Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Bioldgicas

Departamento de Microbiologia

Tese de Doutorado

Avaliacéo da producéo de xilitol em hidrolisado hemicelulésico
de bagaco de cana de acucar por linhagens de Cyberlindnera

xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis

Fernanda Palladino Pedroso

Belo Horizonte - MG
2018



Fernanda Palladino Pedroso

Avaliacao da producéo de xilitol em hidrolisado hemicelulésico
de bagaco de cana de agucar por linhagens de Cyberlindnera

xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis

Tese de Doutorado apresentado ao
Programa de Pds-Graduacdo em
Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais

Area de concentragdo: Microbiologia

Orientador: Prof. Dr. Carlos Augusto Rosa

Co-Orientadora: Dra. Raquel Miranda Cadete — Departamento de Microbiologia —
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)

Co-Orientadora: Prof?, Dra. Rita de Cassia L. B. Rodrigues — Departamento de

Biotecnologia — Escola de Engenharia de Lorena — Universidade de Sao Paulo (USP)

Belo Horizonte
2018



Agradecimentos

A Deus por abrir os caminhos e estar sempre presente em minha vida. Agradeco pelo
fortalecimento nos momentos dificeis, por trazer paz, sabedoria quando parecia ser
impossivel. Por guiar e colocar pessoas maravilhosas no caminho.

Ao Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG-
pela oportunidade da realizacao deste trabalho.

Ao prof. Dr. Carlos Augusto Rosa pela oportunidade de cursar o doutorado sob sua
orientacdo e pela confianca e amizade que contribuiu para minha formacéao profissional
e pessoal, minha sincera gratid&o.

A prof. Dra. Rita de Céssia L. B. Rodrigues que durante a caminhada esteve ao meu
lado, com muita paciéncia, amizade e carinho, pelos ensinamentos e contribuigdes para
minha formacéo e conhecimento, meu MUITO OBRIGADA.

A Dra. Raquel Cadete por todo o ensinamento, paciéncia e dedicacé&o.

Aos professores do Departamento de Microbiologia, em especial ao Prof. Dr. Flavio
Guimarées da Fonseca e a prof?, Dra. Simone Gongalves dos Santos que foram pessoas
essenciais para a etapa final deste trabalho.

Aos técnicos do laboratério Ana Raquel, Thais e em especial ao Jamil, que sempre
estiveram ao meu lado, ensinando e incentivando.

Aos colegas e amigos do laboratério em especial a Marina Moura, Carla Lara,
Katharina Barros, Isabel Sabino, que mesmo nos momentos dificeis estavam do meu
lado com uma palavra de conforto.

Aos funcionarios do Departamento pela atencdo e dedicacdo, em especial ao Odilon,
Débora e Thiago.

Ao meu querido esposo Sinval Pedroso da Silva por todo apoio, dedicagdo, paciéncia,
carinho e compreenséo.

Aos meus pais Maria de Lourdes e Roberto, aos meus irmdo Angela/Marcelo e
Roberto/Joelma e aos meus sobrinhos Lucas, Antonella e Miguel, pelo apoio e
dedicacdo, que mesmo de longe estavam sempre comigo.

Ao0s meus “pais mineiros” Da. Aurea e Sr. Laerte, pela amor e carinho.
A minha amiga-irma Bruna Ventura por toda a forca, carinho e amizade.

Aos amigos Dr. Reginaldo Gama, Janusa Lage Silvério e Dr. Jodo Vinicius, pela
amizade e carinho.

Aos meus colegas e amigos da Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais (PUC
Minas), por todo apoio e amizade.

Em especial a Banca Examinadora: Dra. Inayara Cristina Alves Lacerda, Dra. Fatima
de Cassia Oliveira Gomes, Dr. Luciano Gomes Fietto, Dr. Ernesto Acosta Martinez,
Dr. Beatriz Martins Borelli, por terem aceitado o convite, em especial ao Dr. Luiz
Henrique Rosa, relator da minha tese, por sempre estar tdo disponivel a ajudar.



Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela
concessdao de bolsa de doutorado e pelo apoio financeiro para a realizagcdo desta
pesquisa.

A empresa Endress Hauser pela doacdo do eletrodo de oxigénio, que foi essencial para a
finalizag&o deste trabalho.



