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RESUMO

O xilitol ¢ um adogante natural, anticariostatico, utilizado principalmente na induastria de
alimentos e farmacéutica. O seu valor econdmico aliado as diversas aplicagdes impulsionam
pesquisas biotecnologicas para aumentar sua producdo. Uma alternativa promissora ¢ a
producdo por meio da fermentagdo da xilose presente em diversos residuos agroindustriais
utilizando leveduras. O objetivo do presente trabalho foi selecionar uma levedura com alto
potencial para producdo de xilitol e otimizar a produ¢do em meio a base de hidrolisado
hemicelulésico de torta de macauba e extrato de levedura de cervejaria. A partir do banco de
leveduras do Laboratério de Microbiologia Aplicada da UFMG foram testadas duas linhagens
de M. caribbica e cinco de M. guillermondii, sendo selecionada a que apresentou melhores
parametros fermentativos para a producdo de xilitol, M. caribbica UFMGO08. Foram
realizados trés etapas do processo de otimizagdo: o Delineamento Fatorial Fracionado (DFF)
para avaliar quais fatores (aeracdo, concentracao de xilose, fonte de nitrogénio e concentracao
da fonte de nitrogénio) e seus niveis resultam em maiores valores dos parametros
fermentativos para producdo de xilitol e o Delinemaneto Composto Central Rotacionado
(DCCR) para estabelecer o ponto 6timo de producdo a partir de modelos matematicos
preditivos. O fator aeragdo e a interagao de fatores como a aeragdo, a fonte de nitrogénio ¢ a
concentracdo da fonte de nitrogénio influenciraram os pardmetros fermentativos para
producdo de xilitol. Isoladamente, o tipo de fonte de nitrogénio (comercial ou oriunda de
residuo cervejeiro) ndo interferiu diretamente na produgdo de xilitol, podendo ser utilizada a
que foi obtida a partir de residuo industrial em detrimento da comecial sem alteracao na
producdo. Com a otimizagao foi possivel aumentar em 13% a producao de xilitol, alcangando
60,04¢g/1, eficiéncia de conversdo de acucares a xilitol de 0,79g/g e produtividade de 0,83¢g/1.
Esse estudo abre perspectiva para a utilizagdo biotecnologica de leveduras para o processo de
producdo de xilitol, bem como para a utilizagdo de residuos agroindustriais para formulacao

de meios de cultivo.

Palavras-chave: Xilitol. Xilose Redutase. Meyerozyma caribbica UFMGO0S8. Residuos agroindustriais.

Otimizagao.



ABSTRACT

Xylitol is a natural sweetener, anti cariostatic, used mainly in the food and pharmaceutical
industries. The economic value allied to various applications boost biotech research to
increase production. A viable alternative is the production by xylose fermentation present in
many industrial residues using yeasts. The aim of this work was to select a yeast with high
potential for xylitol production and optimize this production in culture medium formulated
with presscake hemicellulose hydrolyzate and brewer’s yeast extract. From Applied
Microbiology Laboratory of yeast bank UFMG seven strains were tested, and selected the one
with best fermentation parameters for xylitol production, Meyerozyma caribbica UFMGOS.
Three optimization processes were conducted: Fractional Factorial (DFF) and the Response
Surface Methodology (RSM). The DFF to assess which factors (aeration, xylose
concentration, nitrogen source and concentration of the nitrogen source) and their levels result
or larger fermentation parameters for the xylitol production and the DCCR to establish an
optimum point to xylitol production from predictive mathematical models. The optimization
process showed that factors such as aeration and interaction of factors such as aeration, the
nitrogen source and concentration of the nitrogen source influence on productive parameters
for obtaining xylitol. Separately, the type of nitrogen source (commercial or resulting from
brewer residue) did not interfere in the xylitol production, may be used that obtained from
industrial waste without changes in production. From the optimization was increased by 13%
xylitol production, increasing 60,04g/l, sugars conversion efficiency xylitol 0,79g/g and
productivity 0.83g/l. This study opens up prospects for the biotechnological use of yeasts for
production of xylitol process and to the use of agro-industrial wastes for the formulation of

the culture medium.

Keywords: Xylitol. Xylose reductase. Meyerozyma caribbica UFMGOS. Agroindustrial

residues. Optimization.
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1 INTRODUCAO

O reaproveitamento de residuos solidos gerados em processos industriais tem sido um dos
grandes desafios do século XXI, diante da necessidade de criagdo de praticas mais
sustentaveis. O volume de rejeitos provenientes de industrias e de atividade agricola ¢
bastante significativo, sendo gerados cerca de 13,9 bilhdes de toneladas por ano no Brasil
(EMBRAPA, 2012). Uma fragdo desses rejeitos ¢ comumente utilizada para fabricagdo de
insumos como ragao e fertilizantes, no entanto uma grande fracdo ainda nao possui valor
agregado, sendo comumente descartada (CARVALHO, 2013). Esses residuos, em sua
maioria, sdo constituidos basicamente por lignina, celulose e hemicelulose, ou seja, uma
biomassa rica em pentoses e hexoses que podem constituir substratos ideais para producao
catalisada por micro-organismos de diversos produtos de valor comercial, incluindo o etanol e

o xilitol.

O xilitol ¢ um polidlcool que possui aplicagdes em diferentes segmentos industriais, sendo
considerado como substituinte para a sacarose devido ao seu alto poder adogante, além de ser
bem tolerado por diabéticos (EMODI, 1978). Sua elevada estabilidade quimica faz com que
mesmo em baixas concentragdes ele seja um bom conservante alimenticio e aumente a vida
de prateleira de diversos alimentos (BAR, 1991). O consumo mundial de xilitol em 2005 foi
de 43.000t, sendo a Europa e os Estados Unidos os maiores consumidores (KADAM et al.,

2008).

Em escala comercial, o xilitol ¢ produzido por processo quimico, por meio de hidrogenagdo
catalitica da xilose pura, proveniente de materiais lignoceluldsicos contendo altos teores de
xilana. Para a obtencdo de uma xilose com elevado grau de pureza ¢ necessario realizar
operagdes de troca idnica, descoloragdo, fracionamento cromatografico, purificagdo e

cristalizacdo, resultando em um custo de producao muito elevado (HY VONEM et al., 1982).

Nesse contexto, pesquisas vém sendo direcionadas para viabilizar a producdo de xilitol por
meio de processo biotecnoldgico, alternativa que poderia reduzir os custos do processo em
escala industrial (HEIKKILA et al.,, 1992). Os micro-organismos mais utilizados nesse
processo sao as leveduras, cujo cultivo € realizado em hidrolisados obtidos de diferentes

matérias-primas, tais como a palha de arroz, o bagaco de cana-de-agiicar e a madeira de



eucalipto (MUSSATO; MARTON; CANILHA, 2002). O processo biotecnologico ¢ uma boa
alternativa ao método quimico, pois dispensa o uso de catalisador metalico, a purificagdo
inicial da xilose, a qual ¢ convertida em xilitol no proprio hidrolisado e utiliza enzimas ou
micro-organismos especificos que atuam somente na conversao de xilose em xilitol. Esse tipo

de producdo leva a um maior rendimento e facilita a separacdo do produto obtido

(MUSSATO, ROBERTO, 2002).

Diversas espécies de leveduras sao conhecidas pela capacidade de fermentar pentoses,
principalmente as do género Candida, destacando-se na producao de xilitol (PAPINI, 2012).
Espécies como Candida athensensis, Meyerozyma (Candida) guilliermondii, Candida
tropicalis, Candida maltosa, Hansenula polymorpha e Debaryomyces hansenii sao descritas
na literatura, com alta capacidade de consumo de xilose e producdo de xilitol, sendo a
primeira uma das melhores produtoras descritas, alcancando uma producdo de 100,1g/1 de
xilitol (ZHANG et AL., 2012; BARBOSA et al., 1988; GONG et al., 1981; GUO et al., 2006;
SURYADI et al., 2000; SAMPAIO et al., 2008).

Apesar das vantagens, a obtencdo de xilitol por via biotecnoldgica esta associada a capacidade
dos micro-organismos de expressarem a enzima Xxilose redutase (XR) que catalisa a redugdo
de xilose a xilitol com a participagdo dos cofatores NADPH ou NADH (VERDUYN et al.,
1985). O xilitol, composto relativamente estavel, ¢ secretado pela célula, ou oxidado a
xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (XDH), cuja atividade requer os cofatores NAD ou
NADP. A producao de xilitol depende, portanto, de uma elevada atividade da enzima XR ou
de uma baixa atividade da enzima XDH (ROSEIRO et al., 1991).

Além da necessidade de se obter micro-organismos adequados, a via biotecnologica de
produgdo de xilitol possui fatores que limitam a obtencao de uma quantidade significativa de
produto final. Esses fatores incluem o controle preciso das condi¢des de pH, temperatura,
agitacdo e da presenca de inibidores (SILVA et al., 2007). Diante disso, esfor¢os t€m sido
direcionados para a otimizagdo das condi¢des de cultivo e estabelecimento de melhores

parametros fermentativos (SILVA et al., 2007).

Diante do potencial de produgdo de xilitol apresentado por diversas leveduras, a proposta do

presente trabalho ¢ selecionar uma linhagem de levedura com alto potencial de produgao de
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xilitol e otimizar a produ¢do utilizando meio de cultivo formulado a base de residuos

agroindustrais.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Estudar o processo de producao de xilitol por Meyerozyma sp. por meio da otimizagdo do
processo fermentativo utilizando meio de cultivo formulado com o wuso residuos

agroindustriais.

2.2 Objetivos Especificos

- Selecionar por meio de ensaios fermentativos uma linhagem de levedura com alta producao
de xilitol a partir da colecdo de isolados de levedura do Laboratério de Microbiologia

Aplicada da UFMG;

- Obter hidrolisado hemicelulésico da torta de macauba e caracterizd-lo quanto ao teor de

agucares;

- Estudar a influéncia dos fatores aeracdo, concentracao do inoculo inicial e concentracao de
xilose do meio de cultivo sobre os parametros fermentativos apresentados pelas linhagens

durante cultivo em meio a base de hidrolisado hemiceluldsico de torta de macauba;

- Obter extrato de levedura de cervejaria e caracteriza-lo quanto aos teores de nitrogénio e

proteinas totais;

- Estudar, por meio de um delineamento fatorial fracionado misto, os fatores que influenciam
nos parametros de produgdo xilitol a partir do hidrolisado hemiceluldsico de torta de macatba

por M. caribbica UFMGO08;

- Estudar, por meio da Metodologia de Superficie de Resposta, o efeito dos fatores sobre os

parametros fermentativos de produc¢ao de xilitol por M. caribbica UFMGOS;

- Otimizar a producdo de etanol e xilitol por M. caribbica UFMGO08 em hidrolisado

hemicelulésico de torta de macatba;



11

- Validar as condigdes 6timas da produgdo de xilitol por M. caribbica UFMG08 em meio

contendo hidrolisado hemicelulosico de torta de macauba e extrato de levedura de cervejaria.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Residuos Agroindustriais

O Brasil se destaca no mercado mundial na producdo de diversos produtos agricolas e
industriais, com a geragdo de cerca de 13,9 bilhdes de toneladas de residuos por ano, os quais
ndo sdo totalmente reaproveitados e necessitam de destinacdo adequada devido as questdes
ambientais (EMBRAPA, 2012). O grande volume descartado em local inapropriado e a
composi¢ao quimica desses residuos constitui problema ao meio ambiente, pois durante o
processo de decomposi¢do levam a produgdo de gases, causando intensificagdo do efeito
estufa, além de causar mau cheiro, potencializar a proliferagdo de insetos e contaminar agua e

solo (OKANO et al., 2006).

Nos ultimos anos os residuos passaram a ser considerados como substratos para a produgao de
novos produtos, por representarem uma matéria prima rica em substincias de alto valor
nutricional, energético e econdmico (PELIZER, 2007; LAUFENBERG, 2003). A reutilizacao
desses residuos pode levar a producao de diversos itens com alto valor agregado, como
biocombustiveis, insumos quimicos, enzimas, fertilizantes, além de outros para consumo
humano e animal, como o xilitol e a ra¢do para gado, respectivamente (LOURENCO, 2009).
Diante desses aspectos, o reaproveitamento dessa biomassa residual ajuda a minimizar
problemas ambientais, além de gerar produtos com diversas aplica¢des industriais (SANTOS,

2002).

A biomassa residual inclui materiais como as palhas de arroz e de milho, o bagaco de cana-
de-acticar, a torta de macauba e residuos de cervejaria (CARVALHO, 2003). No Brasil sao
produzidos anualmente 13,7 bilhdes de litros de cerveja dos quais se recupera de 15 a 30kg de
levedura por metro cubico de dalcool (SINDCERV, 2012). Esse tipo de biomassa ¢
economicamente importante, pois representa um subproduto do processo industrial obtido a
baixo custo e que pode ser utilizado como fonte proteica se processado adequadamente
(OLIVEIRA, 2001). De forma geral, apresentam, em base seca, cerca de 40% de sua
composicdo em proteinas, 5 a 8% de nitrogénio, 45 a 55% de carboidratos e at¢ 10% de

minerais como fosforo, potdssio, calcio, magnésio e selénio (YAMADA et al.,, 2003;
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SARWAR et al., 1985; BUTOLO, 1996; SGARBIEIR et al., 1999; HALASZ & LASZTITY,
1991). Devido ao seu alto valor nutritivo, os residuos de cervejaria estdo sendo comumente
utilizados como aditivos em diversos produtos, principalmente os alimenticios, como a
biomassa de levedura, comumente utilizada como aditivo em ragdo animal, sendo a espécie

mais estudada para esse fim a Saccharomyces cerevisiae.

A partir da biomassa de levedura € possivel obter o extrato de levedura por meio de autdlise,
plasmolise ou processos combinados. A autdlise ocorre pela acdo de enzimas endogenas em
pH e temperatura especificas, processo no qual podem ser adicionados plasmolizantes como o
cloreto de sodio e solventes organicos (BEHALOVA et al., 1991; DE ROOLJ & HAKART,
1985). A composicao quimica do extrato depende da qualidade da biomassa utilizada e do
processo de ruptura celular (DZIEZAK, 1987). O extrato vem sendo utilizado no Brasil pelos
setores de embutidos e produtos carneos, biscoitos € massa de tomate (REVILLION et al.,
2000). Também tem sido utilizado como suplemento em meios de cultivo de micro-
organismos. Em 2008, Martins (2008) utilizou extrato de levedura residual de cervejaria na

producado de bioinseticida por Bacillus sphaericus.

O bagago de cana, residuo fibroso obtido pelo processamento da cana-de-agticar, ¢ um dos
principais subprodutos lignocelulésicos da agroindustria brasileira. E frequentemente citado
na literatura como um material muito promissor para a obtencdo de agucares, que podem ser
transformados a etanol ou outros compostos quimicos, uma vez que ¢ uma boa fonte de
xilose. A macauba (Acrocomia aculeata), palmeira nativa de florestas tropicais, ¢ um vegetal
perene e com grande potencial para a producgdo de biodiesel a partir do 6leo extraido de seus
frutos. No processo de prensa do fruto para obtengao do 6leo e produgdo de biodiesel também
sao obtidos residuos lignoceluldsicos, como a torta de macatba, a qual pode ser reaproveitada

para a producao de diversos compostos como o etanol e o xilitol (LORENZI, 2006).

A biomassa lignocelulosica ¢ formada por fibras que sdo constituidas principalmente por
lignina (15 a 30%), celulose (20 a 60%) e hemicelulose (20 a 30%). Esses constituintes
apresentam-se em propor¢do variada em cada material, o que ¢ diretamente influenciado por
fatores genéticos e ambientais, e que estdo relacionados ao potencial uso desses materiais

como matéria prima sustentavel (Figura 1) (CARVALHO, 2003).
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Figura 1: Esquema estrutural da biomassa residual lignoceluldsica (Adaptado de RUBIN, 2008).

A celulose ¢ o principal componente da fibra, sendo um polimero constituido por unidades de
glicose, possuindo duas fragdes: a amorfa, a qual ¢ facilmente hidrolisavel e a cristalina a qual
¢ muito resistente (OLIVERIO, 2004). As interagdes intermoleculares promovem a formagao
de fibrila elementar e estes agregados conferem resisténcia a tensdo e a degradagdo
microbiana e tornam a celulose insolavel (GOLDSTEIN, 1981). E o principal componente da

parede estrutural dos vegetais, desempenhando um papel estrutural.

As hemiceluloses ou polioses também sdo polissacarideos, porém, sdao ramificados e
formados por diferentes agtlicares, principalmente pelas pentoses D-xilose e L-arabinose, pelas

hexoses D-glicose, D-manose e D-galactose, além de 4cidos glicurdnicos (FENGEL, 1989).
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Sdo bastante hidrofilicas, apresentam baixa massa molecular e ramificagdes em suas cadeias,
possuindo dessa forma, natureza amorfa (ROWELL, 2005). Elas estdo depositadas de forma
intercalada entre as microfibrilas de celulose, conferindo elasticidade e flexibilidade a fibra

vegetal (AGUIAR, 2010).

A lignina ¢ uma macromolécula aromética e de composi¢cdo quimica complexa, formada por
unidades de fenilpropano (4lcool cumaérico, alcool coniferilico e alcool sinapilico) (FENGE,
WEGNER, 1983). Sua estrutura ¢ amorfa e altamente ramificada, sendo um material de baixa
densidade. E responsavel pela coesdo, rigidez e resisténcia das fibras de celulose por envolvé-
las, podendo também formar ligagcdes covalentes com as hemiceluloses, o que também
confere rigidez e baixa reatividade as fibras vegetais (GOLDESTAIN, 1981; ARANTES,
2010).

A biomassa residual apresenta constitui¢do ideal para o uso em processos fermentativos,
porém, uma das limitacdes para o seu aproveitamento integral ¢ a sua propria estrutura, na
qual a celulose apresenta-se recoberta por uma matriz de lignina e hemicelulose, dificultando
a degradagdao em fontes de carbono utilizdveis em processos fermentativos (WEGENER,

1989).

Diante desses aspectos, para a utilizagdo desses materiais em processos fermentativos sao
necessarios pré-tratamentos, que podem ser fisicos, quimicos, bioldgicos, ou a combinacao
desses. Os pré-tratamentos tem a finalidade de reduzir a estabilidade das fibras e as interagdes
entre a celulose, a hemicelulose e a lignina, tornando a biomassa mais acessivel a acao das
enzimas hidroliticas destes homo e heteropolissacarideos (JORGENSEN, 2007). Diversos
métodos tém sido empregados para a hidrolise da biomassa, dentre esses, 0s mais comumente
utilizados sdo a hidrolise acida (ALVES et al., 1998), a explosdo a vapor (MOISER et al.,
2005) e a hidrolise enzimatica (ALVIRA et al., 2010).

A hidrélise acida € o processo no qual, acidos sulfuricos, cloridricos, fosforicos ou nitricos,
em baixa concentracdo, sdo empregados a biomassa lignoceluldsica para solubiliza-la.
Durante a hidrolise, ocorre também a precipitagdo da lignina, o que torna a biomassa
resultante mais acessivel a enzimas que hidrolisam a celulose (ALVES et al., 1998). O
processo ¢ geralmente realizado em autoclave, gerando compostos toxicos como o furfural € o

hidroximetilfurfural, além de outros compostos fenolicos. Esses compostos toxicos interferem
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diretamente nos processos fermentativos por diminuirem ou inibirem o crescimento celular. A
remoc¢do ou diminuicdo da concentracdo deles ¢ realizada por meio de processos de

detoxificagdo, como o que utiliza carvao ativado (GROHMANN et al., 1984).

Na explosdo a vapor, temperaturas entre 160 e 200°C e pressdes entre 5 a 10kgf/cm? sdo
aplicadas a biomassa, durante alguns poucos minutos, para posterior descompressao
(MOSIER et al., 2005). Durante esse pré-tratamento, ocorrem modifica¢des fisicas e quimicas
na biomassa, resultando na solubilizacao da hemicelulose. Também ocorre o aumento da area
superficial da celulose e consequentemente o aumento da suscetibilidade a hidrolise
enzimatica. Pré-tratamentos que utilizam fortes descompressdes sdo considerados os mais
eficientes. Catalisadores 4acidos e bésicos podem ser adicionados para aumentar a

suscetibilidade dos polissacarideos a hidrélise (PITARELO, 2007).

Outra estratégia para liberagdo dos actcares fermentaveis presentes nessa biomassa requer,
apos pré-tratamento, o uso de complexos enzimaticos (ALVIRA et al., 2010). Para hidrdlise
enzimatica da celulose, sdo utilizadas endo-1,4-B-D-glucanases, que sdo responsaveis pela
diminui¢do do grau de polimerizagdo das cadeias de glicose; exo-1,4-B-D-glucanases que
agem na despolimerizagdo gradativa das regides terminais da cadeia de celulose, removendo
celobioses; e 1,4-B-D-glicosidases que hidrolisam a celobiose, gerando glicose (RAMOS,

2003).

A hidrolise enzimatica da hemicelulose requer um maior nimero de enzimas devido a sua
composi¢ao heterogénea: endo-1,4-B-D-xilanases que hidrolisam ligagdes glicosidicas na
cadeia da xilana; 1,4-B-D-xilosidases que liberam xilose a partir de xilooligossacarideos da
cadeia da xilana; endo-1,4-B-D-manases que clivam ligacdes internas da cadeia de mananas;
1,4-B-D-manosidades que clivam manooligossacarideos em manose € varias outras enzimas
como a a-D-galactosidades e a a-glucoronidases que sdo responsaveis pela remocgdo de

ramificagdes laterais (BEG et al., 2001).

