura catalisadora e 20 mL de H>SO4 concentrado (96%
p/p), e colocaram-se os tubos com as amostras preparadas na unidade de aquecimento do
aparelho de digestdo (Digestion System 6 Modelo 1007, Tecator, Suécia). Seguidamente
colocaram-se as capsulas do sistema de extraccdo de fumos e abriu-se a fonte de vacuo. Nos
primeiros 30 min do processo, a temperatura foi moderada e apds este periodo foi elevada até
420°C, durante 1,5 h. Uma vez terminada a digestdo, e apds arrefecimento do contetido dos
tubos, adicionou-se 100 mL de dgua destilada e 50 mL de &cido boérico 4% (p/v). Em seguida
colocaram-se os tubos na unidade de destilagdo (Kjeltec System modelo 1026, Tecator, Suécia).
Durante esta operacao de destilagao foi libertado amoniaco, por adi¢ao da solu¢cdo de NaOH, que
¢ arrastado por uma corrente de vapor de agua sendo depois recolhido na solugdo de acido
borico. Em seguida, o amoniaco foi doseado por titulagio com HCIl 0,1 N, em presenca da
solu¢do indicadora de pH (indicador de Tashiro) que se torna violeta a pH 4,8. Para o ensaio em
branco procedeu-se da mesma forma, substituindo a massa da amostra por agua destilada.

Quadro 4.7 Reagentes utilizados na determinacao da proteina total.

Sulfato de cobre 3g
Oxido de titanio 3g
Mistura catalisadora Acido estearico lg

Sulfato de potassio 93 g

Solucao de acido borico 4% (p/v)

Solugao de acido cloridrico 0,IN

Solugdo de hidroxido de sodio 50% (p/v)

Indicador Indicador de Tashiro®

* Dissolveram-se 2 g de vermelho de metilo e 1 g de azul de metileno em 100 mL de 4lcool etilico 95% (v/v). A

solucdo foi conservada em frasco escuro.
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Expressao dos resultados

A percentagem de azoto total ¢ determinada utilizando a seguinte expressao:

(V-Vo)
A

Azoto total (%)=0,14. (Eq.V.1)

Onde,
V- volume da solu¢ao de HCI 0,1 N gasto na titulagdo (mL)
V- volume da solugdo de HCI 0,1 N gasto na titulagdo do ensaio em branco (mL)

A- massa de amostra (g) (em massa seca)

VI. Determinac¢ao da concentracio de compostos fenolicos

Protocolo experimental para o doseamento dos compostos fendlicos, de acordo com o método
Folin-Ciocalteu.
Preparacio das Solucoes
Solucdo stock de acido galico 0,6 g.L™

Pesaram-se 0,0300 g de acido gélico e dilui-se em dgua ultra pura, perfazendo o volume a
50 mL, em baldo volumétrico. A solugao ¢ estavel por alguns dias a 4 °C.
Solu¢ao stock de carbonato de sodio 7,5% (p/v)
Pesaram-se 18,75 g de carbonato de sddio e dissolver em 4gua ultra pura. Perfez-se a 250 mL
num baldo volumétrico. Esta solugdo ¢é dificil de dissolver. E estavel durante algumas semanas.
Soluc¢io de Folin-Cicalteu 1/10 (v/v)

Diluiu-se 25 mL de reagente de Folin-Ciocalteu comercial em agua ultra pura. Perfez-se
o volume a 250 mL num baldo volumétrico. Preparar diariamente.
Procedimento:
Num tubo de ensaio com tampa, adicionou-se 5 mL de solug¢do de Folin-Ciocalteu 1/10 e 4 mL
de carbonato de célcio 7,5% (p/v) a 100 ul de amostra, agitando no vortex a cada adigdo.
Incubou-se em banho-maria, a 45°C durante 15 min. Agitou-se novamente e leu-se a absorvancia
a 765 nm.
A curva de calibragdao foi construida da mesma forma, utilizando solugdes de acido galico a

diferentes concentragdes (0; 0,06; 0,15; 0,30; 0,45; 0,54 ¢ 0,60 mg.mL'l)

Calculos
Os resultados sdo expressos em equivalente de 4cido galico (GAE) mg.mL™" de solugdo da

amostra por comparac¢ao com a curva de calibracdo de acido galico.
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