SUMARIO

LISTADE TABELAS ...ttt bbb iii
LISTADE FIGURAS ...ttt sttt ettt en e e ne e Vi
RESUMO ...ttt bbbttt b ettt bbbt vii
ABSTRACT ..ttt et bbbt bbb bt b et b et b et enas viii
1 INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA ..ot 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ........ooviieieieee st 3
2.1 Biomassa HGNOCEIUIOSICA ...........oouevieriiiiiieiee e 3
2.2 Bagaco de CaNa € AGUCAT ........cueruerieieieierieiesiesiesie e ie e ee e see e saesaesnessesnene e 7
2.3 Obtencéo de hidrolisado hemiceluldsico de biomassa lignocelulésica..............cccuee.e... 9
2.3. 1 Pré-tratamentO.........ccviuiiiieiieisie ettt 9
2.3.2 HIArOliSE ACIHA ......eveeveeeiicieieie e 12

P G111 (o] RO PSPSTSTRR 16
2.4.1 Caracteristicas e propriedades do Xilitol...........ccccooeiiieiiieiiieeeee e, 16
2.4.2 Aplicag0es do XIlITOl ........ccovviiiiie e 19
2.4.3 ProduGa0 de XITTOL.......c.oeiiiieieee e 21

2.5. Suplementagdo N0 MEI0 de CUILIVO .......cc.evviiiiiiiii e 29
2.6 EXPErimentos FalOMTAIS . ......cueiiiieiieie et neenee s 32
2.7 AMPHAGAOD U8 ESCAIA ....c.veivieiiiiie e 33
BOBUIETIVOS ...ttt sttt s et et e te st e se st et eseseenense e enenaenennes 36
@ o] 1= (A V[0 I o =] - | PP TSP PRPRSRTRN 36
3.2 ODjJEtiVOS ESPECITICOS .. .cvviviiiiiiicieci ettt ere s 36

A4 MATERIAL E METODOS.........oiioeeeieeee et eeie s seses st enaes st enas s enansenaesans 37
4.1 Selecdo das linhagens de Cyberlindnera xylosilytica e de Wickerhamomyces
rabaulensis quanto a producéo de xilitol em meio CompleXo. .........cccccvvvveiiiiieieieeinn, 37
4.1 1 LEVEUUIBS ...ttt ettt et e et et et e e et et et et e nennas 37
4.1.2 Curva de calibragdo - peso seco X densidade OtiCa..........ccovververerereineinseseeens 38
4.1.3 Preparo do iNOCUIO .......cvoviiiieieicicieeeee et 38
4.1.4 Meio e CondigBes de CUITIVO ........ooveiiiiiirieisecee e 39

4.2 Estudo do efeito da suplementagdo na bioconversao de xilose a xilitol em hidrolisado
hemiceluldsico de bagago de cana de aGUCAr..........ccoeiverieeieieiie e 39

4.2.1 Obtencdo e preparo do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de agucar39

4.2.2 Metodologia estatistica: avaliagdo da suplementacdo do hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana de aGUCAr. ........c.ccvvverieiieiieeiie e 40



4.2.3 Condigdes de cultivo em hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana de agUcar

4.3 Estudo do efeito da concentracdo inicial de células em associacdo com a
disponibilidade de oxigénio em hidrolisado hemicelul6sico de bagaco cana de agucar. ..42

4.3.1 Metodologia estatistica: avaliacdo do efeito da concentracdo inicial de células em
associacdo com a disponibilidade de oxigénio em hidrolisado hemicelulésico de
DAGACO CANA U ACUCA......cueivereeieerie ettt bbb et b e sb e sre e 42

4.4 — Avaliacdo em biorreator de bancada do desempenho da levedura que apresentou
maior bioconversdo de xilose em xilitol em condi¢Oes previamente selecionadas em

hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana de agucar..........cccooeverereieiesiesie e 44
4.4.1 Caracteristicas gerais do DIOITEAtOr..........c.ccviviiiiiiieiicese s 44
4.4.2 Preparo do In6culo € meio de CUltIVO .......ocvviviiiiiiiccc e 45

4.5 MELOUOS ANAITHICOS ......veiveiiieiiciisiee bbb nne s 46
4.5.1 Determinacdo das concentracdes de agUcares, acido acético, etanol e xilitol.......46
4.5.2 Determinacdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a). ....46
4.5.3 Calculo dos pardmetros de CONVEISAO. ........c.ccueiveiueiierieaiesireiesaeseesreessesseessesneens 47

4.6 ANALISES ESALISLICAS .....eiveiveieeiisieeie e nne 48

5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cooeivveieeeieeeisveeesessssese st enesses s s, 49

5.1 Converséo de Xilose em Xilitol em meio COMPIEXO. ......cccoviieriiiiiiiiiiie e, 49

5.2 Planejamento fatorial 23 para selecionar fontes de nitrogénio adequadas para produgio
de xilitol em hidrolisado hemicelul6sico de bagago de cana...........ccccvevvveeiiiiiiieieenns 53

5.3 Planejamento fatorial 22 para selecionar a concentracdo celular e o volume de meio
adequadas para producéo de xilitol em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana. ..64