Os processos de hidrolise de biomassa lignoceluldsica devem ser eficientes energética e
quimicamente, devendo ser considerados varios fatores como: a possibilidade de geracao de
produtos que inibem a atividade enzimatica e o crescimento celular, o pH, o tempo, a pressdo,
a agitagdo e a adsorcdo das enzimas a biomassa. A otimizacdo do processo pode gerar

melhores resultados (VALLANDER; ERIKSSON, 1985).
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3.2. Xilitol: caracteristicas e aplicacoes

O xilitol ¢ um penta-hidroxi-pentano (CsHi20s), altamente solivel em dgua, e que ¢
considerado um agucar natural, com poder adocante similar ao da sacarose e superior ao de
outros polidis como o sorbitol e o manitol (BAR, 1991; ARRUDA, 2011; GLIEMMO et al.,
2008). Sua estabilidade fisica e biologica o torna substancia adequada e de grande interesse

para industrias farmacéuticas, alimenticias e odontoldgicas (BAR, 1991).

Esse acucar natural ¢ bem tolerado pelo corpo humano, podendo ser consumidos até 60g por
dia, mas apresenta efeito laxativo se ingerido acima dessa quantidade (EMODI, 1978). Sua
ocorréncia ¢ natural em frutas, verduras, legumes, liquens, algas e cogumelos, mas sua
extragdo diretamente dessas fontes ndo ¢ vidvel economicamente devido a baixa concentracao
em que se encontra (OLINGER, 1988). O xilitol também pode ser encontrado como produto
do metabolismo de diversos seres vivos, inclusive do homem, sendo um produto
intermediario do metabolismo dos carboidratos, com producdo endégena média de 20g por

dia em um adulto normal (PEPPER, 1988; VOIROL, 1973; MUSSATO, ROBERTO, 2002).

O xilitol possui inimeras aplica¢des, uma delas € na prevencao de caries dentarias, uma vez
que ¢ capaz de reduzir a quantidade de Streptococcus mutans, principal agente responsavel
pela formagdo da cérie, por meio do uso continuo de gomas de marcar contendo esse polidl
(AUTIO, 2002). Na cavidade bucal, o xilitol assimilado por S. mutans ¢ fosforilado a xilitol-
5P, o qual ndo ¢ metabolizado pela bactéria. O metabolito ¢ liberado para o meio extracelular,
e o seu acumulo na regido dentaria inibe o consumo de outros agucares por S. mutans,
reduzindo o seu crescimento e adesdo na cavidade bucal (GRILLAUD et al.,, 2005;
KANDELMAN et al., 2003). Estudos também tém demonstrado que o xilitol parece auxiliar o
processo de remineralizag@o de lesdes iniciais no esmalte dentario, uma vez que atua no fluxo

e composi¢ao da saliva. (LOVEREN, 2004).

O xilitol também possui importante aplicacdo na prevengdo da osteoporose. Estudos
mostraram que sua administracdo oral impediu a progressdo da osteoporose € proporcionou
aumento de massa ossea (SVANBERG, 1998). Seu uso também auxilia no tratamento de
otites médias e agudas e infec¢Oes respiratorias, pois inibe o crescimento ¢ a adesdo de
Pneumococcus spp. e Haemophilus influenzae em células da nasofaringe (UHARI et al.,

1998; MUSSATO, ROBERTO, 2002).
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Outra caracteristica importante do xilitol ¢ que seu metabolismo ¢ independente da insulina e
aliado ao seu baixo indice glicémico, torna seu consumo ideal por pessoas diabéticas
(GRILLAUD et al., 2005), além de ser um terco menos calorico em relagao a sacarose (BAR,
1991). Clinicamente, também ¢ indicado na dieta de obesos, uma vez que atua de forma
menos acentuada no depdsito de gorduras se comparado com outros agtcares (ELLWOOD et
al., 1999). Também pode ser empregado no tratamento de desordens metabdlicas, como a
anemia hemolitica, e para estimular a absor¢cdo de vitaminas e cations metalicos, como o

calcio e o ferro, pelo intestino (MAKINEM, 2000).

Desde 1980, 28 paises tém utilizado o xilitol em produtos comerciais, sendo a Unido Europeia
responsavel pela metade da producdo mundial (JIN-SEO, 2007). No Brasil o interesse pelo
uso industrial do xilitol ¢ crescente, sendo destaque na producdo de cremes dentais € gomas

de mascar (BRANCO, 2010).

3.3 Obtencao de xilitol

O xilitol ¢ naturalmente encontrado em frutas, legumes, verduras, liquens, algas e fungos.
Porém, a extragdo realizada diretamente dessas fontes ¢ economicamente inviavel, devido a
baixa concentragdo na qual o xilitol se encontra, o que torna baixo o rendimento do processo

(0,9g de xilitol por 100g de material utilizado) (PARAJO et al., 1998).

Em larga escala, a obten¢ao de xilitol € realizada por processo quimico, por meio da hidrolise
acida do material lignocelul6sico, seguida da purificacdo e hidrogenagdo da xilose em xilitol
(MELAJA, 1977). Um catalisador metéalico (Ni/Al,O3) ¢ utilizado para a hidrogenagao da
xilose purificada, sob temperatura de até¢ 140°C e pressao média de S0atm (CORTEZ, 2010).
Os extensivos procedimentos para purifica¢do da xilose e posterior separacdo e purificagdo do
xilitol tornam o processo bastante dispendioso, limitando seu uso em escala industrial (LU et
al., 1995). Diante dessa limitagdo e da crescente do mercado de xilitol, estudos vém sendo
direcionados para o desenvolvimento de tecnologias alternativas que diminuam os custos de
produgdo e os impactos ambientais causados pelos processos quimicos (CORTEZ, 2010).
Nesse contexto, a via biotecnoldgica de obtencdo de xilitol tem sido considerada uma
alternativa viavel ao processo quimico, uma vez que ndo requer essas etapas que elevam o

custo de producao (BRANCO et al., 2007).
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A via biotecnologica ¢ baseada na utilizagdo de micro-organismos que convertam a xilose
presente em materiais lignoceluldsicos em xilitol. Entre os micro-organismos, as leveduras
sdao consideradas os melhores produtores de xilitol, sendo que espécies do género Candida
tem se destacado na producdo e por isso sdo extensivamente estudadas (KUSMANOVA,
1998). Dentre as espécies ja estudadas, Candida tropicalis (LI et al., 2011), Candida
athensensis (ZHANG et al., 2012), Meyerozyma (Candida) guillermondii (MUSSATO et al.,
2003) e Debaryomyces hansenii (GARCIA-DIEGUEZ et al., 2001) estdo entre as mais
promissoras, sendo o processo de producao de xilitol pela primeira ja patenteado no Japao por

Kim et al (1999 e 2000).

Em estudo feito por Barbosa et a/ (1988), uma linhagem de M. guillermondii, cultivada em
condigdes aerdbicas e alta concentracdo de xilose (acima de 100g/l), produziu 77g/l de
xilitol). Em 2005, foi verificada a producao de xilitol a partir de hidrolisado de bagaco de
cana-de-agtcar por células imobilizadas de M. guilliermondii; a produgdo maxima alcancada
foi de 47,5g/l (CARVALHO et al., 2005). Em outro estudo, C. tropicalis, cultivada em
hidrolisado nao detoxificado, atingiu uma producao de xilitol de 31,1g/l (HUANG et al.,
2010). Em estudo mais recente, uma linhagem de C. athensensis produziu 100,1g/1 de xilitol,

a partir de cultivo em hidrolisado de residuos de horticultura (ZHANG et al., 2012).

Outra forma de se obter xilitol por via biotecnologica é por meio de procedimento enzimatico
empregando a enzima xilose redutase. Esse processo leva a um rendimento mais alto em
relagdo ao processo que utiliza o micro-organismo, uma vez que a enzima que oxida o xilitol,
xilitol desidrogenase (XD), ndo estd presente na reacao (BARBOSA et al., 1988). Estudos
empregando enzimas para a produgdo de xilitol apresentam uma eficiéncia de 100% de
conversao da xilose a xilitol, tornando esse método uma alternativa interessante para a

obtencao de xilitol. (NIDETZKY et al, 1996).

Apesar dessas vantagens, o processo enzimatico requer a adicdo de cofatores ao meio
reacional, elevando o custo do processo. Uma alternativa para contornar o problema em
relagdo ao custo ¢ a obtengdo biotecnologica de xilitol empregando micro-organismos
geneticamente modificados, com alta atividade da enzima responsavel pela conversdo da

xilose em xilitol (KIM et al., 2002).
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Hé uma crescente desses trabalhos voltados para a alteragdo genética de micro-organismos
visando a producgdo de xilitol, como em Saccharomyces cerevisiae (KIM et al., 2002) e
Escherichia coli (SUZUKI et al., 1999). Em estudo realizado com S. cerevisiae contendo o
gene que codifica a xilose redutase de S. stipitis, foi possivel observar que a producao de
xilose a xilitol ocorre com 100% de rendimento e produtividade volumétrica de até 1,0g/l.h.
Em outro estudo, Wang et al (2005) por meio de inibicdo do gene da xilitol desidrogenase
(xdhl) de Trichoderma reesei, alcancaram um aumento de produtividade volumétrica de

0,008 g/1.h para 0,02 g/l.h em meio contendo 2% de xilose.

Outra estratégia que tem sido utilizada na tentativa de aumentar a produgdo de xilitol ¢ a
imobilizagdo de células. Esse processo, realizado em batelada, ¢ uma alternativa para
melhorar o processo fermentativo, pois possibilita o alcance de maiores concentracdes
celulares, facilita a separacdo do sistema imobilizado do meio de cultura, além de poder ser
reutilizado, diminuindo o custo do processo (SANTOS, 2005; CUNHA, 2006). Em 2011,
Prakash et al, avaliaram a produ¢do de xilitol por D. hansenii, utilizando sistema de

imobilizacao celular e alcangcaram uma producao de 71,2g/1 de xilitol.

3.4. Bioconversao de xilose a xilitol

A via metabolica de bioconversdo da xilose inicia-se com o seu transporte através da
membrana plasmatica. Em varios modelos ja estudados, como S. cerevisiae, C. shehatae, S.
stipitis e D. hansenii, sdo descritos dois tipos de transporte para a xilose: a difusdo facilitada e
o simporte de protons H" (LAGUNAS, 1993; KILLIAN ¢ VAN UDEN, 1988; KILLIAN et
al., 1993; NOBRE et al., 1999).

Os transportadores Hxt e Gal transportam tanto glicose quanto xilose. Porém, a afinidade dos
transportadores para xilose ¢ menor do que para glicose, sendo a captacdo de xilose reprimida
por glicose devido a competi¢ao de ambos pelo mesmo transportador (KOTTER E CIRIACY,
1993; LE et al., 2002). Essa repressdao também ocorre quando ha outros substratos, como a
frutose e a manose, juntamente com xilose, saturando o sistema (HAHN-HAGERDAL,
1997). Em S. stipitis esse processo foi descrito por KILLIAN et al (1998), no qual verificou-
se dois tipos de transporte para a xilose: um com alta afinidade, mas baixa capacidade pois ¢

inibido por glicose e outro com baixa afinidade, mas alta capacidade de transporte. Outras
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condi¢des como a baixa oxigenag¢do, também podem limitar a taxa de transporte, limitando a

utilizacdo de xilose por algumas leveduras (LIGTHELM, 1988).

Ao atingir o interior celular, a xilose ¢ reduzida a xilitol, por meio de uma reagdo catalisada
pela enzima xilose redutase (E.C. 1.1.121), possuindo como cofator a forma reduzida da
nicotinamida adenina dinucleotideo, fosfatada ou ndo (NADPH, NADH). O xilitol formado
pode ser exportado ou oxidado a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase (E.C. 1.1.1.9)
ligada a forma oxidada da nicotinamida adenina dinucleotideo, fosfatada ou nio (NADP",
NAD"). A xilulose, por sua vez, pode ser fosforilada a xilulose-5-fosfato pela xiluloquinase
(E.C. 2.7.1.17) e esse ultimo produto gerado pode ser convertido através das reagdes nao
oxidativas da via das pentoses fosfato a gliceraldeido-3P e frutose-6P. Estes compostos
intermediarios podem entrar na via glicolitica, caindo no ciclo dos acidos tricarboxilicos ou

sendo convertidos a etanol (HAHN-HAGERDAL et al., 1994).

A especificidade das enzimas pelos cofatores varia conforme o micro-organismo, sendo que
em Sheffersomyces stipitis a XR ¢ NADPH ou NADH dependente, enquanto XDH ¢
preferencialmente NAD" dependente (BRUINENBERG et al., 1984). A especificidade da
enzima pelo cofator e o acaimulo de xilitol no citoplasma estdo diretamente relacionados,
sendo que em micro-organismos que ndo possuem especificidade por um determinado
cofator, a razio NADH/NADPH disponivel no citosol ¢ determinante sobre qual das formas

sera utilizada para a conversao de xilose a xilitol (MAYR et al., 2000).

A regeneracdo de cofatores ¢ etapa fundamental para a producao de xilitol por leveduras e
ocorre durante o metabolismo da xilose. Quando a XR ¢ dependente de NADH ou NADPH, o
NAD utilizado na reducdao de xilose a xilitol pode ser recuperado em condi¢des de
anaerobiose ou de limitacdo de oxigénio. Nesse processo, a oxidagdo da glicose-3-fosfato gera
mols de NADPH a partir de NADP". O NADPH gerado ¢ utilizado na redugio de xilose a
xilitol, que ao ser metabolizado para produgio de glicose-3-fosfato regenera NADP" para
manter o ciclo (BARBOSA et al., 1988). Nesse contexto, micro-organismos que apresentam
XR dependente de NADH s3ao melhores produtores de etanol, enquanto aqueles em que a

xilose redutase ¢ dependente de NADPH acumulam xilitol (YOKOYAMA et al., 1995).



21

HILOSE
~ "‘x\\
/’// e
7 ek MADPH .\\\_
/ l C NADF! \‘\
qf/.. ........... HUTOL f_ __\_\-\ -\\
/ l C MeD’ :: :H;O © Cadeis ) \
/ MADH o P respiratona .
/ KILLILDSE T

| #ILULDSE-5F
T
\ B d ™ |
' LTS 00 «— RIBULOSE-SF /
\ ciclo das T .

%, pertoses J ,/'j

GLICOSE-6P «— MNADP J

MADPH
rd
4

e
x\"--_._._o--'/
\ l DESIDROGENASE

GLICOSE-GP . o

-\\": : Y Rt

4
biomassa

etanol respiragio

Figura 2: Esquema do metabolismo de xilose por leveduras (Adaptado de BARBOSA et al., 1988).

A produgdo de xilitol por fermentacdo ¢ regulada por fatores como a disponibilidade de
oxigénio, que pode influenciar no requerimento dos cofatores pela XR, sendo que em
condigdes limitantes ou em anaerobiose ocorre um desbalango redox, o qual influencia na
producao de xilitol e etanol (FELIPE, 2004). Outros fatores que podem influenciar a atividade
da enzima xilose redutase, afetando a bioconversdo de xilose em xilitol sdo: pH, concentracao
de arabinose, D-glicose e indculo, temperatura e a presenga de compostos toxicos como o

furfural e hidroximetilfurfural que inibem o metabolismo microbiano (ARRUDA , 2011).

3.5 Xilose Redutase (XR)

A enzima xilose redutase (E.C. 1.1.1.21) pertence a familia das Aldo-ceto redutases e catalisa
reacdes de oxi-reducdo de aldeidos e cetonas a alcodis. Essas reacdes sdo reversiveis e

dependentes de coenzimas como o NADPH ou NADH (CORTEZ, 2010). A XR ¢ a primeira



22

enzima requerida no metabolismo da xilose em leveduras e tem sido caracterizada em

diferentes micro-organismos (CHIANG, 1960).

A massa molar da XR varia conforme o micro-organismo de origem, podendo alcangar
valores entre 30 e 70KDa. As condigdes otimas de pH e temperatura para a atividade da
enzima também variam conforme micro-organismos de origem, porém ha uma faixa geral na
qual ocorre uma acao dessa enzima que ¢ com pH entre 5 e 7,5 e temperatura entre 25 e 50°C
(YOKOYAMA et al., 1995). Em Cryptococcus lactativorus, a enzima se mostrou estavel em

pH entre 6 e 8, sendo desnaturada em pH abaixo de 4 e acima de 9 unidades (MAEDA, 1988).

Estudos de estabilidade térmica para essa enzima determinaram que ela possui uma atividade
residual de 100% apos 10 minutos a 30°C, mas se a temperatura for elevada para 80°C a
atividade residual decresce para 3%. A meia vida da enzima também decresce com o a

elevacao da temperatura, sendo de 800h a 30°C e de apenas 14h para 50°C (CORTEZ, 2010).

A XR pode ser monomérica ou dimérica, possuindo dois sitios de ligagao distintos, sendo um
para o substrato e outro para a coenzima requisitada para a reacdo ocorrer (WILSON et al.,
2003). Em Neurospora crassa e Candida tenuis, a enzima precisa se ligar primeiramente com

a coenzima para entdo se ligar ao substrato e completar a reagdo (RAWAT, 1996).

As estruturas da XR (apo e holoenzima) de Candida tenuis foram determinadas
primeiramente por Kavanagah et al (2002), com resolugdo de 2,2A e R-fator cristalografico de
17,9% para a apoenzima e de 20,8% para a holoenzima. A enzima enovela-se na forma de um
barril (f/a), motivo comumente encontrado em enzimas e possui os residuos Asp-178, Arg-
181, Lys-202, Phe-206, Trp-313 e Pro-319 como os responsaveis por mediar a interface

dimérica.

O gene que codifica a XR (xyll) de P. stipitis ja foi clonado e expresso em S. cerevisiae, mas
essa levedura ndo foi capaz de utilizar xilose como fonte de carbono devido a auséncia de
transportadores de xilose para essa espécie. A proteina expressa apresentou 318 residuos de
aminoacidos, com massa molecular de 35,8kDa e ¢ codificada por uma ORF de 954pb
(AMORE et al., 1991). O gene xyll de M. guilliermondii também foi clonado e expresso em

K. pastoris, produzindo uma proteina com 318 aminoacidos e massa molecular de 36 kDa,
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semelhante a proteina nativa de S. stipitis, mas com apenas 70,4% de identidade

(HANDUMRONKGKUL et al., 1998).

Devido a importancia da XR na produgdo de etanol e xilitol, diversos estudos estdo sendo
conduzidos, visando a modificagao genética de micro-organismos para que esses produzam
mais eficientemente a XR e essa possa ser aplicada para a producdo destes metabdlitos

(WOODYER et al., 2005).

3.6. Bioprocessos

Bioprocessos sao definidos como processos conduzidos mediante acao de agentes bioldgicos,
cujas etapas incluem o tratamento da matéria-prima, o preparo de meios de cultivo, a
esterilizagdo, a transformacao do substrato em produto e o processo de separagdo, purificagao
e caracterizacdo do produto obtido. Sdo considerados bioprocessos: fermentagdes; processos
com células animais ou vegetais, processos enzimaticos e tratamento biologico de efluentes

(PEREIRA et al., 2008).

Os seres humanos fazem uso de processos fermentativos hd milhares de anos e sua utilizagao,
inicialmente, se deu a fim de se obter produtos como cerveja, vinho, queijos e outros
derivados do leite. Ha milhares de anos, os egipcios ja fermentavam a cevada para obtengdo
de cerveja, bem como utilizavam a levedura da cerveja para fabricar paes (WARD, 1991).
Atualmente, industrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias t€ém obtido produtos a partir de
fermentacgdes, incluindo aqueles obtidos a partir do metabolismo primario, como o etanol, ou
do metabolismo secundario, como os antibioticos (WARD, 1991). A produgao de metabdlitos
primarios, geralmente vem acompanhada de bons rendimentos, embora apresentem producao
global baixa. Ja a producao de metabolitos secundéarios normalmente ¢ acompanhada de baixa

produtividade e rendimento (PEREIRA et al., 2008).

Atualmente, o foco para o desenvolvimento de um bioprocesso ndo esta relacionado apenas a
relacdo entre custo e eficacia, mas na confiabilidade e reprodutibilidade do processo. Para
ampliar a escala de um processo fermentativo de forma a torna-lo viavel, ¢ necessario manter
as condi¢des do processo uniformes para qualquer volume utilizado (TACIRO, 1992). Os

bioprocessos necessitam de avangos, que podem ser alcangcados por meio de melhor



24

compreensdo sobre a fisiologia dos micro-organismos envolvidos e da interagdo desses com

as condi¢des quimicas e fisicas presentes no biorreator (PEREIRA et al., 2008).

3.7. Cinética e Otimizac¢ao de processos

O estudo cinético de um processo consiste na analise da evolucao dos valores de concentragdo
da biomassa, dos produtos de interesse econdmico e dos nutrientes que compdem o meio de
cultivo ao longo do tempo de fermentagdo. Perfis cinéticos bem definidos sdo o ponto de
partida para a descri¢do quantitativa de um processo, permitindo a identificagdo, por exemplo,
da sua duragdo. A comparacdo quantitativa entre condi¢cdes de cultivo com diferentes
parametros como pH, temperatura, agitacdo e aeracdo se faz possivel com a utilizagao de
parametros cinéticos de velocidade de transformacdo e de conversdo de substratos em
produtos. Esse estudo ¢ de grande importancia para a otimizacdo da producdo e aumento da
escala de producdo em biorreatores, representando as informagdes necessarias para o

dimensionamento de uma instalacao industrial durante o escalonamento (HISS, 2001).

Para otimizar os parametros que afetam o crescimento microbiano e a producdo do produto de
interesse podem ser utilizados os métodos cldssico e o estatistico. O método classico baseia-se
no estudo de uma variavel independente, enquanto todos os outros fatores sdao mantidos
constantes. Esse método, no entanto, pode levar a resultados erroneos, pois ndo garante a
determinagdo das condi¢des Otimas e ndo detecta as interagdes que ocorrem entre dois ou

mais fatores.

O método estatistico, por sua vez, ¢ realizado a partir de um planejamento experimental mais
adequado, sendo utilizado para avaliar o efeito dos fatores e as condigdes 6timas dos fatores
para as respostas desejadas (BOX e WILSON, 1951). A Metodologia de Superficie de
Resposta (RSM) ¢ um dos métodos estatisticos mais utilizados e vem obtendo sucesso na
otimizagdo de varios produtos biotecnologicos como, a composicado de meios de cultivo
utilizado nas fermentacdes (MANRESA et al., 2012), condigdes de hidrolise enzimatica
(COTTA et al., 2012), processos de producao de enzimas (SONI et al., 2012) e processos
fermentativos de producao de etanol (SINGH e BISHNOI, 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia Aplicada do
Departamento de Microbiologia e no Laboratério de Biologia Estrutural do Departamento de

Bioquimica do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.1 Micro-organismos

Para os ensaios de selecdo de leveduras com alto potencial de produgdo de xilitol foram
utilizadas espécies pertencentes a cole¢do de isolados do Laboratorio de Microbiologia
Aplicada da UFMG, sendo cinco linhagens de Meyerozyma guilliermondii (UFMG 01, 02, 04,
10 e 12) e duas linhagens de Meyerozyma caribbica (UFMG 07 e 08).

4.2 Avaliacdo da capacidade fermentativa das linhagens de leveduras em estudo,
utilizando xilose como fonte unica de carbono

Para a avaliagdo da capacidade de conversdo de xilose a xilitol, os isolados foram pré-
cultivados em caldo YPX (xilose 20g/1, peptona 10g/l, extrato de levedura 10g/l) a 180rpm,
28°C por 24 horas e em seguida as culturas foram centrifugadas a 10.000xg e lavadas com
agua destilada estéril. Parte das células obtidas foi transferida para frascos Erlenmeyer
(125ml) contendo 50ml de meio a base de xilose (45g/1), extrato de levedura (5g/1) e ureia
(2,5g/1), de modo a se obter uma DOgoonm 1nicial igual a 2. Os frascos foram incubados a 30°C
e 200rpm e uma aliquota de Iml foi retirada a cada 24 horas de incubagdo até o total de 96h
de cultivo. Parte dessa aliquota (20ul) foi utilizada para avaliagdo do crescimento celular por
meio da leitura de densidade 6tica em leitor de microplacas, modelo Varioskan Flash Spectral
Scanning Multimode Reader (Thermo Scientific). O restante da aliquota foi centrifugada, e
100ul do sobrenadante filtrado (0,2um) foi utilizado para avaliagdo da concentragdo de etanol,

xilitol e agucares.

A concentragdo de agucares, etanol e xilitol foi determinada utilizando-se um Cromatdgrafo
Liquido de Alto Desempenho (HPLC) modelo LC -20A, Prominence, Shimadzu (Japao) e
coluna SUPELCOGEL C-610H 30cm x 7,8mm (Sigma). A separacdo ocorreu a 65°C, sendo a
fase movel HoSO4 5Smmol/l com um fluxo de 0,6 ml/min. Foi utilizado detector de indice

refrativo RID-10A, com a temperatura da célula do detector de 45°C.
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Os parametros fermentativos analisados foram: fator de conversdo de aglicares em xilitol Yp/s
(g/g); produtividade volumétrica, Op (g/l.h) e consumo de agucares Y (%), os quais foram

calculados de acordo com as equagdes 1, 2, e 3, respectivamente:

AP (1)
AS

Yyis =
Onde: AP = (P — Pi), P ¢ a produgdo de xilitol (g/l) ao final do tempo de cultivo, #; P; € a
producao de xilitol (g/l) no inicio da fermentacao, #i; AS = (Si — St), St € a concentragao total de
acucares (g/1) no tempo final, #; Si € a concentracdo inicial de acticares (g/1).

AP 2)
Op = Ar
Onde: At = (tr — t), tr € o tempo (h) total no qual foi observada a producao de xilitol e # € o

tempo (h) inicial da fermentacao.

Y(%):i—SxIOO 3)

l

Onde: AS = (Si — S7), St € a concentragdo total de acticares (g/l1) no tempo final, #; S; € a

concentragdo inicial de acticares (g/1).

Os experimentos foram realizados em triplicata, sendo analisada a influéncia dos fatores sobre
as respostas por ANOVA (p<0,05), a comparagdo de médias dos parametros fermentativos
por Teste de Scott-Knott (p<0,05) e a correlagdo entre as respostas por Correlagao de Pearson

(p<0,05), em software Minitab.17.

4.3 Avaliacao da capacidade fermentativa de xilose das leveduras em estudo, utilizando
hidrolisado hemiceluldsico de torta de macaiba suplementado e estudo das condi¢des
reguladoras do processo

4.3.1.0btencao de hidrolisado hemicelulosico de torta de macaiaba

A torta de macauba utilizada no presente estudo ¢ um coproduto obtido apds o processo de

extracdo de Oleos do fruto da palmeira macauba, mediante sua prensa, para produgdo
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experimental de biodiesel. A torta foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. José Antonio Saraiva

Grossi do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa.

O hidrolisado hemicelulosico de torta de macauba foi obtido a partir de hidrolise acida, na qual
a torta foi triturada e transferida para frascos Erlenmeyer de 1000ml contendo H2SO4 0,8%
(v/v), sob a relacao solido: liquido de 1:10. A hidrélise foi conduzida a 121°C por 60 minutos,
em autoclave vertical Phoenix modelo AV. O hidrolisado obtido foi resfriado a temperatura
ambiente, filtrado em sacos de algodao e teve seu pH ajustado para 5,5 com NaOH. Para a
remo¢ao de sedimentos foi realizada centrifugacdo a 10.000xg por 15 minutos. O sobrenadante
obtido foi congelado a -80°C e posteriormente concentrado de 5 a 10 vezes por meio de
liofilizagdo, processo o qual também ¢ eficiente para detoxificagdo do hidrolisado. Para
remocgao de lignina, o hidrolisado teve seu pH ajustado para 7,0 com CaO, seguido de ajuste de

pH para 5,5 com H3POa.

Para detoxificacdo, foi adicionado carvao ativado a 2,5% (p/v) ao hidrolisado que foi incubado
a 200rpm por 3 horas a 30 °C. Apos esse processo foi realizada a centrifugagdo a 10.000xg por
15 minutos para retirada do carvao ativado e de so6lidos sedimentaveis. Para utilizagdo como
substrato de crescimento, o hidrolisado teve seu pH ajustado para 7,0 com NaOH e foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 30 minutos. Uma aliquota do hidrolisado obtido foi
retirada para anélise das concentragdes de aglicares utilizando-se um Cromatografo Liquido de

Alto Desempenho (HPLC), como descrito no item 2.

4.3.2 Avaliacao de parametros fermentativos na capacidade de producao de xilitol pelas
leveduras em estudo e efeito de fatores no processo

Considerando que as leveduras diferem quanto a capacidade fermentativa de xilose e quanto
as condig¢des ambientais e operacionais do cultivo, neste ensaio foram avaliados os efeitos da
linhagem de levedura em estudo, da concentragdo de células no inoculo, da aeragdo
(Vfrasco/Vmeio) e das concentragdes de xilose e glicose presentes no hidrolisado de torta de

macauba na produgao de xilitol e etanol.

As linhagens foram pré-cultivadas nas mesmas condi¢des descritas no item 2 e utilizadas como

indculo nos experimentos descritos a seguir.
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Para a avaliacdo do efeito da concentracdo de células presentes no inéculo, frascos Erlenmeyer
de 125ml, contendo 50ml de meio a base de hidrolisado hemiceluldsico de torta de macatba
(glicose 20g/1 e xilose 45g/1), suplementado com extrato de levedura (5g/l) e ureia (2,5g/1),
foram adicionadas de suspensdes celulares de modo a se obter uma DOsoonm inicial

correspondente a 0,2 ¢ 2,0 OD.

Para avalia¢do do efeito da aeracdo na producdo de xilitol e etanol, 50ml de meio a base de
hidrolisado hemicelulosico de torta de macatba (glicose 20g/l e xilose 45g/1), suplementado
com extrato de levedura (5g/l) e ureia (2,5g/1) foram adicionados em frascos Erlenmeyer de 125
e 250ml de modo a se obter uma relagdo entre volume do frasco ¢ volume do meio
(Vfrasco/Vmeio) de 2,50 e 5,0, respectivamente. Os frascos foram inoculados com as linhagens

de leveduras em estudo a uma DOsoonm inicial correspondente a 0,2.

Para avaliar o efeito da concentracdo de glicose e xilose presentes no hidrolisado
hemicelul6sico de torta de macatba, frascos Erlenmeyer de 250ml foram adicionados de 50ml
de hidrolisado hemicelulosico de torta de macauba, concentrado por liofilizacdo, de modo a
obter as concentragoes de glicose 20g/l1 e xilose 45g/1 ou glicose 27g/l e xilose 75g/l. Os
hidrolisados foram suplementados com extrato de levedura (5g/1) e ureia (2,5g/1), e adicionado
de suspensdo celular das leveduras em estudo de modo a se obter uma DOgoonm inicial igual a

0,2.
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7

Frasco 123ml
30ml de meio a base de hidrolisado
4521 de xlose
DO imicial 0,2 e 2.0

Awaliacio da N
produgéo de xilitol
e

efeito de fatores no
processo

Frasco 125ml e 250ml
50ml de meio a base de hidrolizado
4521 de xilose
DO irdedal 0.2

Frasco 230ml
30ml de meio a base de hidrolizado
45 ou 75g/1 de xilose
DO indcial 0.2

N

Figura 3: Esquema de parametros utilizados para a avaliagdo da capacidade de producdo de xilitol
pelas linhagens de levedura utilizadas neste trabalho.

Em todos os experimentos, os frascos foram incubados a 30 °C e 200rpm e uma aliquota de 1ml
foi retirada a cada 24h de cultivo, até o total de 96h. Cada aliquota foi centrifugada e o
sobrenadante coletado para posterior avaliagdo da concentracdo de etanol, xilitol e agucares
utilizando-se um Cromatdgrafo Liquido de Alto Desempenho (HPLC), bem como para
monitorar o crescimento celular e determinar a atividade da enzima XR, como descrito no item
2. Os experimentos foram realizados em triplicata e a comparagcdo de médias dos parametros

fermentativos foram realizadas por Teste de Scott-Knott (o = 0,05) em software Minitab.17.

4.4 Otimizacao da producio de xilitol a partir hidrolisado hemiceluldsico de torta de
macauba e extrato de levedura de cevejaria por Meyerozyma caribbica UFMG08

4.4.1 Producio de extrato de levedura a partir de biomassa celular de cervejaria

O material de estudo foi fornecido pela Inconfidentes - Cervejarias Conjuradas (Nova Lima —

MG) e consistiu de suspensdo aquosa de células frescas (30% p/v) da levedura
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Saccharomyces cerevisiae proveniente de dornas de fermentacdo. A suspensdo aquosa,
também chamada de “leite de levedura” foi centrifugada a 4000xg por 60 minutos para
precipitacdo das células. Para remocdao do alcool e outros componentes provenientes da
fermentagdo, foi realizada lavagem com agua destilada por 3 vezes. A etapa de
desamargamento consistiu na lavagem da biomassa com solu¢do de NaOH (0,2%) por 3

VEZCES.

A autolise da biomassa foi realizada adicionando-se 20% de pré-autolisado a etanol (7%),
NaCl (2%) em um pH igual a 5,5. Essa mistura foi incubada a 55°C por 24 horas sob agitacao
de 180rpm. No final do processo foi realizada a pasteurizacdo a 85°C por 30 minutos. A
separacao do extrato e das células autolisadas foi realizada por centrifugagao a 4000xg por 60
minutos (VILELA et al., 2000). O extrato obtido foi congelado a -80°C e submetido a

liofilizagdo por 1 a 7 dias horas em liofilizador modelo K105, Kiotop.

O extrato de levedura de cervejaria obtido foi caracterizado quanto a concentracdo de
nitrogénio orgéanico pelo método de Kjeldahl (1883). O extrato obtido foi utilizado como
fonte de nitrogénio para o meio de cultivo a base de hidrolisado hemicelul6sico de torta de

macauba.

4.4.2 Otimizacao

A partir dos resultados obtidos com as fermentagdes anteriores, utilizou-se a Metodologia de
Superficie de Resposta (RSM) (Box e Wilson, 1951) para otimizar a produgdo de xilitol por
M. caribbica UFMGO08. Por meio dessa metodologia, ¢ possivel estudar os fatores
controldveis mais importantes na producdo de xilitol, para posteriormente modelar
matematicamente esse processo a fim de encontrar as condi¢des que o otimizem e finalmente,
valida-lo. Para a primeira etapa do processo de otimizagdo, foi utilizado um delineamento
Fatorial Fracionado (DFF) 37(4-1) com 27 unidades experimentais (Statistica 7.0) para
estudar os fatores e niveis que atuam sobre as respostas durante a fermentagdo em hidrolisado
hemicelulosico de torta de macatba por M. caribbica UFMGO0S. Foram analisados quatro

fatores, com trés niveis cada (Tabela 1).

O processo fermentativo com as 27 unidades experimentais foi conduzido em frascos
Erlenmeyer de 250ml, densidade celular inicial de 0,28¢g/1, incubados por 96h a 30°C e

200rpm. Uma aliquota de 1ml foi retirada para posterior avaliagdo da concentracdo de etanol,
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xilitol e agucares em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, conforme item 2. Foi utilizado
um modelo de primeira ordem para descrever a influéncia dos fatores sobre as respostas

(equacao).

n= ﬁu T B|-‘-'E T JB:-TJ g b 1 B¢-‘-’¢ T ﬁ;:-‘il-fz (0

Em que: Bo representa a constante; 1 refere-se ao coeficiente do termo linear, Xi corresponde

a variavel independente, P12 refere-se a interacdo entre os termos.

Tabela 1: Fatores, niveis e respostas do delineamento fatorial fracionado (DFF) de resolugdo 3(4-1)
utilizado na otimiza¢do da fermentacdo em hidrolisado hemicelulosico de torta de macatba por

Meyerozyma caribbica UFMGOS.

Fat Niveis
atores
-1 0 +1
Aeragdo
(vfrasco/vmeio) 1,0 25 5,0
Concentragdo do hidrolisado 20,0 40,0 60,0
(teor de xilose) (g/1)
o Extrato de levedura Ureia Extrato de levedura
Fontes de Nitrogénio . i
comercial de cervejaria
Concentragao da fonte de 0,0 5,0 10,0

nitrogénio (g/1)

Biomassa(g/l); XRmsx (U/mg de proteina total); Xilitol (g/1);

Respostas
Yeis (g/2); Qu(g/lh); Y(%).

*Aeracdo: niveis calculados a partir da razdo entre volume do frasco e volume do meio de cultivo em ml.

Para se determinar as condi¢cdes que maximizam as respostas, os principais fatores que
influenciam nas respostas, analisados anteriormente segundo o delineamento fatorial
fracionado (DFF), foram selecionados e utilizados em um delineamento composto central
rotacionado (DCCR). O DCCR foi composto por 20 unidades experimentais, com 8 pontos
cubicos (-1;+1), 6 pontos centrais (0) e 6 pontos axiais (-1,68; +1,68). Trés varidveis
independentes (fatores controlados da fermentacdo) e seis variaveis dependentes (respostas)

foram selecionados conforme apresentado na Tabela 2.
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Foi utilizado um modelo de segunda ordem para descrever a influéncia dos fatores sobre as

respostas (equacao).

{ k 8
n=p+ Z Bix; + Z B r;f"f: T Z Z By
o = i<j=2

)

Em que: em que: fo representa a constante; S e fi referem-se aos termos dos coeficientes
linear e quadratico, respectivamente; fjj corresponde ao termo da interagcdo e X; representa a

variavel independente.

Tabela 2: Fatores, niveis e respostas do delineamento composto central rotacionado utilizado na
otimizagdo da fermentacdo em meio contendo hidrolisado hemiceluldsico de torta de macatba por

Meyerozyma caribbica UFMGOS.

Niveis

Fat traga

atores (Concentragao) .68 | 0 | 168
Aeracao 2,5 3,0 3,75 4.5 5,0

Concentragdo do 30,0 34,0 40,0 46,0 50,0

hidrolisado (teor de

xilose) (g/1)

Concentracao da fonte 10,0 12,0 15,0 18,0 20,0

de nitrogénio (g/1)

Biomassa(g/l); XRmax (U/mg de proteina total); Xilitol (g/1);
Respostas

Yeis (2/2); Q«(g/1h); Y(%).

*Aeracdo: niveis calculados a partir da razdo entre volume do frasco e volume do meio de cultivo em ml.

Foi utilizada uma ferramenta matematico-estatistica denominada funcdo desejabilidade para
otimizar 0 processo, uma vez que esse possui muitas variaveis resposta (DERRINGER,
1980). Essa fungao permite encontrar os valores dos fatores que otimizem as respostas, ou
pelo menos que as mantenha em faixas desejaveis. A desejabilidade pode variar de 0 a 1,
sendo que quanto mais proximo de 1 for o valor obtido, mais proximos estardo os valores

otimos relacionados a cada resposta individual.
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Tabela 3: Valores escalonados dos diferentes graus de desejabilidade e sua descrigdo de resposta

qualitativa.
Valores d ou D (Desejabilidade) Descrigdo da resposta qualitativa
0,80a1,0 Aceitavel e excelente
0,63 a 0,80 Aceitavel e bom
0,37 a 0,63 Aceitavel porém pobre
0,20a0,27 Valor limite
0,00 a 0,20 Inaceitavel

Akhanarazova & Kafarof (1982)

Para proceder a aplicagdo dos modelos ajustados, ¢ preciso realizar a validagdo na qual a
capacidade de predicdo dos modelos é analisada. Indices frequentemente empregados para
validacdo dos modelos sdo os fatores bias (FB) e exatidao (Fa), descritos por Baranyi et al.

(1999) e calculados de acordo com as equagdes 3 e 4, respectivamente.

‘=logle/o)y

F, = 10{2 n (3)
‘=loglp o)l

F - 10 ) (4)

Em que: P corresponde aos valores preditos; O corresponde aos valores observados e n

representa o numero de dados experimentais.

O fator bias indica o desvio médio relativo existente entre os valores preditos e observados,
fornecendo a confianga do modelo, sendo que um valor de F igual a 1 indica que os valores
preditos e observados estdo em total acordo. O fator exatiddao indica como os valores
experimentais se dispdem em torno dos valores preditos, fornecendo a exatidio do modelo.
Valores aceitaveis de Fa devem estar em torno de 1. Este fator ¢ apropriado para comparar

dois ou mais modelos.

Para a realizagdo do experimento de validacao foram utilizados os valores estimados de cada

fator para a producdo otimizada de xilitol, nos quais a funcao desejabilidade (d) foi igual a 1.
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Os experimentos foram conduzidos em quadruplicata e os valores obtidos para cada

parametro fermentativo foram utilizados para célculo dos fatores Bias e Exatidao.

4.5 Avaliaciao da produc¢io da enzima xilose redutase (XR) pelas linhagens de levedura
em estudo durante os processos fermentativos

4.5.1. Padronizacao do método de rompimento celular

Como a enzima xilose redutase ndo ¢ exportada para o exterior da célula, foi necessario
realizar o rompimento das células cultivadas para se obter o extrato contendo a enzima. Trés
métodos de rompimento celular descritos na literatura foram testados para determinacio

daquele mais adequado as leveduras (M. guilliermondii € M. caribbica) e enzima em estudo.

O primeiro método testado foi o de rompimento manual com beads de vidro. Nesse método, a
biomassa celular presente em Iml de amostra da fermentacdo (variando de 8 a 22 OD) foi
adicionada de 500ul de tampdo de desintegracdo (0,1M trietanolamina pH 7,0; ImM de
fluoreto de fenilmetilsulfonil; 0,5mM de ditio-treitol; 0,5mM de EDTA) e 0,2g de beads de
vidro. Essa mistura foi agitada por 1 minuto em vortex, com intervalo de mesmo tempo em

banho de gelo. O procedimento foi repetido por 3 vezes.

O segundo método testado foi o de rompimrnto celular utilizando ultrassom. Nesse método, a
biomassa presente em Iml de amostra da fermentagdo (variando de 8 a 22 OD) foi
adicionadade 500ul de tampao de desintegracdo. Nessa mistura foi introduzida uma sonda
ultrassonica e realizados pulsos de 20kHz a cada 1 minuto com descanso de 30 segundos,

totalizando 10 pulsos.

O terceiro método testado foi o de rompimento celular utilizando nitrogénio liquido. Nesse
método, a biomassa presente emo pellet correpondente a Iml de amostra da fermentagao
(variando de 8 a 22 OD) foi adicionada de 500ul de tempao de desintegragdo e gotejado sobre
uma camada de nitrogénio liquido para a formacao de microesferas que foram maceradas em
gral com o auxilio de um pistilo. Ao termino dos 3 processos, as suspensdes foram
centrifugadas para eliminacdo dos debris celulares. Para verificacdo da eficiéncia dos
métodos, foi realizada a andlise de proteinas totais presente nos extratos pelo método de

Bradford (1976) e atividade da enzima XR.
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A atividade da enzima XR foi determinada em leitor de microplacas, modelo Varioskan Flash
Spectral Scanning Multimode Reader (Thermo Scientific) a 340nm e 30°C, com leituras a
cada 1 minuto durante 10 minutos. A reacdo com volume final de 200ul consistiu da adigao
de 40ul de tampao fosfato de potassio (1M, pH 7,0), 30ul de cofator NADPH (3,4mM), 30ul
de xilose (0,5M), e 100ul de cada extrato obtido. Os reagentes foram pré-incubados a 30°C e a
reacdo iniciada com a adi¢do do extrato enzimdatico. Os controles foram realizados a partir de
reacoes utilizando a enzima inativada por aquecimento e agua substituindo a enzima. Uma
unidade (U) de XR foi definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a oxidacgdo de
lumol de NADPH por minuto nas condi¢gdes do ensaio. A atividade especifica da enzima XR

foi mensurada pela divisdo das Unidades pelo valor de proteina total no extrato.



36

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Padronizacio do método de rompimento celular

Para todos os ensaios fermentativos realizados no presente trabalho foi realizada a
mensuracao da atividade da enzima XR, essencial para a produgdo de xilitol. Como essa
enzima nao ¢ exportada para o exterior da célula pelos micro-organismos, foi necessario
realizar o rompimento das células cultivadas para se obter o extrato contendo a enzima. Trés
métodos de rompimento celular, ja descritos pela literatura, foram testados para determinacao

daquele mais adequado as leveduras e enzima em estudo.

Os extratos obtidos a partir dos trés métodos de rompimento celular escolhidos foram
caracterizados quanto aos niveis de proteina total e atividade especifica da enzima xilose
redutase (Figura 4). Foram testadas trés densidade oticas diferentes, correspondentes as mais
comumente obtidas para os tempos de fermentagdo de 24 a 96h. Foi verificado que as maiores
concentracdes de proteina foram encontradas para as maiores densidade oticas (18 e 22), o
que se relaciona diretamente a uma maior densidade de células rompidas para recuperagdo do
extrato. Em relagdo ao método, as maiores concentracdes de proteina foram obtidas
utilizando-se o método ultrassonico, alcancando 54mg/ml de proteina total, seguido do
método no qual ¢ utilizado nitrogénio liquido que permitiu a obtencdo de 43mg/ml.
Utilizando-se o método de rompimento celular com beads de vidro obteve-se menos que

30mg/ml de proteina total.

Apesar dos métodos com ultrassom e nitrogénio liquido possibilitarem a obtencdo de maiores
concentragcdes proteicas, as atividades enzimaticas realizadas com os extratos celulares
obtidos por esses métodos ndo foi equivalente, principalmente para o método no qual se
utiliza nitrogénio liquido para o qual se verificou a menor atividade especifica de XR. Durante
o processo de rompimento celular com ultrassom e nitrogénio liquido pode ter ocorrido a
degradacao de parte das proteinas existentes no extrato, incluindo a enzima xilose redutase, o
que culminou em menor atividade observada. A degradacdo das proteinas pode ocorrer pela
frequéncia utilizada no ultrassom a qual agita a solugdo tampdo na qual as células estdo
suspensas, gerando espuma, que pode ser responsavel pela degradacdo de proteinas devido a
oxidagdo das mesmas. Outros fatores que podem levar a degradacdo proteica sdo pulsos

muito longos e baixas temperaturas (TROIA, 2008).
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A maior atividade enzimatica foi observada para o método com beads de vidro, chegando a
2,61U/mg de proteina total, sugerindo uma menor degradagdo e/ou inativagdo das enzimas
extraidas, te uma vez que a partir de uma menor concentracdo proteica obteve-se maior
atividade enzimatica. Diante disso, esse foi o método escolhido para a realizacdo do

rompimento celular no presente trabalho.
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Figura 4: Concentracdo de proteina total e atividade especifica de xilose redutase (XR) avaliada para
os trés métodos de rompimento celular para amostras obtidas com o cultivo de M. caribbica UFMGO08

em meio semi-sintético até 96h.

5.2 Avaliacao da capacidade fermentativa das leveduras em estudo a partir de xilose em
meio semi-sintético.

A capacidade de produgdo xilitol e etanol pelas leveduras em estudo, a partir de cultivo em
meio semi-sintético suplementado contendo D-xilose, foi avaliada até 96h (Figura 5). Os
parametros fermentativos calculados estdao representados na Tabela 4. Nenhuma das leveduras
cultivadas apresentou produgao de etanol, indicando que essa ndo ocorre a partir de xilose

como fonte nica de carbono.

O tempo de produ¢do maxima de xilitol ndo variou com as linhagens e correspondeu a 72h de
fermentagao (Figura 5). No entanto, os valores de produ¢cdo maxima de xilitol diferiram entre
as espécies em estudo (p<0,05). As linhagens de M. guilliermondii foram melhores produtoras

de xilitol nessa condi¢cdo do que as linhagens de M. caribbica. A producao de xilitol entre as
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linhagens de M. guilliermondii ndo diferiu de forma significatica (p<0,05) e os valores foram
proximos a 25g/l. Mesmo padrao foi observado para a espécie M. caribbica, cujos valores de

producao de xilitol ficaram préximos a 20g/1.

Os valores de consumo de acgucares totais ficaram entre 69,97 e 77,52% para todas as
linhagens testadas, sendo os maiores valores observados para s linhagens UFMG 01 e UFMG
10 de M. guilliermondii Nao foi observada correlagdo (Pearson, r=0,45; p=0,39) entre a

producao de xilitol € o consumo de xilose para esse experimento.

Nao houve diferenga (p<0,05) quanto a eficiéncia de conversdo de agucares em xilitol Ypss
(g/g), bem como para a produtividade volumétrica em exilitol Qp(g/l.h), sendo os maiores

valores obtidos iguais a 0,86g/g ¢ 0,35g/1.h, respectivamente.

O crescimento celular também nao variou com a linhagem de levedura em estudo (p<0,05). A
linhagem que apresentou maior crescimento celular foi M. caribbica UFMGOS8 (31,36g/1), ndo
diferindo estatisticamente (p<0,05) de todas as demais linhagens estudadas. Foi observada
correlacdo moderada positiva (Pearson, r=0,74; p=0,08) entre o crescimento celular e a

producao de xilitol.

Alguns estudos tem descrito valores de producao de xilitol por M. guilliermondii superiores as
obtidas pelos isolados desta espécie no presente estudo, mas usando concentragdes superiores
de xilose. No estudo de Meyrial e colaboradores (1991) usando 50g/1 de xilose, foram obtidos
30,9¢/1 de xilitol e produtividade volumétrica de 0,10g/L.Lh. Lu e Colaboradores (1995)
obtiveram 68,7g/1 de xilitol a partir de cultivo de uma linhagem de C. guilliermondii em meio
com 110g/1 de xilose. Apesar do alto valor obtido, a produtividade em xilitol foi de 0,17g/Lh,
uma vez que a producdo maxima de xilitol foi obtida com 238h de cultivo. Apesar de no
presente estudo a concentracdo maxima de xIlitol em g/l obtida ter sido menor (24,95 a
25,75g/1), esse valor foi alcangado em menor tempo (72h), indicando uma maior
produtividade volumétrica (0,35g/1.h) em relacdo aos trabalhos citados para a mesma espécie

avaliada e a partir de menor concentragdo de xilose.



Tabela 4: Parametros fermentativos das

39

linhagens de leveduras cultivadas em meio contendo apenas D-xilose como fonte de carbono, acrescido de

suplementos.
Isolado Ewax (g/) Xax (g/1) Yp/sxititor (2/2) OXxititot (g/1.1h) Yiix (%) Biomassa (g/l) Te(r;lz)po
M. guilliermondii UFMGO1 - 2575+ 1,25 A 0,74+ 0,13 A 0,35+0,13 A 74,76 £0,34 A 27,44+63 A 72h
M. guilliermondii UFMGO02 - 25,18+ 0,46 A 0,66 +0,17 A 0,34+£0,19 A 69,97 £ 0,81 B 24,64 475 A 72h
M. guilliermondii UFMG04 - 25/49+0,91 A 0,57+0,11 A 0,35+0,05 A 72,85+ 193 B 238+ 197 A 72h
M. guilliermondii UFMG10 - 25,46 0,99 A 0,6 £0,09 A 0,35+ 0,03 A 77,52+4,81 A 24,64+£3,16 A 72h
M. guilliermondii UFMG12 - 24,95 +0,07 A 0,55+ 0,09 A 0,34+ 0,02 A 72,81 £2,26B 25,48 +2,77 A 72h
M. caribbica UFMGO07 20,27+ 0,63 B 0,86+ 0,03 A 0,28 + 0,03A 70,50 +2,25B 28,00 £3,16A 72h
M. caribbica UFMGO08 16,64 5,78 B 0,54+02A 0,23+0,2 A 71,04 £2,57B 31,36 £ 7,12A 72h

Ejyacconcentragdo maxima de etanol; Xys:concentragdo maxima de xilitol; Yp/s: fator de conversdo de xilose em xilitol; Ox: produtividade em xilitol; Yazu:

consumo maximo de xilose; Biomassa: concentragdo de células produzidas; (-) ndo detectado; Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre

si pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Biomassa (¢/l); Xlitol (¢/)

Biomassa (/I Xilito! (/)

Biomassa (g/l); Xilitol (g/)

Perfil fermentativo das linhagens de levedura cultivadas em meio semi-sintético formulado

com 45g/1 de D-xilose, 5,0g/1 de extrato de levedura e 2,5g/1 de ureia, a 200 rpm e 30°C durante 96

horas de cultivo. (1) M. guilliermondii UFMGO1; (2) M. guilliermondii UFMGO02; (3) M.
guilliermondii UFMGO04; (4) M. caribbica UFMGO07; (5) M. caribbica UFMGOS; (6) M.
guilliermondii UFMGI10; (7) M. guilliermondii UFMG12.
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A atividade da enzima xilose redutase expressa pelas leveduras a partir do cultivo em meio
semi-sintético suplementado, contendo D-xilose como fonte unica de carbono, foi avaliada até

96h (Figura 6).

Atividade especifica XR (U/mg de proteina total)

—&—— M guilliermondii UFMGO1
-------- S M guilliermondiil UFMGO2
——-—¥—— M guilliermondii UFMG04
— = —-- M caribbica UFMGO7
— —& — M caribbica UFMG8

— —0—— M guilliermondii UFMG 10
——4—— M guilliermondii UFMG 12

Tempo (h)

Figura 6: Perfil da atividade enzimatica da XR expressa pelas linhagens de levedura em meio

contendo apenas D-xilose como fonte de carbono apds 96 horas de cultivo.

Todas as leveduras apresentaram atividade da enzima durante todos os pontos da fermentagao
(24 a 96h), sendo os valores observados para a atividade da enzima foram, em sua maioria,
menores que 1U.mg!, valores que sdo proximos ou até maiores do que os obtidos por outros
pesquisadores. Branco e Colaboradores (2008) obtiveram 1,45U mg™! de atividade de XR a
partir de cultivo de C. guilliermondii FT120037 em meio semi-sintético contendo 30g/l de
xilose. Mouro 2012, cultivando outras espécies de Candida, C. succiplhila Y-11998, C.
materiae UFMG-07-C15.1B e C. xylofermentans HDM25.1, em meio contendo 2% de xilose,
obteve valores de atividade de XR de 0,2U.mg!a 0,63U.mg™".

5.3 Avaliacio da capacidade fermentativa de xilose pelas leveduras em estudo,
utilizando hidrolisado hemicelulésico de torta de macauba suplementado, e condicoes
reguladoras do processo fermentativo

5.3.1 Efeito da concentracio inicial do inéculo no processo fermentativo

Além de utilizar uma levedura com alta capacidade fermentativa de xilose, o conhecimento
das condi¢des ambientais que interferem na producao de xilitol pelas leveduras catalisadoras

do processo ¢ primordial para se obter o maior rendimento e produtividade na produgdo deste
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alcool. Neste estudo, foram avaliados os parametros: concentracdo das células do inoculo
inicial, aeracdo (controlada pela relagdo volume do frasco/volume do meio de cultivo) e

concentracdo da fonte de carbono presente no hidrolisado (xilose e glicose).

Todas as leveduras em estudo foram capazes de crescer e produzir etanol e xilitol em meio a
base de hidrolisado hemicelulésico de torta de macatba, contendo glicose e xilose. O
hidrolisado apresenta uma relagdo glicose:xilose de 1:1,7, relacdo proxima a sugerida por
outros autores como capaz de favorecer a producdo de xilitol. Estudo realizado por Silva e
colaboradores (1998) demonstrou que a relagdo de 1:2,25 foi a relagdo que mais favoreceu o
acumulo de xilitol (27,8g/L), representando um aumento de 18,29% em comparagdo ao
controle (glicose:xilose = 1:2,25). Diversos estudos tém relatado que presenca de glicose pode
afetar a assimilacdo e metabolismo da xilose e influenciar o rendimento e a produtividade do
xilitol (TAVARES et al., 2000; FELIPE et al., 1993; ROSA et al., 1998, ; WALTHER et al.,
2001). Esse efeito ocorre devido a molécula de D-xilose s6 poder ser transportada para dentro
da célula por meio de transportadores de hexoses, os quais t€ém duas vezes mais afinidade por
hexoses do que por pentoses (Leandro et al., 2009; Du et al., 2010), devido a auséncia de
transportadores especificos para esse agucar. Além disso, estudos mostram que pequenas
quantidades de glicose adicionadas no meio de cultivo favorecem o transporte de xilose em
comparag¢do com condicdes de cultivo idénticas nas quais nao foi adicionadoa glicose, apesar
desse mecanismo ainda ndo ser totalmente explicado (KRAHULEC et al., 2010). No presente
trabalho foi observado que o consumo de glicose ocorre comumente nas primeiras 24h e

somente apos esse periodo de tempo que o consumo de xilose comeca a ser significativo.

No ensaio de avaliagdo do efeito da concentragdo de células do indculo inicial, foram
avaliadas as concentragdes de 0,28 e 2,8g/l (0,2 e 2,0 OD, respectivamente). Os parametros
fermentativos calculados estdo representados na Tabela 5. De modo geral, a alteracdo no
in6culo afetou de forma significativa todos os parametros para a producao de etanol, exceto a

eficiéncia de conversdo de agucares em etanol (Yp/s).

De modo geral, o tempo requerido para a producdo méaxima de etanol variou com a linhagem
de levedura em estudo e a concentragao celular no indculo. Nos ensaios com a menor
concentracdo de inoculo, o periodo correspondeu a 96h para as linhagens M. guilliermondii
UFMGO02 e M caribbica UFMGO07 e 72h para as demais. Nos ensaios com maior concentragao

de indculo, o tempo de producdo maxima de etanol diminuiu, sendo de 72h para as linhagens
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UFMGO1, UFMG10 e UFMG12 de M. guilliermondii e 48h para as demais. Nos cultivos com
in6culo de menor densidade celular, os valores de produ¢do de etanol nao diferiram de forma
significatica entre a linhagens (p<0,05) e os valores variaram de 7,05 a 8,99 g/l. Ja, nos
cultivos com inoculos com maior densidade celular, foi observado aumento na producao de
etanol para todas as linhagens em estudo. Os maiores valores foram observados para as
linhagens UFMG12 (20,69¢g/1), UFMGO04 (21.49 g/1), UFMGO02 (21.82 g/1) e UFMG10 (22.45

g/l) de M. guilliermondii, os quais foram similares estatisticamente (p<0,05).

Para a variavel eficiéncia de conversao de agucares em etanol, também foi observada interagcao
significativa entre a linhagem de levedura em estudo e concentragdo de células no indculo
inicial (p<0,05). A eficiéncia de conversao de actcares em etanol a partir de cultivo com menor
densidade celular ndo apresentou diferenca significativa entre as linhagens estudadas (p<0,05),
sendo o maior valor obtido igual a 0,19g/g. J4, no cultivo com maior densidade celular, foi
observada diferenca significativa entre as linhagens de M. guilliermondii e entre as espécies,
sendo os maiores valores observados para M. guilliermondii UFMGO02 (0,61g/g), UFMG04
(0,68g/g) e UFMGI10 (0,52g/g). Tambem foi possivel observar que o aumento do inoculo
inicial culminou em aumento desse parametro para todas as linhagens em estudo, exceto para

M. caribbica UFMGO07 que manteve o valor em ambos os tratamentos (p<0,05).

A produtividade volumétrica, por sua vez, ndo variou com a linhagem de levedura em estudo
(p<0,05) nos ensaios com in6culo de menor densidade de células; e os valores foram proéximos
a 0,10g/l.h). Observa-se no entanto que a produtividade em etanol varia significativamente
(p<0,05) com o aumento de células no inoculo inicial, seguindo o mesmo padrao dos
parametros analisados anteriormente. Os maiores valores foram observados para s linhagens
UFMG04 (0,44 g/l.Lh) e UFMGIO (0,46 g/l.Lh) de M. guilliermondii, os quais sao

estatisticamente iguais (p<0,05).

O tempo para a producdo maxima de xilitol também variou com a linhagem em estudo e com a
concentragdo celular no indculo (p<0,05), correspondendo a 72 h para as linhagens M.
caribbica UFMGO08 e M. guilliermondii UFMG12, e 96h para as demais linhagens em estudo,
nos cultivos com inéculo de menor densidade celular. O aumento na concentragao celular do
in6culo reduziu o tempo para obtencdo da maxima concentracdo de xilitol para 48h para as

linhagens UFMGO01, UFMGO04 de M. guilliermondii e UFMGO07 e UFMGO08 de M. caribbica.
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De modo geral, a altera¢do no inoculo afetou de forma significativa todos os pardmetros para a
produgdo de xilitol, sendo que o aumento da concentragdo celular do inoculo inicial culminou
em uma menor producdo de xilitol. No cultivo com inéculo de menor densidade celular, os
maiores valores foram observados para as linhagens UFMGO02 (55,05 g/l), UFMGO04 (56,14 g/1)
e UFMGI0 (55.84 g/l) de M. guilliermondii, os quais ndo diferiram de forma significativa
(p<0,05). Para as demais linhagens foi possivel observar diferenca estatistica entre a maioria,
sendo a menor producao foi observada para a linhagem M. caribbica UFMGO7. Para cultivo
em maior densidade celular a maior produgao foi 18,74g/l para M. guilliermondii UFMGO02 ¢ as
menores para a linhagem UFMGO1 de M. guilliermondii (12,15 g/l) e UFMGO07 de M.
caribbica (12,24g/1), estatisticamente similares (p<0,05).

A eficiéncia de conversdao de actcares em xilitol a partir de cultivo com menor densidade
celular foi maior para M. guilliermondii UFMG12 (0,83g/g), valor estatisticamente igual ao
obtido por M guilliermondii UFMGO01 e UFMGO04, sendo estatisticamente diferente dos demais
(p<0,05). No cultivo com maior densidade celular, o maior valor obtido foi 0,78g/g por M
guilliermondii UFMGO02, estatisticamente semelhante (p<0,05) ao apresentado por M
guilliermondii UFMGO1. A eficiéncia de conversdao de acgucares em xilitol varia com a
alteracdo do inoculo para todos os isolados, exceto M guilliermondii UFMG 01 e UFMGI10 e
M. caribbica UFMGO08.

De modo geral, o aumento da densidade celular resultou em diminui¢do na produtividade em
xilitol (p<0,05). A maior produtividade volumétrica para xilitol foi obtida cultivando-se M.
guilliermondii UFMG12 em menor densidade celular (0,69g/g), valor estatisticamente
semelhante (p<0,05) ao obtido por todas as outras linhagens, exceto M. caribbica UFMGO07. A
partir do cultivo em maior densidade celular obteve-se o valor maximo de 0,32g/l.h obtido
pelas linhagens UFMG4 ¢ UFMGI10 de M. guilliermondii € M. caribbica UFMGO0S, sendo

estatisticamente diferente dos demais (p<0,05) que foram resultados mais baixos.

De modo geral, o aumento da concentracdo de células no inoculo inicial levou ao aumento do
crescimento celular durante o processo fermentativo. Em cultivo com menor inoculo inicial, o
crescimento celular nao diferiu estatisticamente (p<0,05) com as linhagens, sendo o valor
maximo obtido igual a 19,88¢g/1. Ja, no ensaio com inoculo inicial igual a 2,8g/1 o crescimento
celular atingiu a faixa de 38,88 a 57,3g/l, sendo o menor valor obtido por M. guilliermondii

UFMGI12 e o maior para UFMGO02. Foi observada correlacdo forte negativa entre o
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crescimento celular e a produ¢do de xilitol (Pearson, r= -0,89; p=0,00), enquanto para a
produgdo de etanol a correlacdo foi forte positiva (Pearson, r= 0,92; p=0,00), indicando que o
aumento do crescimento celular favoreceu o aumento da produgdo de etanol, enquanto levou a
diminui¢do da producao de xilitol. Também foi observada correlagdo forte negativa (Pearson,
r=-0,88; p=0,00), entre producgdo de etanol e xilitol, indicando que o aumento da producgdo de

xilitol culmina em diminui¢do da produgdo de etanol.

O consumo total de agucares aumentou para as linhagens UFMGO04 ¢ UFMGI0 de M.
guilliermondii e UFMGO08 de M. caribbica, permanecendo estatisticamente igual (p<0,05) para
as outras linhagens diante do aumento do inoculo inicial. Os maiores valores em menor inoculo
inicial foram obtidos por M. guilliermondii UFMGO01, UFMGO02, UFMG10 e UFMG12, sendo
sempre acima de 90% e ndo apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre esses isolados.
Nao foi observada correlacao entre consumo de agucares totais e producao de xilitol (Pearson,

r=0,03; p=0,99) e etanol (Pearson, r=0,15; p=0,65).

De modo geral, o aumento na concentragdo inicial de células de 0,28g/l para 2,8g/1, resultou
em aumento dos parametros fermentativos para etanol, porém diminuiu os parametros para
xilitol. Também foi possivel observar que o consumo quase total de glicose e xilose ocorreu
nas primeiras 24 horas, mesmo periodo no qual a curva de produgdo de xilitol tem uma
inclinagdo maior, indicando maior velocidade de produ¢do de xilitol. A produgdo de xilitol
ocorre ao longo do tempo de crescimento, acompanhando a curva de crescimento. A maior
velocidade de produgdo de etanol também ocorre nas primeiras 24 horas, podendo estar
associada ao consumo de glicose, o que indica que as leveduras ndo produzem etanol a partir

de xilose, como observado no experimento anterior.

Para a méxima producdo de xilitol deve haver uma concentracao celular inicial ideal, sendo que
o aumento da concentracdo do inoculo inicial pode culminar em uma maior ou menor
produgdo. Dominguez e Colaboradores (1997), cultivando D. hansenii em meio contendo 12%
de xilose observaram que o aumento do inoculo inicial de 0,3 para 3,0 resultou em aumento da
producdo de xiliotl de 60,1g/1 para 105,8g/1 em 72h de cultivo. J4, em outro estudo, Roberto e
Colaboradores (1996), cultivando C. guilliermondii FT20037, observaram que o aumento na
concentracdo celular inicial de 0,67g/1 para 2,41g/l ocasionou um decréscimo da producao de
xilitol de 39,46g/1 para 20,46g/l. Diante desses resultados ¢ perceptivel a necessidade de se

adequar a concentracdo de xilose no meio de cultivo para cada espécie estudada.



46

Tabela 5: Efeito da concentragdo de células, do indculo inicial, nos parametros fermentativos das leveduras em estudo, cultivas em meio a base de hidrolisado

hemicelulosico de torta de macatiba adicionado de suplementos.

Concentracdo celular do inéculo

0,28g/1 2,8¢/1 0,28g/1 2,8¢/1 0,28g/1 2,8g/1 0,28g/1 2,8g/1 0,28g/1 2,8¢/1

Isolado Ewmad(g/l) Yp/Setanot (8/2) Opetanoi (g/1.h) Tempo (h) Biomassa (g/l)
M. guilliermondii UFMGO01 7,24+ 0,80 Ab 17,39 +1,35Ba | 0,09+0,00 Ab 0,35+0,13 Ba 0,10£0,01 Ab 0,24+ 0,01 Da 72 72 16,8 £ 1,12 Ab 43,20 +£2,38 Ba
M. guilliermondii UFMG02 8,99 +0,30 Ab 21,82 +2,78 Aa | 0,02+0,00 Ab 0,61+0,12 Aa 0,09 + 0,00 Ab 0,30£0,01 Ca 96 72 14,56 + 1,85 Ab 57,30+ 3,75 Aa
M. guilliermondii UFMG04 7,88 £0,15 Ab 21,49 +245Aa | 0,12+0,01 Ab 0,68 £0,21 Aa 0,10 £0,00 Ab 0,44+0,02 Aa 72 48 19,88 £2,15 Ab 43,20+ 1,65 Ba
M. caribbica UFMGO07 8,86 0,20 Ab 17,83+ 0,84 Ba | 0,19+0,05 Aa 0,32+0,18 Ba 0,09 + 0,00 Ab 0,37+0,01 Ba 96 48 19,88 £2,07 Ab 44,64 + 1,32 Ba
M. caribbica UFMGO08 7,05 £0,00 Ab 16,46 + 1,73 Ba | 0,03+ 0,00 Bb 0,32 +0,01 Ba 0,09+ 0,01 Ab 0,34+ 0,07 Ca 72 48 18,76 £ 1, 12 Ab 44,64 + 3,8 Ba
M. guilliermondii UFMG10 7,66 + 0,89 Ab 22,45+ 1,85 Aa | 0,07+ 0,00Ab 0,52+0,17 Aa 0,10+0,01 Ab 0,46 £0,05 Aa 72 48 18,48 £ 1,09 Ab 44,24+ 2,68 Ba
M.guilliermondii UFMG12 7,88 £0,17Ab 20,69 + 3,2 Aa 0,09 + 0,00 Ab 0,44 £0,02 Ba 0,10£0,01 Ab 0,28 + 0,01 Da 72 72 19,32 + 1,87 Ab 38,88 + 2,50 Ca

Isolado Xuvax(g/) Yp/sitito (8/8) Quititot (/1. h) Tempo (h) Y (%)
M. guilliermondii UFMGO01 48,40 + 2,35 Ba 12,15+ 1,51 Cb | 0,73+ 0,15 Aa 0,70 +£ 0,09 Aa 0,63 £0,15 Aa 0,25+0,01 Bb 96 48 93,62 + 2,15 Aa 90,89 + 2,58 Aa
M.guilliermondii UFMGO02 55,05 +3,15 Aa 18,74 £ 1,53Ab | 0,40 +0,03Bb 0,78 £0,03 Aa 0,57 £0,04 Aa 0,19+0,01 Bb 96 96 95,13+ 1,15 Aa 92,20 + 3,98 Aa
M. guilliermondii UFMG04 56,14+ 2,13 Aa 15,56 + 0,9 Bb 0,72+0,18 Aa 0,36 £ 0,01 Bb 0,58 £0,05 Aa 0,32+0,01 Ab 96 48 84,46 2,13 Bb 90,91 + 5,45 Aa
M. caribbica UFMGO07 35,76 £ 0,75 Da 12,24+ 1,89Cb | 0,46 +0,05Ba 0,19+0,02 Cb 0,37+0,01 Ba 0,25+ 0,05 Bb 96 48 82,96 + 3,18 Ba 87,52 +£3,25 Aa
M. caribbica UFMGO08 45,78 £ 1,13 Ca 15,56 +0,78 Bb | 0,26 +0,01Ca 0,38 £0,03 Ba 0,63 £0,00 Aa 0,32 +0,03 Ab 72 48 81,53 +3,78 Bb 90,00+ 0,50 Aa
M. guilliermondii UFMG10 55,84 £ 0,95 Aa 15,48 +1,5Bb 0,51 +0,19Ba 0,39+0,3Ba 0,58 £0,02 Aa 0,32+0,01 Ab 96 96 94,19 £ 4,15 Ab 88,17+5,32 Aa
M. guilliermondii UFMG12 50,39 + 1,15 Ba 14,17 +£2,3 Bb 0,83 £0,07 Aa 0,31+0,07 Bb 0,69 £0,13 Aa 0,19+ 0,01 Bb 72 72 94,43 + 3,19 Ab 88,37 +4,78 Ab

Ewyax: concentragdo maxima de etanol (); Xu: concentragdo maxima de xilitol; Y aud(%): consumo maximo de agucares totais; Biomassa (g/l): concentracdo de células

produzidas; Yp/s (g/g): fator de conversao de xilose em xilitol; Ox (g/l.h): produtividade em xilitol; ( -) ndo detectado. Médias seguidas por letras maiusculas iguais na mesma

coluna (comparagao entre isolados) e minusculas na mesma linha (comparagao entre experimentos) ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Figura 7: Perfil fermentativo das leveduras em estudo em meio a base de hidrolisado e suplementos,
durante 96 horas de cultivo com inoculo inicial 0,28g/l. (1)M. guilliermondii UFMGO1; (2)M.
guilliermondii UFMGO02; (3)M. guilliermondii UFMGO04; (4)M. caribbica UFMGO7; (5) M. caribbica
UFMGO8; (6)M. guilliermondii UFMG10; (7)M. guilliermondii UFMG12.
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Figura 8: Perfil fermentativo das linhagens de levedura em meio a base de hidrolisado e suplementos,
apos 96 horas de cultivo concentragdo de inoculo inicial de 2,8g/1 . (1)M. guilliermondii UFMGO1;
QWM. guilliermondii UFMGO02; (3)M. guilliermondii UFMGO04; (4)M. caribbica UFMGO07; (5) M.
caribbica UFMGO8; (6)M. guilliermondii UFMG10; (7)M. guilliermondii UFMG12.
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A atividade da enzima xilose redutase expressa pelas leveduras a partir do cultivo em meio a
base de hidrolisado hemicelulésico de torta de macauba suplementado, foi avaliada até 96h
para os ensaios fermentativos com inoculo inicial 0,28g/1 e 2,8g/l Os parametros estao

representados nos graficos 1 e 2, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9: Perfil da atividade enzimatica da XR expressa pelas linhagens de levedura em meio a base
de hidrolisado e suplementos, com inoculo celular inicial igual a 0,28g/1 (1) e 2,8g/l (2),

respectivamente, apos 96 horas de cultivo.

Em ambas as condicdes, percebe-se valores maiores de atividade da enzima XR em relagao ao
experimento no qual foi utilizado meio semi-sintético com D-xilose como fonte tnica de
carbono. A presenca de glicose no meio de cultivo a base de hidrolisado hemicelulésico de
torta de macauba pode ter ativado os transportadores que podem transportar a xilose com
maior afinidade, principalmente ap6s o consumo da glicose que ocorreu nas primeiras 24h de
cultivo (Figura 8). Porém, enquanto ha altas concentragdes dos dois aguicares no meio a
captagdo de xilose pode ser reprimida por glicose devido a competi¢cao de ambos pelo mesmo
transportador (KOTTER E CIRIACY, 1993; LE et al., 2002). Essa repressao também ocorre
quando ha outros substratos, como a frutose € a manose, juntamente com xilose, saturando o

sistema (HAHN-HAGERDAL, 1997).



50

No experimento com inoculo inicial igual a 0,28g/1 (Grafico 1), sdo observados valores de
atividade para XR entre 0,5 e 3,5U.mg"'. No experimento com inéculo inicial igual a 2,8g/1
(Grafico 2) foram observados maiores valores de atividade da enzima (1,0 a 4,0U.mg™' em sua
maioria e dois valores acima de 10,0U.mg™), apesar de nesse experimento ter sido observada
menor producdo global de xilitol em relagdo ao primeiro experimento. Essa observacao pode
ser justificada pelo crescimento celular que foi em média de duas a trés vezes maior do que no
primeiro experimento. Em estudo com C. guilliermondii FT120037, Branco (2010) observou
que em ensaio com inoculo inicial igual a 1,60g/l a maxima atividade especifica da enzima
XR foi 0,220U.mg™!, enquanto que aumentando a concentragdo do inoculo inicial para 3,83g/1

aumentou a atividade em 7 vezes, alcangando o valor de 1,415U.mg™".

Também pode ser observado que para as diferentes linhagens estudadas ha variacao da
atividade ao longo do tempo, o que esta relacionado ao potencial de produgdo de xilitol de

cada uma delas.

5.3.2 Efeito da aeracio no processo fermentativo

Os resultados dos ensaios de avaliagdo do efeito da aeragdo, obtida pela variagdo da relagdo
volume do frasco pelo volume do meio de cultivo (2,5 e 5,0), nos parametros fermentativos das
leveduras em estudo estdo apresentados na Tabela 6. Nos ensaios foi utilizada a concentracao
celular inicial de 0,28g/1, a qual resultou em maiores producdes de xilitol quando comparado ao

in6culo de 2,8¢g/1.

De modo geral, o aumento na aeracao resultou em aumento de todos os parametros

fermentativos de producao de etanol e diminui¢ao nos tempos para sua producdo maxima.

O periodo para a producdo maxima de etanol correspondeu a 96h para as linhagens M.
guilliermondii UFMGO02 e M caribbica UFMGO07 nos ensaios com aeracdo igual a 2,5 e para
M. guilliermondii UFMGO01 e UFMG10 para ensaios com aeragdo igual a 5,0, sendo o tempo
de 72h para as demais linhagens, em ambos os tratamentos. A produg¢do maxima de etanol
diferiu de forma significativa com a linhagem em estudo e com a aeragdo (p<0,05). Em cultivo
com aeragdo (vmeio/vfrasco) igual a 5,0, os valores variaram de 13,81g/l (M guilliermondii
UFMGI12) a 18,47 g/l (M. guilliermondii UFMGO04), aumentando em cerca de 100% em

relagcdo ao cultivo realizado com aeragao igual a 2,5.
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A conversao de acucares em etanol também aumentou (de duas a cinco vezes) com o cultivo
com aeracdo (vmeio/vfrasco) igual a 5,0, sendo observados valores de 0,39g/g (M
guilliermondii UFMG12) a 0,60g/g (M guillermondii UFMGO04). Os valores obtidos em ambos
os cultivos variaram de forma significativa entre espécies e entre as linhagens de uma mesma
espécie. A produtividade volumétrica em etanol, por sua vez, variou de 0,14g/lh (M.
guilliermondii UFMG10) a 0,25g/l.h (M. guilliermondii UFMGO04) em cultivo com aeracio
igual a 5,0, também apresentando aumento em relacdo ao valor obtido com aeragao 2,5. Os
valores obtidos em ambos os cultivos variaram de forma significativa entre espécies e entre as

linhagens apenas quando a aera¢do foi igual a 5,0.

De modo geral, o aumento na aera¢do resultou em manuten¢do ou aumento de todos os
parametros fermentativos de producao de xilitol, dependendo da linhagem avaliada e houve a
manutengao nos tempos para sua producdo maxima, sendo que esse também variou com a
linhagem em estudo, correspondendo a 72 h para M. caribbica UFMGO8 e M. guilliermondii
UFMG12 e 96 h para as demais linhagens em estudo.

A produgdo méaxima de xilitol também variou com a linhagem em estudo (p<0,05), sendo os
maiores valores observados para as linhagens UFMGO1 (57,43 g/1) e UFMGO04 (58,35 g/l) de
M. guilliermondii, os quais nao diferiram de forma significativa (p<0,05). A menor produgio
foi observada para M. guilliermondii UFMG10. Para as linhagens M guilliermondii UFMGO02
e UFMGO04 nao houve diferenca estatistica entre os valores de producdo de xilitol nos
diferentes cultivos. Para as demais, a condicao de cultivo com aeracao 5,0 levou a uma maior

produgao.

Para a eficiéncia de conversdo de agucares a xilitol e produtividade em xilitol, observa-se que
ndo ha diferenca estatistica entre os valores obtidos com aeracao 2,5 e 5,0, exceto para M
caribbica UFMGO08 para a qual foi verificado aumento significativo com o aumento da aeragao.
Os maiores valores de eficiéncia de conversao de acucares em xilitol em cultivo com aeragao
igual a 5,0 foram verificados para M. guilliermondii UFMGI12 (0,68g/g) e M. caribbica
UFMGOS8 (0,89g/g).

Para produtividade em xilitol, os maiores valores observados foram 0,75g/lh e 0,76g/lh para M.
caribbica UFMGO08 e M. guilliermondii UFMG12, havendo aumento significativo (p<0,05)

desse parametro quando se aumentou a concentracdo de agucares apenas para M. caribbica
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UFMGO07 e UFMGO8. Os valores obtidos em ambos os cultivos variaram de forma significativa

entre espécies e entre as linhagens apenas com aeragao igual a 5,0.

Em relagdo ao crescimento celular, houve aumento significativo com o aumento da aeracao
apenas para M. caribbica UFMGO07 e M. guilliermondii UFMG10, sendo o maior valor obtido
igual a 28,8g/1 (M caribbica UFMGO07). Os valores obtidos para esse pardmetro em ambos os
cultivos variaram de forma significativa entre espécies e entre as linhagens. Nao foi observada
correlagdo entre producao de xilitol (Pearson, r=0,29; p=0,56) e etanol (Pearson, = - 0,14;

p=0,79) e o crescimento celular para essas condi¢des de cultivo.

Ja, em relacdo ao consumo de agucares, esse aumentou significativamente com o aumento da
aeracdo apenas para as linhagens UFMG04 de M. guilliermondii e M caribbica UFMGO7 e
UFMGO08. De forma geral, ndo foi observada correlagcdo entre o consumo de agucares totais e a

producao de xilitol (Pearson, r=-0,27; p=0,59) e etanol (Pearson, r=0,17; p=0,74).

A aeragdo tem sido considerada um dos fatores mais importantes na biconversao de xilose a
xilitol, ndo estando em uma condi¢do 6tima ela leva a uma diminui¢ao da produtividade e do
rendimento em xilitol (SILVA et al., 1996). O requerimento de oxigénio esta relacionado ao
transporte de acucares, regeneracdo de coenzimas e producao de ATP durante a fosforilagao
oxidativa (SILVA et al.,, 1998). A falta de oxigénio pode ocasionar desbalango redox,
paralisacdo do crescimento celular e da assimilacdo de xilose, e consequentemente da
producdo de xilitol (VANDESKA et al.,, 1995). Dessa forma, a quantidade de oxigénio
disponivel ¢ fator determinante para o uso da xilose para fermentagdo ou respiragao,

regulando o consumo do carbono para bioconversao ou crescimento (KUZMANOVA, 1998).

A fisiologia do requerimento de oxigénio no metabolismo das leveduras ainda ndo foi
totalmente esclarecida (SAMPAIO, 2001). Estudos mostram que para ocorrer efetiva
producdo de xilitol ¢ necessario regular a quantidade de oxigénio disponivel, podendo ser em
niveis mais baixos, porém com um minimo necessario (SILVA et al, 1998). O xilitol pode ser
produzido em condi¢des aerdbicas ou em limitacdo de oxigé€nio, mas ndo em condic¢des
anaerobicas. Sirisansanneeyakul e colaboradores (1995) observaram que Candida moggii
ATCC 18364 cultivada em anaerobiose por 48h ndo apresentou crescimento celular e

consumo de xilose expressivos com consequente baixa formagao de etanol e xilitol.
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Em outro estudo, WALTHER et al (2001) cultivando C. tropicalis ATCC 96745 em
diferentes condigdes de aeracdo, controlada pela relagdo entre volume dos frascos e volume
do meio, observaram que a maior produtividade em xilitol foi obtida durante o cultivo em
aerobiose (0,9g/1.h). Nesse experimento notou-se que em consequéncia da alta aeracdo e
concentra¢do de xilose ocorria alta producdo de xilitol, explicada pelo crescimento vigoroso
das células durante o cultivo, com consequente consumo de oxigénio e alta producdo de
xilitol. Cultivando-se a mesma linhagem em condicao semi-aerdbica obteve-se o melhor valor

para eficiéncia de conversao de xilose a xilitol (0,7g/g).
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Tabela 6: Efeito da variacdo da aeracdo nos parametros fermentativos das leveduras em estudo cultivas em meio a base de hidrolisado hemiceluldsico de

torta de macauba adicionado de suplementos.

Aeragdo (Vfrasco/Vmeio)

2,5 50 2,5 50 2,5 50 2,5 50 2,5 50
Tempo
Isolado Emai(g/l) Yp/setanot (8/8) Qetanot(g/l.h) (h) Biomassa (g/1)
M guilliermondiUFMGO1 7,24 + 0,80 Bb 14,70 + 1,25Ba 0,09 + 0,00 Cb 0,45 +0,00 Ca 0,10+ 0,01 Ab 0,15+ 0,00CDa 72 96 | 16,8+ 1,12 Ba 16,8 +£0,8Ca
M. guilliermondii UFMGO02 8,99 +£0,30 Ab 14,29 £ 0,75 Ba 0,02 + 0,00 Db 0,49+0,01 Ca 0,09 + 0,00 Ab 0,19+ 0,01 BCa 96 72 | 14,56 + 1,85 Ba 13,44 + 0,90Da
M guilliermondii UFMGO04 7,88+ 0,15 Bb 18,47 £ 2,29 Aa 0,12+ 0,01 Bb 0,60 £ 0,05 Aa 0,10+ 0,00 Ab 0,25+0,01 Aa 72 72 | 19,88+2,15 Aa 17,36 + 1,25Ca
M. caribbica UFMGO07 8,86 + 0,20 Ab 15,65+ 1,78 Ba 0,19+ 0,05 Ab 0,53 +£ 0,03 Bba 0,09 + 0,00 Ab 0,21+0,02 ABa 96 72 | 19,88+£2,07 Ab 28,00 + 1,78Aa
M caribbica UFMGO08 7,05 +0,00 Bb 14,66 + 0,85 Ba 0,03 + 0,00 Db 0,48 £0,01 Ca 0,09+ 0,01 Ab 0,20+ 0,01 Ba 72 72 | 18,76 £1,12 Aa 20,44 + 1,35Ba
M guilliermondii UFMG10 7,66 + 0,89 Bb 14,37+ 1,01 Ba 0,07 + 0,00 Cb 0,47+ 0,08 Ca 0,10+ 0,01 Ab 0,14+ 0,02 Da 72 96 | 18,48+1,09 Ab 25,76 £ 1,45Aa
M guilliermondii UFMG12 7,88+0,17 Bb 13,81 £ 0,65 Ba 0,09 + 0,00 Cb 0,39 +0,07Da 0,10+ 0,01 Ab 0,19+ 0,02 BCa 72 72 | 19,32 +£1,87 Aa 21,56 +2,01Ba
Isolado X (/) Yp/sxitirol(2/2) Qkitiot(g/1.h) Tempo (h) Y (%)
M guilliermondii UFMGO1 48,40 +£2,35 Bb 57,43 £2,75Aa 0,66 +0,15Aa 0,66 +0,15Ba 0,50 £0,15 Aa 0,59 +0,01 Ba 96 96 | 93,62+2,15Aa 80,67 +2,15Bb
M guilliermondii UFMGO02 55,05 +3,15 Aa 53,98 +2,69 Ba 0,40+ 0,03 Ba 0,40 + 0,09Ca 0,57+ 0,04 Aa 0,56+ 0,17 Ba 96 96 | 95,13£1,15 Aa 96,14 £ 3,17 Aa
M guilliermondii UFMGO04 56,14 +2,13 Aa 58,35+ 1,99 Aa 0,72+0,18 Aa 0,46 +0,07Cb 0,58 £0,05 Aa 0,60 + 0,05 Ba 96 96 | 84,46+2,13 Bb 97,49 + 2,02 Aa
M caribbica UFMGO07 35,76 + 0,75 Db 47,64 £1,17 Ca 0,46 + 0,05 Ba 0,57 +0,11Ca 0,37+0,01 Ba 0,49 + 0,02Ba 96 96 | 82,96+ 3,18 Bb 96,01 + 1,08 Aa
M caribbica UFMGO08 45,78+ 1,13 Cb 54,04 £ 1,45 Ba 0,26 + 0,01 Bb 0,89+£0,13 Aa 0,63 £0,00 Aa 0,75+ 0,00 Aa 72 72 | 81,53+3,78 Bb 96,37 + 0,98 Aa
M guilliermondii UFMG10 55,84+ 0,95 Aa 40,84 + 2,02 Db 0,51+0,19 Ba 0,35+ 0,09Ca 0,58+ 0,02 Aa 0,42+0,13Ba 96 96 | 94,19+£4,15 Aa 94,96 + 1,35 Aa
M guilliermondii UFMG12 50,39+ 1,15 Bb 54,99 +2,19Ba 0,83 £0,07 Aa 0,68 +0,15Ba 0,69 +£0,13 Aa 0,76 + 0,08 Aa 72 72 | 94,43 +£3,19 Aa 97,22 + 1,15 Aa

Ewyax: concentragdo maxima de etanol (); Xug: concentracdo maxima de xilitol; Y aa(%): consumo maximo de agucares totais; Biomassa (g/l):

concentragdo de células

produzidas; Yp/s (g/g): fator de conversdao de xilose em xilitol; Ox (g/l.h): produtividade em xilitol; ( -) ndo detectado. Médias seguidas por letras maiusculas iguais na

mesma coluna (comparagdo entre isolados) e minusculas na mesma linha (comparagdo entre experimentos) nao diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.
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Figura 10: Perfil fermentativo das leveduras em estudo em meio a base de hidrolisado e suplementos,

durante 96 horas de cultivo com aeragdo igual a 2,5. (1)M. guilliermondii UFMGO1; (2)M.
guilliermondii UFMGO02; (3)M. guilliermondii UFMGO04; (4)M. caribbica UFMGO07; (5) M. caribbica
UFMGO08; (6)M. guilliermondii UFMGI10; (7)M. guilliermondii UFMG12.



Xilose (g/l); Glicose (g/l) Xiose (g/); Glicose (g/) Xilose (/) Glicose (g/l)

Kilose (g/l); Glicose (g/l)

1)

T T T O
24an 4s8n T2h ash

Tempo de cultivo (h)

(3)

Tempo de cultivo (h)

(5)

20

Tempo de cultivo (h)

(7)

50
40

30

T T L o
oh 24h 48h 72h 96h
Tempo de cultivo (h)

(2)

Tempo de cultivo (h)

4)

Tempo de cultivo (h)

(6)

Tempo de cultivo (h)

—— Glicose g/
—{3— Xilose g/l

—4— Etanol g/l
—— Xilitol g/l

—il— Biomassa g/l

Xilitol (g/1); Etanol (g/1); Biomassa (g/l)

B F
0 rx T T = o]
on 24an asn 72n o6n

Xilitol (g/); Etanal (g/l); Biomassa (g/l)

Xilitol (g); Etanol (g/1); Biomassa (g/l)

Figura 11: Perfil fermentativo das leveduras em estudo em meio a base de hidrolisado ¢ suplementos,
durante 96 horas de cultivo com aeragdo igual a 5,0. (1)M. guilliermondii UFMGO1; (2)M.
guilliermondii UFMGO02; (3)M. guilliermondii UFMGO04; (4)M. caribbica UFMGO7; (5) M. caribbica
UFMGOS; (6)M. guilliermondii UFMG10; (7)M. guilliermondii UFMG12.
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A atividade da enzima xilose redutase expressa pelas leveduras a partir do cultivo em meio a
base de hidrolisado hemicelulésico de torta de macatba suplementado, com aeragdo 2,5 e 5,0

foi avaliada até 96h. Os parametros estao representados nos graficos 1 e 2 (Figura 12).
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Figura 12: Perfil da atividade enzimatica da XR expressa pelas linhagens de levedura em meio a base

de hidrolisado e suplementos, com aeracao 2,5 (1) e 5,0 (2), ap6s 96 horas de cultivo.

No experimento com aeragdo igual a 2,5 sdo observados valores de atividade para XR entre
0,5 e 3,5U.mg’!, maiores que no experimento contendo apenas D-xilose como fonte de
carbono. O aumento da aeracdo ndo resultou em aumentos expressivos de atividade da XR
observada nos ensaios, os quais variaram de 1,0 e 3,0U.mg™! em sua maoria. Esses valores
podem explicar o padrao similar de producdo de xilitol observado em ambos os experimentos,

com valores entre 40,0 e 58,0g/1.

No entano, o aumento da aeragdo resultou em aumento da atividade da enzima XR nas
linhagens M guilliermondii UFMGO02 e UFMGO04, as quais aumentaram a atividade de XR de
1,93 e 3,90U.mg™! para 2,85 e 5,0U.mg"!, respectivamente. Este efeito pode ser atribuido ao
um desbalango redox resultante do aumento da aeragdo, que favorece a concentragao de

NADPH em detrimento da de NAD+, cofator utilizado pela xilitol desidrogenase (XDH). Em
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estudo com C. guilliermondii FT120037, Branco (2010) observou que em ensaio com aeragao
inicial igual a 0,2vvm, a méxima atividade especifica da enzima XR foi 0,230U.mg’’,

enquanto que aumentando a aeracdo para 1,2vvm, a atividade alcancou o valor de 1,5U.mg™.

Como observado para os outros ensaios, ha variacao da atividade entre os tempos e para cada
levedura, o que pode estar relacionada com o perfil fisiologico da linhagem, que pode variar
quanto aos periodos de maxima produ¢do da enzima, e variagdo da atividade relacionada a

maior ou menor producao de xilitol pelos isolados.

5.3.3 Efeito das concentracées de xilose e glicose no processo fermentativo

Os resultados dos ensaios de avaliagao do efeito da concentragdo dos agucares xilose e glicose
de 45 e 20g/1 para 75 e 27g/1, respectivamente, nos parametros fermentativos das leveduras em

estudo estdo apresentados na Tabela 7.

De forma geral a concentragdo inicial de agicares no meio de cultivo influenciou de forma
significativa todos os parametros fermentativos de producao de etanol. Nos ensaios para
avaliagdo do efeito da concentracdo de xilose e glicose nos parametros fermentativos de
produgdo de etanol, observou-se que o tempo para a produ¢do maxima de etanol ficou entre
72h e 96h para todas as linhagens sendo verificado aumento desse tempo de 72h a 96h para M
caribbica UFMGO07 e reducdo de 96 para 72h para M. guilliermondii UFMG10. Para todas as
outras linhagens o tempo de produ¢do maxima, aumentando-se a concentragcdo dos agucares

permancccu 0 mesmo.

O aumento nas concentracdes de xilose e glicose de 45 e 20g/l para 75 e 27g/l
(respectivamente) resultaram em aumento significativo (p<0,05) nos valores de produgao de
etanol para todas as leveduras em estudo, exceto para M. guilliermondii UFMGO04. Os valores
de producdo maxima de etanol nos cultivos com maiores concentragdes de acucares foram
maiores para as leveduras M. guilliermondii. UFMGO02, UFMG04, UFMG10 ¢ UFMGI12, os

quais nao diferiram estatisticamente, e correponderam a valores préximos a 20 g/1.

Para o pardmetro eficiéncia de conversdo de agucares em etanol, foi observado efeito
significativo da concentracdo de aglicares e da levedura em estudo. Observou-se que o
aumento na concentragdo de aguicares nao resultou em aumento significativo desse parametro

para as linhas, sendo verificado diminuicao desse parametro para M. caribbica UFMGO07. O
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maior valor verificado foi 1,45g/g para M. guilliermondii UFMGO04 no cultivo com maiores

concentragdes de acucares.

Para produtividade volumétrica foi verificado aumento significativo com o aumento da
concentracdo de agucares para as linhagens M. guilliermondii UFMGO02, UFMGI10 e M.
caribbica UFMGO08(p<0,05). Nos cultivos com maior concentracdo inicial de agucares, os
maiores valores de Qp(g/l.h) foram estatisticamente iguais para todas as linhagens, exceto M.

gulliermondii UFMGO01, com médias proximas a 0,27 g/L.h.

De forma geral a concentragdo inicial de agiicares no meio de cultivo influenciou de forma
significativa todos os parametros de produgdo de xilitol. O aumento das concentracds de
acucares resultou em diminui¢cdes nos parametros producdo de xilitol. Para a produgdo
maxima de xilitol, foi observada interagdo siginifcativa entre a levedura em estudo e a
concentracdo inicial de actcares no meio de cultivo. Foi verifcado que o aumento na
concentracdo de agucares levou a diminui¢ao da produgdo para as leveduras M. guilliermondii
UFMGO1 e M. caribbica UFMGO08. Nos ensaios com maiores concentragdes, 0s maiores
valores foram observados para M. guilliermondii UFMG12 (52.9g/1) e UFMGO04 (51,73g/1),

também estatisticamente similares (p<0,05).

A eficiéncia de conversao de agucares em xilitol variou significativamente entre as espécies e
linhagens estudadas apenas durante cultivo com aeragdo igual a 5,0. O aumento na
concentragdo de agucares levou ao aumento significativo (p<0,05) desse pardmetro para todas
as linhagens de estudo, exceto para M. guilliermondii UFMG12. O maior valor observado foi

2,41g/g para M. caribbica UFMGOS.

Para produtividade volumétrica em xilitol foi observado interacdo siginificativa entre a
levedura em estudo e a concentragdo inicial de aclcares presente nos ensaios. Assim, o
aumento na concentracdo dos agucares resultou em diminui¢do significativa (p<0,05) desse
parametro paras linhagens de M. guilliermondii UFMG12 e M. caribbica UFMGO08, sendo os
valores observados para as demais linhagens ndo afetados pela alteracdo na concentragdo
inicial dos actcares. As maiores produtividades observadas foram 0,75g/1.h e 0,84g/l.h para
M. guilliermondii UFMGI12 e M. caribbica UFMGOS, respectivamente. Os valores de
producdo variou significativamente entre as espécies e linhagens estudadas apenas em cultivo

com menor concentragdo de xilose e glicose.
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Para o crescimento celular, foi observado que o aumento da concentragdo de agucares fez com
que ele diminuisse ou se mantivesse estatisticamente igual ao observado para cultivo com
menor densidade celular em funcao da levedura em estudo O maior valor obtido foi 28g/1 para
M. caribbica UFMGO07, quando cultivada em meio com menor concentragdo inicial de
aucares. Os valores de produgdo variou significativamente entre as espécies e linhagens
estudadas apenas no cultivo em menor concentragdo de xilose e glicose. Nao foi observada
correlagdo entre o crescimento celular e a producdo de xilitol (Pearson, r=0,59; p=0,16) e
etanol (Pearson, = -0,31; p=0,45). Foi observada correlagao forte negativa (Pearson, r=-0,84;
p=0,017) entre a producao de etanol e xilitol, indicando que quando ha aumento de produgao

de etanol ocorre diminuicao da producdo de xilitol.

O consumo de agucares totais também diminuiu com o aumento da concentracdo de acticares
no meio de cultivo. Com menores concentragdes foi observado o consumo de 80,7 a 97,5%
enquanto para maiores concentragdes de agticares foi observado consumo de 67,6 a 75%. Foi
observada correlagdao forte positiva (Pearson, 1=0,89; p=0,007) entre produ¢do de xilitol e
consumo de agucares totais, nao sendo observada correlagdo para producdo de etanol

(Pearson, r=-0,55; p=0,15).

A concentragdo inicial de xilose influencia diretamente na producdo de xilitol. Altas
concentragdes de xilose promovem o crescimento do micro-organismo cultivado e
consequentemente levam a maior producdo de xilitol. Porém, este aumento ¢ observado
dentro de uma faixa de concentragdo, a qual pode variar em fun¢ao da espécie de levedura em
estudo. Felipe e colaboradores (1997) cultivando C. guilliermondii FT20037 em hidrolisado
hemicelul6sico de bagaco de cana observou que o aumento da concentracdo de xilose de
37,5g/1 para 54,5g/1 resultou em um aumento de 40% do crescimento celular e 44% na
produtividade volumétrica de xilitol. Porém, utilizando concentragdes superiores a 74g/l de
xilose ocorreu reducdo tanto do crescimento celular quanto da produtividade. Ja
DOMINGUEZ e colaboradores (1996) observaram um aumento na producdo de xilitol por
Candida sp 11.2 com o aumento da concentra¢do de xilose, dentro da faixa de 30 a 50g/l,
utilizando hidrolisado acido de bagaco de cana-de-agucar. Cocnentragdes acima de 50 g/l de
xilose resultaram em redugdes na producao de xilitol. Para Debaryomyces hansenii NRRL Y-
7426, concentracdes muito altas, entre 217 e 279,24 g/, resultaram em lenta assimilagcdo de

xilose, o que foi atribuido a alta pressdao osmotica do meio (DOMINGUEZ et al., 1997). Da
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mesma forma, concentracdes de xilose acima de 150g/1 resultaram em decréscimo na taxa de

produgdo volumétrica de xilitol por C. tropicalis KFCC-10960 (OH e KIM, 1998).

A presenga de glicose no meio também pode ser um fator limitante para a biconversao de
xilose em xilitol. E observado que a glicose ¢ utilizada preferencialemnte como fonte de
energia para o crescimento celular, comportamento evidenciado pelo seu consumo répido nas
primeiras horas da fermenta¢do (LEE et al., 2003), como observado nas primeiras 24 nos
cultivos contendo 45g/1 de xilose e 20g/1 de glicose. Altas concentracdes de glicose podem
reduzir o consumo de xilose e consequentemente a produgdo de xilitol por repressao
catabolica, devido a inibicdo da sintese das enzimas chave envolvidas na bioconversdo de
xilose a xilitol, xilose redutase e xilitol desidrogenase, causando a diminui¢do de suas
atividades (BICHO et al., 1998; YAHASHI et al., 1996; GIRIO et al., 2000). Este efeito foi
observado para as linhagens UFMGO01, UFMG04, UFMG10 e UFMG12 de M. guillermondlii,
em cultivo com 45g/1 de xilose, para as quais a produgdo de xilitol se deu somente apos o
consumo de glicose. Para cultivo com maior concentracdo de xilose e glicose foi observado
que o consumo quase total de glicose ocorreu em 48h, coincidindo com o inicio de produgao

de xilitol para todas as linhagens em estudo.

Felipe e colaboradores (2003) e Silva (2004) sugerem que a relacdo glicose/xilose estd
diretamente relacionada a influéncia da glicose no processo de produ¢ao de xilitol. No estudo
de Felipe e colaboradores (2003), foi observado que o cultivao de C. guilliermondii FT20037
em meio contendo concentragdo inicial de glicose correspondente a 10% da concentragdao de
xilose, a producao de xilitol ndo ¢ alterada. Silva (2004) observou para a mesma linhagem e
mesmas condigdes que a glicose pode influenciar positivamente na produgdo de xilitol se

estiver em proporcao adequada em relagao a xilose.
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Tabela 7: Efeito da variagdo das concentragdes de xilose e glicose nos parametros fermentativos das leveduras em estudo cultivas em meio a base de

hidrolisado hemicelulosico de torta de macauba adicionado de suplementos.

Isolado Ewvax(g/l) Yp/Setanot (2/2) Qetanot(g/l.h) Tempo (h) Biomassa(g/l)
Concentragdo de xilose(g/l)/concentragio de glicose (g/1)
45/20 75/40 45/20 75/40 45/20 75/40 45/20 75/40 45/20 75/40

M guilliermondii UFMGO1 14,70 + 1,25 Bb 17,09 £2,94 Aa 0,45 +£0,00 Aa 1,22+0,71 BCa 0,15+0,00 Ba 0,17 +0,03 Ba 96 96h 16,8 £0,8 Ca 12,92 +£0,72 Ab
M. guilliermondii UFMG02 14,29 £ 0,75 Bb 19,43 £ 0,06 Aa 0,49+ 0,01 Ab 0,73 £0,07 ABa 0,19+0,01 ABb 0,26+ 0,01 Aa 72 72h 13,44+ 0,9 Ca 12,96 + 0,83 Aa
M guilliermondii UFMG04 18,47 +£2,29 Aa 19,48 + 1,15 Aa 0,60 = 0,05 Ab 1,45+ 0,52 ACa 0,25+ 0,01 Aa 0,27 £0,08 Aa 72 72h 17,36 £ 1,25 Ca 16,08 + 3,81 Aa
M caribbica UFMGO07 15,65+ 1,78 ABb 18,23+ 1,7 Aa 0,53 £0,03 Aa 0,37 £ 0,04 Ab 0,21 £ 0,02ABa 0,18 +0,0B Aa 72 96h 28,00+ 1,78 Aa 14,64 + 2,40 Ab
M caribbica UFMGO08 14,66 + 0,85 Bb 18,2+£0,56 Aa 0,48 £0,01 Aa 0,83 + 0,24 ABCa 0,20+0,01 ABb 0,25+ 0,01Aa 72 72h 20,44 + 1,35 Ba 15,40 + 5,80 Aa
M guilliermondii UFMG10 14,37+ 1,01 Bb 20,58 = 1,1 Aa 0,47 £0,08 Aa 0,88 +£0,36 ABCa 0,14 +£0,02 Bb 0,28 £ 0,06 Aa 96 72h 25,76 + 1,45 Aa 15,08 + 1,65 Ab
M guilliermondii UFMG12 13,81 + 0,65 Bb 20,67 + 0,87 Aa 0,39 +£0,07 Aa 0,3+0,011 Aa 0,19+0,02 ABa 0,28+ 0,09 Aa 72 72h 21,56 +2,01 Ba 14,98 + 0,42 Ab

Isolado X ma(g/) Yp/sxiiirol(8/2) Quitior(g/1.h) Temo (h) Y (%)
M guilliermondii UFMGO1 57,43 £2,75 Aa 43,89+ 6,74 Bb 0,66 0,15 Ab 1,65+ 0,49 Ba 0,59 +£0,01 Ba 0,45+0,08 Aa 96 96h 80,67 2,15 Ba 70,00 +5,79 Ab
M guilliermondii UFMGO02 53,98 £ 2,69 Aa 45,41 +£3,22 Ba 0,40 + 0,09 Ab 1,14+£0,36 Ca 0,56 +0,17 Ba 0,47 +£0,01 Aa 96 96h 96,14 + 3,17 Aa 67,61 £5,20 Ab

0,46 + 0,07 Ab 0,85+0,18 Ca 0,60 £+ 0,05 Ba 0,53+ 0,07 Aa 96 96h 74,30 £+ 3,50

M guilliermondii UFMGO4 58,35+ 1,99 Aa 51,73 +£4,52 Aa 97,49 + 2,02 Aa Ab
M caribbica UFMGO07 47,64 £1,17 Ba 47,19+ 1,59 Ba 0,57+0,11 Ab 1,19+0,18 Ba 0,49 £0,02 Ca 0,49 £0,02 Aa 96 96h 96,01 + 1,08Aa 73,26 + 5,45 Ab
M caribbica UFMG08 54,04 + 1,45 Aa 40,12+ 1,27 Cb 0,89+0,13 Ab 2,41+£0,37 Aa 0,75 +£0,00 Aa 0,55+0,1 Ab 72 72h 96,37 + 0,98 Aa 75,36 + 3,41 Ab
M guilliermondii UFMG10 40,84 £2,02 Ca 44,78 +1,62 Ba 0,35+ 0,09 Ab 1,78 £0,07 Aa 0,42+0,13 Ca 0,62 + 0,02 Aa 96 72h 94,96 + 1,35Aa 71,28 £2,78 Ab
M guilliermondii UFMG12 54,99 + 2,19 Aa 52,9 40,03 Aa 0,68 £0,15 Aa 0,45+0,04 Da 0,76 £ 0,08 Aa 0,55+ 0,04 Ab 72 96h 97,22 + 1,15 Aa 72,78 £ 1,61 Ab

Ewax: concentragdo maxima de etanol (); Xi: concentragdo maxima de xilitol; Y aud(%):

consumo maximo de acgucares totais; Biomassa (g/l): concentracdo de células

produzidas; Yp/s (g/g): fator de conversdo de xilose em xilitol; Ox (g/l.h): produtividade em xilitol; ( -) ndo detectado. Médias seguidas por letras maitisculas iguais na mesma

coluna (comparacao entre isolados) e minusculas na mesma linha (comparagao entre experimentos) ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Figura 13: Perfil fermentativo das leveduras em estudo em meio a base de hidrolisado e suplementos,
durante 96 horas de cultivo com 45g/1 de xilose. (1) M. guilliermondii UFMGO1; (2)M. guilliermondii
UFMGO02; (3)M. guilliermondii UFMGO04; (4)M. caribbica UFMGO07; (5) M. caribbica UFMGOS;
(6)M. guilliermondii UFMG10; (7)M. guilliermondii UFMG12
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Figura 14: Perfil fermentativo das linhagens de levedura em meio a base de hidrolisado e suplementos,
apos 96 horas de cultivo com 75g/1 de xilose (1) M. guilliermondii UFMGO1; (2)M. guilliermondii
UFMGO02; (3)M. guilliermondii UFMGO04; (4)M. caribbica UFMGO7; (5) M. caribbica UFMGO08; (6)M.
guilliermondii UFMGI10; (7)M. guilliermondii UFMG12
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A atividade da enzima xilose redutase expressa pelas leveduras a partir do cultivo em meio a
base de hidrolisado hemicelulésico de torta de macauba suplementado, com diferentes
concentracoes de xilose (45 e 75g/) e glicose (20 e 27g/1), foi avaliada até¢ 96h. Os parametros

estao representados nos graficos 1 e 2, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15: Perfil da atividade enzimatica da XR expressa pelas linhagens de levedura em meio a base
de hidrolisado e suplementos, com diferentes concentracdes de xilose e glicose, apds 96 horas de

cultivo. (1) Ensaio com 45g/1 de xilose; (2) Ensaio com 75g/1 de xilose.

Conforme ja discutido nos experimentos anteriores, a presenc¢a de glicose no meio de cultivo
resultou em aumentos na produ¢do da enzima XR. No entanto, de modo geral, o aumento da
concentracao inicial de agucares no meio resultou em diminui¢do na atividade da enzima XR.
No experimento com menor concentracdo de acticares (Grafico 1) € possivel observar valores
de atividade de XR em sua maioria entre 0,5 ¢ 2,0U.mg"'. J4 no experimento com maiores
concentragdes de agucares (Grafico 2) foram observados valores de atividade enzimatica em
sua maioria entre 0,5 e 1,5U.mg-1. Os valores de produgao de xilitol para essas condigdes de
cultivo foi estatisticamente semelhante em sua maioria (p<0,05), o qual estd diretamente
relacionado a producgdo da enzima XR, que também apresentou faixa de atividade semelhante
entre os experimentos. Também, ¢ possivel observar que no experimento com menor

concentracdo de agtcares a atividade maxima da XR ¢ obtida em tempos menores dos que os
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observados para o cultivo com maior concentragdo de xilose e glicose. Esse efeito também
estad diretamente relacionado a producdo de xilitol que para o primeiro ocorre apos 24h de

cultivo e para o segundo apos 48h de cultivo.

O panorama geral observado nos experimentos descritos nos itens 5.3.1, 5.3.2 e 5.3.3
baseados no cultivo das leveduras em meio a base de hidrolisado hemicelulésico de torta de
macauba sugere que os valores de producdo maxima de xilitol pode variar em fun¢do da
aeracao, concentracao de xilose e densidade celular do in6culo. Também foi observada que a
producdo de etanol pelas leveduras ndo influencia na produgdo de xilitol, visto que as
leveduras ndo produzem etanol a partir de xilose e sim a partir de glicose. Foi possivel
perceber que as linhagens de levedura utilizaram as fontes de carbono tanto para o
crescimento celular quanto como substrato para a producao de xilitol e etanol. Também foi
observada a producgdo de xilitol em relacdo a concentracao de xilose e glicose presente no
meio de cultivo. Foi possivel perceber que as maiores concentragdes de xilitol obtidas foram
nos processos em que se utilizou 45g/1 de xilose e 20g/l de glicose. No experimento em que a
concentracdo foi elevada para 75g/1 de xilose e 27g/l de glicose, foi observada a manutengdo
da concentracao de xilitol ja obtida em experimentos com menor concentragao de xilose e até
mesmo uma diminui¢do da produ¢do de xilitol, o que pode estar relacionado ao consumo
maximo de acucares pelas linhagens testadas. Nas condi¢cdes avaliadas a concentragdo
maxima de xilose consumida por essas leveduras ¢ 50g/l. Em relagdo a glicose, observa-se
que no cultivo em apenas xilose como fonte Unica de carbono houve menor crescimento
celular e producao de xilitol, enquanto em meio a base de hidrolisado hemicelulosico de torta
de macauba, no qual ha glicose, observa-se o aumento do crescimento celular e produgdo de

xilitol e etanol.

Diante desses resultados, os isolados das espécies de leveduras que obtiveram melhores
parametros fermentativos em hidrolisado, considerando principalmente a produgao de xilitol
foram Meyerozyma caribbica UFMGO08 e Meyerozyma guilliermondii UFMGO04. Diante de
extensivos estudos ja realizados com a espécie M. guilliermondii e a necessidade de estudos
sobre a produc¢do de xilitol por leveduras da espécie M. caribbica, a linhagem UFMGOS8 foi
escolhida para o estudo da produgao de xilitol a partir de otimizacao do processo fermentativo
em meio contendo hidrolisado hemiceluldsico de torta de macatiba, no qual foi realizado um
estudo sobre a influéncia de cada um dos fatores, ja citados, no processo fermentativo, mais

especificamente na producao de xilitol por meio de um delineamento fatorial fracionado
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5.4 Otimizacdo da producio de xilitol a partir hidrolisado hemiceluldsico de torta de
macauba por Meyerozyma caribbica UFMGO08 e hidrolisado de biomassa de levedura de
cervejaria

A partir dos resultados que demonstraram o potencial de Meyerozyma caribbica UFMGO08
para producao de xilitol a partir de fermentacdo em hidrolisado hemicelulosico de torta de
macauba e da necessidade em otimizar este processo, um delineamento fatorial fracionado
(DFF) foi planejado como etapa inicial dessa otimizagdo, seguido de um Delineamento
Central Composto Rotacionado (DCCR). Ademais, foi realizada a avaliagdo de uma fonte
alternativa de nitrogénio, o extato de biomassa de leveduras de cervejaria, com vistas a
diminuir o custo de produgdo de xilitol. O extrato de levedura de cervejaria foi utilizado tanto

no DFF quanto no DCCR.

5.4.1.0btencao de extrato de levedura de cervejaria

Foram obtidos 48,5g de extrato de levedura de cervejaria apds a autolise de 300g de biomassa.
A tabela 10 apresenta a composi¢ao centesimal do extrato obtido para proteina e nitrogénio
totais. Para fins de comparacdo, a tabela também apresenta valores relatados na literatura para
extrato de levedura de cervejaria, extrato de levedura de destilaria de alcool e extrato de
levedura comercial. Para todos os experimentos foi considerado o método de Kjedhal para
obtengdo de proteina e nitrogénio total. O extrato obtido pelo presente trabalho apresenta
menor concentracdo de proteina total (28.87%) e consequentemente menor concentragdo de
nitrogénio (4,62%), que os demais. Este fato pode estar relacionado ao método de obtencao do
extrato de levedura, que apesar de ser bastante semelhante entre os extratos utilizados para
comparacgdo, possui alguns pontos divergentes, como numero de lavagens na etapa de
desamargamento e adi¢do de enzimas no processo de autolise. Outro fator a ser considerado €
que a biomassa da levedura pode variar na composicao dependendo da qualidade do substrato
na qual se encontrava e das condi¢cdes de cultivo. Além do numero de reciclos de producao
que pode também alterar sua composi¢dao quimica, principalmente devido a sucessivas

lavagens (HALASZ & LASZTIVY, 1991).



68

Figura 16: Residuo de cervejaria 30% (p/v) (a); Extrato de levedura de cervejaria (b).

Tabela 8: Comparacdo da composicdo de diferentes extratos de levedura.

Amostra

Proteina total (%) Nitrogénio total (%) Referéncia
Extrato de levedura cervejaria 28,87 +£0,28 4,62 + 0,04 Este trabalho
Extrato de levedura cervejaria 44,64 7,29 Tanguler &Erten, 2008
Extrato de levedura de cervejaria 50,62 8,1 Saksinchai et al., 2001
Extrato de levedura de destilaria de alcool 54,5 8,72 Yamada et al., 2003
Extrato de levedura comercial (Himedia) 65,62 10,5 Descrigdo do fabricante

Apesar do extrato obtido nesse trabalho possuir menor concentracdo de nitrogénio, 0s
resultados da otimizacdo da producdo de xilitol por Meyerozyma caribbica UFMGOS8
revelaram que ao ser utilizado como suplemento de meio de cultivo a base de hidrolisado
hemicelulésico de torta de macatba, nas mesmas condigdes € mesma concentragdo, resultou

no mesmo efeito da suplementagao com ureia ou extrato de levedura comercial (item 5.4.2).

5.4.2 Delineamento fatorial fracionado

Os fatores utilizados basearam-se em estudos anteriores (Gongalves, 2013, Ferreira et al.,
2011; Silva et al., 2012; Chen et al. 2012) e nos experimentos prévios realizados com essa
linhagem. A matriz do planejamento experimental com a combinac¢do dos fatores e as

respostas obtidas experimentalmente em cada uma dessas combinagdes podem ser visualizada
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na Tabela 11. A andlise dos efeitos dos fatores sobre as respostas permitiram a avaliagao de
quais deles influenciaram significativamente a produg¢do de xilitol e a tomada de decisdo com

relacdo a escolha dos fatores a serem selecionados para o proximo passo da otimizagao.

As interpretagdes dos efeitos dos fatores sobre as respostas estdo apresentadas nos graficos de
efeitos principais (Figuras 17, 19, 21, 23, 25 e 27) e nos graficos de interacdes (Figuras 18,
20, 22, 24, 26 e 28), onde pode ser observado o comportamento do fator sobre a resposta e da

interacdo dos fatores sobre a resposta, respectivamente.

As varidveis respostas relacionadas a produgao de xilitol (Xmax: produgdo maxima de xilitol,
Yp/s: fator de conversdo de agucares em xilitol, Qp: produtividade em xilitol, XRmax:
atividade maxima da enzima xilose redutase; Biomassa: crescimento celular em g/l) foram
influenciadas significativamente pela aeracao e pelas interagdes da concentragdo de xilose no
hidrolisado com a fonte e a concentracdo da fonte de nitrogénio e pela interacdo da aeragao
com a fonte e a concentracdo da fonte de nitrogénio. Para as andlises estatisticas as variaveis

foram testadas em nivel de confianc¢a de 90% (ANOVA, p<0,1).

A aeragdo se mostrou o fator mais significativo, influenciando tanto no crescimento celular,
quanto na producdo de xilitol, na eficiéncia de conversdo de agtcares em xilitol e na
produtividade volumétrica em xilitol (ANOVA, p<0,1). O aumento da aeragdo de 1,0 para 2,5
resultou em aumento de até 153% no crescimento celular e na manutengdo da producdo de
xilitol. Essa elevacdo na taxa de crescimento pode ser explicada por uma taxa maior de
consumo de xilose que foi de 75% para 96% (valores médios). J4, o aumento da aeragdo de
2,5 para 5,0 resultou em aumento na producao de xilitol em até 670% (7,70g/1 para 51,60g/1),
mas ndo induziu um crescimento celular maior do que o observado quando a areagdo era 2,5

(Figuras 17 e 21).

Com essa condi¢ao de acracdo o consumo maximo médio de agucar também foi reduzido de
96% (Vfrasco/Vmeio = 2.5) para 70% (Vfrasco/Vmeio = 5). O fornecimento de oxigénio ¢
parametro chave para determinar se ocorrerd maior crescimento celular ou produgao de xilitol.
Para um processo eficiente, ¢ necessario determinar a aeragdo que permitird a utilizagdo
balanceada da fonte de carbono tanto para o crescimento celular quanto para a producao de

xilitol (KUZMANOVA, 1998).
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Também foi observado que a produtividade volumétrica em xilitol (Qp) aumentou com o
aumento da aera¢do. Com aeragdo 1, a producdo maxima de xilitol em todas as unidades
experimentais ocorreu apds 96 horas de cultivo, enquanto com aeragao 2 ocorreu em sua
maioria em 72 horas de cultivo e com aeracdo 5, ocorreu em sua maioria com 48 horas de

cultivo (Figura 25).

A concentragdo de xilose no hidrolisado e a fonte de nitrogénio ndo influenciaram de forma
isolada nas respostas, apenas a interacao desses teve influéncia significativa na atividade da

enzima XR (Figura 19).

Para a producdo maxima de xilitol foi possivel observar que a fonte de nitrogénio em si nao
influencia na resposta, mas sim a sua concentracdo. O aumento de 0,0 para 10,0g/1 da fonte de
nitrogénio culminou em um aumento da producdao de xilitol. Dessa forma, ndo houve
diferenca significativa nas respostas ao se utilizar extrato de levedura comercial e o extrato de

levedura de cervejaria obtido no presente trabalho.
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Tabela 9: Fatores e respostas do planejamento fatorial fracionado para otimizagdo da fermentagdo de Meyerozyma caribbica UFMGO08 em meio a base de

hidrolisado hemiceluldsico de torta de macauaba.

Fatores Respostas
3 Concentragao Concentragao da i Atividade XR
Ensaio (Vij:oa/i/amc;o) do hidroliszdo nFi:rr:geé:ieo fonte (je Bl?gn;r;ssa (U/mg de Xogiee - Yers Qe ;{ T(h)
(xilose g/l) nitrogénio (g/l) proteina total) &) (g/e) (&/.h) 0
1 1,0 20,0 ELCO 0,0 12,32 0,85 12,99 3,82 0,13 60,87 96h
2 1,0 20,0 Ureia 10,0 9,8 3,18 11,17 0,19 0,11 64,10 96h
3 1,0 20,0 ELCE 5,0 14,0 6,97 863 0,74 0,08 80,38 96h
4 1,0 40,0 ELCO 10,0 12,32 7,19 14,13 5,21 0,14 79,54 96h
5 1,0 40,0 Ureia 5,0 14,56 0,45 15,42 1,72 0,16 81,72 96h
6 1,0 40,0 ELCE 0,0 10,92 2,21 8,07 0,22 0,08 79,28 96h
7 1,0 60,0 ELCO 5,0 12,88 4,25 12,01 2,57 0,12 76,46 96h
8 1,0 60,0 Ureia 0,0 10,36 0,75 10,95 1,19 0,11 74,03 96h
9 1,0 60,0 ELCE 10,0 15,4 0,71 791 2,61 0,08 80,46 96h

ELCE: Extrato de levedura de cervejaria; ELCO: Extrato de levedura comercial; Xui: concentragdo maxima de xilitol; Yi(%): consumo maximo de agucares totais;

Biomassa (g/l): concentragdo de células produzidas; Yp/s (g/g): fator de conversdo de xilose em xilitol; Op (g/l.h): produtividade em xilitol; T(h). tempo requerido para a

produgdo maxima de xilitol, rever os graficos para que o tempo seja definido da forma correta



Tabela 9: Continuagdo

Fatores Respostas
Ensaio Aeracio Concentragao Fonte de Concentragdo da Biomassa Atividade XR Xz Yoss Q: v T
(Virasco/Vimeio) ~ do hidrolisado  nitrogénio fonte de (g/1) (U/mg de (8/) (s/8) (g/lh) (%) (h)

(xilose g/l) nitrogénio (g/) proteina total)
10 2,5 20,0 ELCO 10,0 34,44 0,55 9,15 1,93 0,35 96,69 72h
11 2,5 20,0 Ureia 5,0 31,64 0,72 11,50 2,07 0,15 98,20 72h
12 2,5 20,0 ELCE 0,0 31,64 0,35 12,13 1,27 0,16 96,16 72h
13 2,5 40,0 ELCO 5,0 28,8 10,27 9,94 1,00 0,13 97,53 72h
14 2,5 40,0 Ureia 0,0 28,8 2,67 10,79 0,59 0,14 95,87 72h
15 2,5 40,0 ELCE 10,0 31,64 0,41 7,70 0,41 0,16 92,94 48h
16 2,5 60,0 ELCO 0,0 28,84 13,82 9,28 0,19 0,12 96,0 72h
17 2,5 60,0 Ureia 10,0 31,64 18,31 10,33 0,35 0,14 96,15 72h
18 2,5 60,0 ELCE 5,0 28,84 0,67 11,78 0,72 0,16 96,52 72h

ELCE: Extrato de levedura de cervejaria; ELCO: Extrato de levedura comercial; Xyux: concentragdo maxima de xilitol; Yiz(%): consumo maximo de agucares totais;
Biomassa (g/l): concentragdo de células produzidas; Yp/s (g/g): fator de conversdo de xilose em xilitol; Op (g/l.h): produtividade em xilitol; T(h). tempo requerido para a

produ¢do maxima de xilitol.



Tabela 9: Continuagdo

Fatores Respostas
Ensaio Aeracio Concl:entr.agéo Fonte de Concentragdo da Biomassa Atividade XR X (/) Yoss Q: v T
(Virasco/Vimeio) ~ do hidrolisado  nitrogénio fonte de (/) (U/mg de (g/g)  (g/lh) (%) (h)
(xilose g/l) nitrogénio (g/l) proteina total)

19 5,0 20,0 ELCO 5,0 34,44 0,72 27,46 0,71 0,57 68,37 48h
20 5,0 20,0 Ureia 0,0 34,44 2,53 36,97 0,78 0,77 60,07 48h
21 5,0 20,0 ELCE 10,0 22,68 0,79 45,41 1,55 0,47 89,70 96h
22 5,0 40,0 ELCO 0,0 26,04 1,53 51,60 0,62 0,53 72,57 96h
23 5,0 40,0 Ureia 10,0 26,04 0,93 41,52 0,79 0,86 64,03 48h
24 5,0 40,0 ELCE 5,0 28,84 2,12 45,13 0,86 0,94 71,46  48h
25 5,0 60,0 ELCO 10,0 20,72 0,48 48,89 0,18 0,50 75,46  96h
26 5,0 60,0 Ureia 5,0 21,0 0,85 43,98 0,94 0,91 62,18 48h
27 5,0 60,0 ELCE 0,0 22,68 1,28 46,67 0,46 0,64 63,44 72h

ELCE: Extrato de levedura de cervejaria;, ELCO: Extrato de levedura comercial; Xuuy: concentragdo maxima de xilitol; Ya(%): consumo maximo de agilicares totais;

Biomassa (g/l): concentragdo de células produzidas; Yp/s (g/g): fator de conversdo de xilose em xilitol; Op (g/I.h): produtividade em xilitol;
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Figura 17: Grafico de efeito principal. Influéncia dos fatores (aeragdo, concentra¢do de xilose no
hidrolisado, fonte de nitrogénio e concentragdo da fonte de nitrogénio) no crescimento celular (g/l) no

tempo maximo de 96h. *ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de levedura

comercial).
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Figura 18: Grafico de interagdo. Influéncia da interacdo dupla entre os fatores (aeragdo, concentracao
de xilose no hidrolisado, fonte de nitrogénio e concentracdo da fonte de nitrogénio) no crescimento
celular (g/1) no tempo maximo de 96h. *ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de

levedura comercial).
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Figura 19: Grafico de efeito principal. Influéncia dos fatores (aeragdo, concentragdo de xilose no
hidrolisado, fonte de nitrogénio e concentracdo da fonte de nitrogénio) no atividade especifica maxima

da xilose redutase. *ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de levedura comercial).
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Figura 20: Grafico de interacdo. Influéncia da interagdo dupla entre os fatores (aeragdo, concentragéo
de xilose no hidrolisado, fonte de nitrogénio e concentracdo da fonte de nitrogénio) no crescimento
celular (g/1) no tempo maximo de 96h. *ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de

levedura comercial).
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Figura 21: Grafico de efeito principal. Influéncia dos fatores (aeragdo, concentragdo de xilose no
hidrolisado, fonte de nitrogénio e concentragdo da fonte de nitrogénio) na producdo maxima de xilitol.

*ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de levedura comercial).
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Figura 22: Grafico de interacdo. Influéncia da interagdo dupla entre os fatores (aeragdo, concentragéo
de xilose no hidrolisado, fonte de nitrogénio e concentragdo da fonte de nitrogénio) na producdo

maxima de xilitol. *ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de levedura comercial).
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Figura 23: Grafico de efeito principal. Influéncia dos fatores (aeragdo, concentracdo de xilose no
hidrolisado, fonte de nitrogénio e concentragdo da fonte de nitrogénio) na eficiéncia de conversao de

agucares em xilitol(Yp/s). *ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de levedura

comercial).
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Figura 24: Grafico de interacdo. Influéncia da interagdo dupla entre os fatores (aeragdo, concentragéo
de xilose no hidrolisado, fonte de nitrogénio e concentragdo da fonte de nitrogénio) na eficiéncia de
conversao de agucares em xilitol(Yp/s). *ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de

levedura comercial).



Figura 25: Grafico de efeito principal. Influéncia dos fatores (aeragdo, concentracdo de xilose no
hidrolisado, fonte de nitrogé€nio e concentracdo da fonte de nitrogénio) na produtividade volumétrica

maxima em xilitol (Qp). *ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de levedura

comercial).
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Figura 26: Grafico de interagdo. Influéncia da interacdo dupla entre os fatores (aeragdo, concentracao
de xilose no hidrolisado, fonte de nitrogénio e concentracdo da fonte de nitrogénio) na produtividade
volumétrica maxima em xilitol(Yqp). *ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de

levedura comercial).

Hidrolisado

Fonte N

C fonte N

Média

200 400 60,0 ELCE ELCO UREIA 00

50 10,0

ELCE ELCO UREIA

0.0 0.0 5.0
2 g *_ 5 02 Aeracio
* . - * —— 1.0
0l |— " 25
g5 - 5.0
00
Hidrolisado
—— 200
— 40,0
. . e .
= L -4 60.0
08 Fonte M
—a— ELCE
= . El 04 |—m— ELCO
',ﬁ:] b e, -+ - UREIA
(111}
C fonte M
—a— 0.0
B gl R C fonte N =E oy
=" - 10,0




79

Aeragdo Hidrolisado Fonte M C fonte N

100 4

Meédia

1.0 2,5 50 200 400 600 ELCE ELCO UREIA 00 50 10,0

Figura 27: Grafico de efeito principal. Influéncia dos fatores (aeragdo, concentracdo de xilose no
hidrolisado, fonte de nitrogénio e concentracdo da fonte de nitrogénio) no consumo maximo de

acucares (Y%). *ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de levedura comercial).
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Figura 28: Grafico de interagdo. Influéncia da interacdo dupla entre os fatores (aeragdo, concentracao
de xilose no hidrolisado, fonte de nitrogénio e concentracdo da fonte de nitrogénio) no consumo
maximo de acucares (Y%). *ELCE (Extrato de levedura de cervejaria; ELCO (Extrato de levedura

comercial).
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Os resultados obtidos a partir do delineamento fatorial fracionado permitiram direcionar o
planejamento experimental da segunda fase de otimizagdo por meio de um delineamento

central composto rotacionado (DCCR). A estratégia a ser utilizada:

1. Deslocar ascendentemente a concentragdo minima de aeragao;
Deslocar ascendentemente a concentracdo minima de xilose no hidrolisado;

Deslocar ascendentemente a concentracdo maxima de extrato de levedura;

el A

Escolher uma das fontes de nitrogénio;

5.4.3 Delineamento Composto Central Rotacionado

O DCCR foi proposto com o objetivo de se delinear a regido 6tima de producgdo de xilitol e
construir modelos preditivos capazes de estimar as varidveis resposta de interesse. As tabelas
apresentam a matriz de planejamento experimental com as combinagdes dos fatores avaliados
e as varidveis resposta obtidas e estimadas pelos modelos ajustados no DCCR. A figura 24
mostra o perfil fermentativo de Meyerozyma. caribbica UFMGO08 em cada uma das condi¢des
avaliadas, apés 96 horas de cultivo. Os valores maximos de producdo obtidos foram
selecionados para o ajuste dos modelos matemadticos de segunda ordem que descrevem a
produgdo maxima de xilitol (Xmix), a eficiéncia de conversdo de actcares em xilitol (Yps), a
produtividade em xilitol (Qp), o consumo méaximo de agucares totais (Yv) e a atividade
maxima da enzima xilose redutase (XR) por Meyerozyma caribbica UFMG08 em meio a base
de hidrolisado hemicelulésico de torta de macauba. A tabela mostra os modelos ajustados, ou
seja, apresentando os valores reais de cada fator avaliado na condi¢do descrita. Esses modelos
podem ser utilizados para predigdo de valores maximos de resposta e sdo submetidos a

validagao.
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Tabela 10: Fatores e respostas do DCCR, com seis repetigdes no ponto central relacionadas a produgdo de xilitol por Meyerozyma caribbica UFMGO08 em

meio a base de hidrolisado hemiceluldsico de torta de macatba.

Fatores Respostas
Ensaio D_();i/llc))Se (Vfr?s:;iizeio) 1521?2 g;l) é”/ll) e (ij; o é}’; " (al ;7;; e (g%h) Qp<algjﬁi°’ﬁ§d° T?ll:)po
1 34,0 3,0 12,0 60,75 51,62 0,68 0,53 0,63 0,47 96
2 34,0 45 12,0 48,71 47,06 0,48 0,42 0,68 0,55 72
3 46,0 3,0 12,0 50,32 50,27 0,54 0,51 0,56 0,54 96
4 46,0 45 12,0 56,05 53,24 0,53 0,50 0,58 0,52 96
5 34,0 3,0 17,0 46,80 39,03 0,49 0,32 0,49 0,35 96
6 34,0 45 17,0 53,90 54,99 0,59 0,65 0,56 0,56 96
7 46,0 3,0 17,0 39,94 44,61 0,35 0,40 0,42 0,49 96
8 46,0 45 17,0 21,32 36,07 0,22 0,40 0,22 0,36 96
9 40,0 2,5 15,0 56,80 55,91 0,55 0,56 0,59 0,59 96
10 40,0 5,0 15,0 48,90 57,54 0,61 0,68 0,51 0,64 96

X: produgdo de xilitol em g/l; Yys: fator de conversdo biomassa em xilitol em g/g; Qp: produtividade em xilitol em g/1.h; Tempo: tempo de cultivo no qual X foi maxima.
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Fatores Respostas
Ensaio D_();/ll())Se (vfr:sif;iijeio) 152:1?;2 2;1) éﬁ) o (22? o (32) " ? ;;)t e (g%h) Qp(ag/li.sltf)ldo Te(rfll)po
11 30,0 3,75 15,0 61,04 51,43 0,71 0,64 0,63 0,55 96
12 50,0 3,75 15,0 56,56 53,24 0,56 0,50 0,59 0,51 96
13 40,0 3,75 10,0 55,40 59,78 0,52 0,60 0,58 0,61 96
14 40,0 3,75 20,0 48,60 53,24 0,37 0,50 0,51 0,51 96
15 40,0 3,75 15,0 61,13 63,74 0,76 0,59 0,64 0,60 96
16 40,0 3,75 15,0 58,63 53,24 0,65 0,50 0,64 0,52 96
17 40,0 3,75 15,0 50,68 53,24 0,58 0,50 0,61 0,52 96
18 40,0 3,75 15,0 51,45 53,24 0,59 0,50 0,53 0,52 96
19 40,0 3,75 15,0 49,36 53,24 0,46 0,50 0,51 0,52 96
20 40,0 3,75 15,0 4532 53,24 0,45 0,50 0,47 0,52 96

X: produgdo de xilitol em g/l; Yys: fator de conversdo biomassa em xilitol em g/g; Q,: produtividade em xilitol em g/1.h; Tempo: tempo de cultivo no qual X foi maxima.
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Tabela 11: Modelos preditivos que descrevem a produgdo de xilitol (X), os fatores de conversao biomassa em xilitol (Yys), a produtividade em xilitol (Ox), o

consumo de agticares (Y%) e a atividade da enzima xilose redutase (XR) por Meyerozyma caribbica UFMGO08 em meio a base de hidrolisado hemicelulosico

de torta de macauba.

Respostas Modelos preditivos R?

Xmax -12 4+ 65,6X1+ 0,55X" - 7,0X3— 10,04 X12 — 0,0094 X2+ 0,341.X5%+ 0,245X; Xo— 0,08X; X5— 0,082X; X3 72,50%
Yp/s 3,59 + 0,461 X; - 0,100X; + 0,226X5™+ 0,00046 X;*"+ 0,00562X5%+ 0,00218X5% + 0,0076.X; X> - 0,0028X; X5"+ 0,00148 X, X3 87,87%
Op 2,22 + 0,639 X - 0,108 X> — 0,090 - 0,01046.X,2+ 0,00076X>2 + 0,00366.X3% + 0,0085.X; X>-0,0124X; X5+ 0,0071.X> X3 35,58%
Y% 31 +36,5X1— 1,05 X2 + 10,3X3+ 0,0241 X12+ 0,071.X5% - 0,421 X5+ 0,32 X; Xo— 1,63 X1 X3- 0,176 X> X3 36,16%
XR 11,2-0,52 X;-0,353 Xz + 0,204.X;+ 0,014X,%" + 0,00178X,*" + 0,0107 X532 + 0,0011 X; X>+ 0,0147 X, X5+ 0,0112X, X; 66,21%

Xi: Aeragdo, em v/v;
X»: Concentracdo de xilose, em g/7;
X;: Concentracdo de extrato de levedura, em g//;

*p<0,1
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Figura 29: Perfil da fermentacdo de Meyerozyma caribbica UFMGO08 em cada uma das condi¢des

avaliadas, em meio a base de hidrolisado hemiceluldsico de torta de macatba no DCCR, apods 96 horas

de cultivo (continua).
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No modelo ajustado para a producdo maxima de xilitol (Xmax) foi observado que a
concentragdo de xilose do hidrolisado apresenta efeito significativo (p<0,1). Para a eficiéncia
de conversdao de acucares em xilitol (Yps) foi observado efeito significativo da fonte de
nitrogénio, efeito quadratico de xilose e interagcdo entre xilose e fonte de nitrogénio (p<0,1).
Para atividade maxima da enzima xilose redutase (XR) foi observado efeito significativo
quadratico da aeracdo e da concentragdo de xilose (p<0,1). J4, para o crescimento celular foi
verificado efeito linear da aeracdo (p,0,1). Para as respostas consumo de actcares totais (Y %)
e produtividade em xilitol (Qp) ndo foi verificada influéncia significativa de nenhum dos
fatores, como também falta de ajuste dos modelos que ndo foram capazes de explicar os

padrdes dessas respostas.

A influéncia dos fatores sobre os modelos pode ser visualizada pelos modelos preditivos
(Tabela 11) e pelos graficos de superficie de resposta (Figuras 30 a 35). Quando se observa
que os coeficientes dos termos lineares sdo positivos e os coeficientes dos termos quadraticos
sdo negativos ha um forte indicio de que se tenha alcangado a regido 6tima que € representada

por um grafico com formato de cume de um monte (NETO et al., 2010).

A regido na qual a producdo de xilitol ajustada ¢ maxima (61,13g/1), a eficiéncia de conversao
de aglicares em xilitol ¢ maxima (0,71g/g) e a produtividade em xilitol também ¢ maxima
(0,63g/1.h) pdde ser alcancada quando se utilizou 42,66g/1 de xilose, aeragdo 3,52 e 12,42g/1
de fonte de nitrogénio (Figuras 36 a 38). Nessas condi¢des, a desejabilidade ¢ igual a 1,0

descrevendo uma resposta excelente (Akhanarazova & Kafarof, 1982).
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Figura 30: Grafico de superficie de resposta da aeragdo (v/v) e concentragdo de xilose (g/l) sobre a

produg@o maxima de xilitol (Xmax) por Meyerozyma caribbica UFMGOS.
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Figura 31: Grafico de superficie da concentracdo da fonte de nitrogénio (g/1) e concentra¢do de xilose

(g/1) sobre a producdo maxima de xilitol (Xmax) por Meyerozyma caribbica UFMGO08.
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Figura 32: Grafico de superficie de resposta da aeracdo (v/v) e concentracdo de xilose (g/1) sobre a

conversdo maxima de agucares em xilitol (Y,s) por Meyerozyma caribbica UFMGOS.
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Figura 33: Grafico de superficie de resposta da concentracdo da fonte de nitrogénio (g/1) e

concentragdo de xilose (g/l) sobre a conversdo maxima de aglcares em xilitol (Yys) por Meyerozyma

caribbica UFMGOS.
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Figura 34: Grafico de superficie de resposta da aeracdo (v/v) e concentracdo de xilose (g/1) sobre a

produtividade méaxima em xilitol (Qp) por Meyerozyma caribbica UFMGOS.
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Figura 35: Grafico de superficie de resposta da concentracdo da fonte de nitrogénio (g/1) e

concentragdo de xilose (g/1) sobre a produtividade maxima em xilitol (Q,) por Meyerozyma caribbica

UFMGOS.
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Figura 36: Condigdes de otimizagdo para produgdo maxima de xilitol (X ajustada pelo modelo,

apos cultivo de Meyerozyma caribbica UFMGO08 em hidrolisado hemiceluldsico de torta de macauba.
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Figura 37: Condi¢des de otimizagdo para eficiéncia de conversio de agucares em xilitol (Yp/s)

ajustada pelo modelo, apos cultivo de Meyerozyma caribbica UFMGOS8 em hidrolisado hemiceluldsico

de torta de macauba.
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Figura 38: Condigoes de otimizacdo para produtividade em xilitol (Op) ajustada pelo modelo, apos

cultivo de Meyerozyma caribbica UFMGO08 em hidrolisado hemicelulésico de torta de macauba.

5.4.4 Validacao

Com o objetivo de validar os modelos propostos a partir das condi¢des dtimas para producao de
xilitol (Figuras 36), foi realizada uma nova fermentagdo com os valores obtidos para os
parametros avaliados. Como resultado, obtiveram-se valores proximos aos preditos para
producdo maxima de xilitol (Xmax) (Predito: 62,17g/l; Obtido: 60,04g/1), eficiéncia de
conversdo de agucares em xilitol (Yps) (Predito: 0,82¢g/g; Obtido: 0,79g/g) e produtividade em
xilitol (Qp) (Predito: 0,65g/l.h; Obtido: 0,83g/l.h). Os valores maximos obtidos foram
alcangados apds 72 horas de cultivo, no qual houve o consumo de glicose em sua quase
totalidade nas primeiras 24 horas e de xilose ao longo de todo o processo, possuindo consumo
maior entre 24 e 48 horas (Figura 34). Houve produgao de etanol, mas essa nao foi expressiva
(de 8 a 12g/1) e provavelmente ndo influenciou significativamente na produg¢ao de xilitol por M

caribbica UFMGOS.
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Figura 39: Perfil da fermentagdo de Meyerozyma caribbica UFMGO08 nas condigdes Otimas para

produgdo de xilitol a partir da validagao dos modelos ajustados.

A Figura 39-b representa o crescimento celular em biomassa seca (g/l) de Meyerozyma
caribbica UFMGOS8 durante o cultivo realizado com os pardmetros 6timos preditos. Pode-se
observar que o crescimento inicia-se na fase log, sendo suprimida a fase lag devido ao pré-
cultivo realizado por 24 horas antes do inicio do processo na mesma fonte de carbono. A fase
log dura até 36h, correspondendo a fase na qual ¢ consumida quase toda a concentragao de
glicose do meio e ha consumo de aproximadamente 50% da xilose total, periodo no qual
inicia-se a produgdo de xilitol. Apds 36 horas de cultivo inicia-se a fase estaciondria com a
manutengao da densidade celular no meio de cultivo, e apesar de ndo haver aumento celular, a
xilose ainda ¢ consumida, levando ao aumento de produgao de xilitol até 72h, periodo no qual
ha baixas concentracdes de fonte de carbono no meio, com consequente diminui¢do da

produgdo de xilitol devido a morte celular.

Embora somente as condi¢des 6timas para X4 tenham sido escolhidas para a validagao, os
fatores bias (F) e exatiddo (Fa) para as respostas Op € Ypis também foram calculados (Tabela
14). Para o modelo de producdo de xilitol, nas condigdes Otimas, os indices Fp e Fa
resultaram em valores iguais a (1,03; 1,03). Esses valores indicam um modelo preditivo

confiavel, pois sdo valores proximos de 1(0,75 a 1,25), ou seja, considerados satisfatorios para
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capacidade preditiva (Baranyi, et al. 1999). Nas condigdes Otimas para Xmi, 0 modelo
apresentou um erro de predicdo em torno de apenas 1,8%, sendo subestimado. Para Y, o erro
foi maior, alcancando 4,8%, também sendo subestimado. Ja para Para Y o erro foi de 1,2%,
sendo superestimado. O intervalo de confianga dos modelos gira em torno do ponto central, o
qual esta relacionado a uma capacidade preditiva maior. Afastando-se a condi¢do do ponto
central ocorre perda de capacidade preditiva do modelo (Baranyi, et al. 1999). Os demais
modelos, que tiveram a predi¢ao avaliada nas condigdes Otimas para suas respostas neste
trabalho, mostraram-se pouco relevantes para a predicao nas condigdes 6timas para X, mas

importantes para o estudo dos efeitos dos fatores sobre as respostas.

Tabela 12. Validagdo dos modelos quadraticos obtidos para X, Op € Yy, em condi¢des Otimas para a
produgdo de xilitol apos cultivo de Meyerozyma caribbica UFMGO08 em meio formulado a base de

biomassa residual.

Xonax (/1) Oy (g/lh) Yo (2/2)

Fatores
(R?>=72,50%) (R*=87,87%) (R*=35,58%)
Fg 1,03 1,07 1,04
Fa 1,03 -1,07 1,04

Em relagdo aos experimentos prévios nos quais a maior produgao de xilitol por Meyerozyma
caribbica UFMGO08 em meio contendo hidrolisado hemiceluldsico de torta de macauba foi
54,04g/1 houve aumento de 13% na produgdo de xilitol méxima obtida a partir da otimizacao

do processo fermentativo, alcangando 61,13/g/1.

Ha poucos relatos de trabalhos de otimizagao em meio a base de hidrolisados hemiceluldsicos
e nesses o aumento de producdo relatados esta entre 25 e 35%. Roberto & Silva (2001)
obtiveram 25% de aumento da produgdo de xilitol cultivando Candida guilliermondii
FTI20037 em hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz, utlizando RSM. A producao
maxima de xilitol alcangada foi de 52g/l, com uma eficiéncia de conversao de agucares a
xilitol de 0,65g/g e produtividade em xilitol de 0,54g/l.h. Felipe et al (1998), a partir de
otimizag¢do do processo fermentativo em meio a base de hidrolisado de bagago de cana de
acucar, cultivando a mesma linhagem de Candida guilliermondii obteve 44g/l de xilitol,

eficiéncia de conversdo de agucares a xilitol de 0,78g/g e produtividade em xilitol de
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0,62¢g/1.h, alcancando 35% de aumento de produc¢do de xilitol. Ramesh et al (2012) a partir de
otimiza¢do da produgdo de xilitol em meio a base de palha de milho obteve um aumento de
0,76g/g na eficiéncia de conversao de agtcares em xilitol, cultivando C guilliermondii

NCIM3124.

A produgdo maxima de xilitol obtida no presente trabalho supera em até 18% a dos trabalhos
anteriormente citados, bem como valores obtidos em processos de otimizagdo da producao de
xilitol em meios semi-sintéticos, como os obtidos por Gongalves 2014, que alcangou 26,4g/1
de xilitol cultivando uma linhagem de Candida boidinii. Essa diferenga entre os valores de
producdo de xilitol pode estar relacionada tanto as condigdes de cultivo testadas quanto as

espécies utilizadas.

Os resultados obtidos posteriormente aos processos de otimizagdo nao foram tao expressivos
quanto alguns relatados na literatura nos quais obtem-se mais de 40% de aumento de
producdo, o que pode indicar que para os fatores avaliados ja havia sido alcangado condigdes
muito proximas das Otimas nos experimentos prévios. Diante disso, para obter-se valores
ainda maiores de producdo seria necessario avaliar outros parametros além dos testados, como

pH, concentragao inicial do inéculo, temperatura e agitagao.

A producdo de xilitol por Meyerozyma caribbica UFMGOS estudada e otimizada
primeiramente neste trabalho, demonstra grande potencial de produgdo de xilitol por essa
linhagem, bem como o potencial dos meios de cultivo formulados a base de residuos
agroindustriais para este fim. A selecdo de micro-organismos com alto potencial para a
producado de xilitol e o uso de residuos para a formulagcdo de meios de cultivo sdo alternativas
viaveis de reduzir os custos do processo em escala industrial e diminuir o impacto ambiental
causado pelo uso de processos quimicos de producdo e de descartes incorretos de residuos

oriundos das agroindustrias.
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6 CONCLUSAO

A partir de um bioprocesso no qual o meio de cultivo utilizado contém apenas residuos
agroindustriais como o hidrolisado de torta de macauba e o extrato de levedura de cervejaria
foi possivel obter uma producdo e produtividade expressiva de xilitol, maior que algumas
relatadas para espécies como Meyerozyma guilliermondii que ¢ reconhecidamente uma boa

produtora do composto.

Além disso, foi possivel obter informag¢des importantes acerca da fisiologia da levedura
Meyerozyma caribbica UFMGO08 quando cultivada em meio formulado a partir de biomassa
residual. A metodologia de otimizagcdo combinado os niveis dos fatores definidos a partir do
fatorial fracionado permitiu obter um aumento de 13% na producdo de xilitol. Esse
entendimento pode contribuir para passos futuros de otimizagdo de novos parametros
fermentativos para melhorar ainda mais a producdo por essa linhagem e para o uso dela em

fermentagdes com outros diferentes tipos de biomassas residuais.

De modo geral, foi possivel verificar a importancia desses tipos de biomassa residuais como
substratos para o crescimento de leveduras e consequente geragdo de produtos com alto valor
agregado, como o etanol e xilitol. Este trabalho ratifica a importancia da busca por linhagens
de leveduras capazes de produzir xilitol a partir de biomassa residual, o que seria uma melhor

alternativa econdmica para o processo de producao desses bioprodutos.
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