5.4 Avaliacdo em biorreator de bancada do desempenho da Cyberlindnera xylosilytica

(UFMG-CM-Y309) em hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana de agucar-........... 72
B. CONCLUSOES........oiiieceeieteteeee ettt sttt 78
7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS.........ccovvereinrsrsseeseesessiesienies s 80
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oooiieeieeeeeeeieeieeesestessssessssesnessess s sennens 81
APENDICE 1 ...ttt sttt nan s s 102
APENDICE 2 ...ttt sttt 109
APENDICE 3 ...ttt nn s naesen s 118
APENDICE 4 ....ovoeeeeeteeeeesee ettt sttt na s 121

APENDICE 5 ..ottt et ee et e e et e et et et et et et e e et ese e s et ese s esese et eseseesesesesseseseeseseeerarere e, 122



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Composicdo quimica percentual em termos de celulose, hemicelulose e lignina
de alguns materiais HGNOCEIUIASICOS. ........cccieiiiiiiiieiecece e 4
Tabela 2: Fragfes, polimeros, composicdo quimica e enzimas que atuam na hidrdlise da
parede celular da Cana de AGUCAT. ..........cueiiieieieeie e e 9
Tabela 3: Composicdo quimica do hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana de agUcar
em reator piloto obtido por hidrolise ACIAA..........ccccvvieiiiiiiie e 14
Tabela 4: Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do Xilitol. ............ccccceververennnnne. 17
Tabela 5: Caracteristicas dos processos quimicos e bioldgicos para a producéo de xilitol. 23
Tabela 6: Microrganismos fermentadores de xilose e produtores de xilitol. ................... 2423
Tabela 7: Fator de conversdo de substrato em produto (Yps) € produtividade volumétrica
(Qp) de leveduras comumente estudadas quanto a producdo de xilitol a partir de residuos
AQFOALIMENTAIES. ...o.viiiiieieite ettt sb et st b e e b et e e bt e e e s 2524
Tabela 8: Composicao do Farelo de arr0zZ..........coceveieiiieie it 31
Tabela 9: Linhagens de Cyberlindnera xylosilytica e de Wickerhamomyces rabaulensis
utilizadas no estudo da producgéo de xilitol em meio complexo contendo xilose (YPX)......37
Tabela 10: Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 2° completo para
suplementacdo do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de agucar. ....................... 41
Tabela 11: Planejamento fatorial 2%, com quatro repeticdes no ponto central, para a
avaliacdo do efeito da suplementacdo do hidrolisado na producéo de xilitol pelas leveduras
Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis. ...........cccccovcevivnieiinnieiinciennnnn 41
Tabela 12: Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 22 completo para avaliagdo
do efeito da concentracdo inicial de células em associacdo com a disponibilidade de
oxigénio em hidrolisado hemicelulésico de bagaco cana de agucar. ..........ccccoceveveiecieinenne. 43
Tabela 13: Planejamento fatorial 22, com quatro repeticdes no ponto central, para a
avaliacdo do efeito do volume de meio e da concentracdo celular do hidrolisado na
producdo de xilitol pelas leveduras Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces
FADAUIBNSIS. ... ettt ettt et et e e 43
Tabela 14: VariacGes da vazdo de ar e frequéncia de agitacdo e seus respectivos valores de
TSR PR PSSR 45
Tabela 15: Parametros de conversdo do ensaio em meio YPX com 60 gL™ de xilose,
indculo de 0,5 gL, em 48 hs de cultivo das linhagens de Cyberlindnera xylosilytica e

Wickerhamomyces rabDaulensis. ..........coooiiiiiiiii e 50



Tabela 16: Pardmetros de conversdo do ensaio em meio YPX com 60 gL™ de xilose,
indculo de 0,5 gL, em 72 hs de cultivo, das linhagens de Cyberlindnera xylosilytica e
WickerhamomycCes rabaulENSIS. ........c.coviuiiiiieieieee e 51
Tabela 17: Valores utilizados e codificados no planejamento fatorial completo 2° com 4
repeticdes no ponto central para os trés fatores (X1, X2 e X3) e respostas para cada levedura
(Y1, Y2, Y38 Ys) NOtEMPO A8 72N, .ot 55
Tabela 18: Estimativas dos efeitos dos fatores e interaces para a producéo de xilitol (gL™)
pelas leveduras UFMG-CM-Y3716 e UFMG-CM-Y 3747 (Wickerhamomyces rabaulensis),

UFMG-CM-Y309, UFMG-CM-Y409 (Cyberlindnera xylosilytica). ..........cccccoeervereeniencnncns 56
Tabela 19: Coeficientes de regressdo para a resposta producdo de xilitol pelas linhagens
UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409 de Cyberlindnera xylosilytica. ..........cc.cceccerverirnnnnn 58

Tabela 20: Analise de variancia (ANOVA) para a producdo de xilitol, em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana de acucar pela linhagem UFMG-CM-Y309-
Cyberlindnera xylosilytica seguindo um planejamento fatorial 2° com 4 repetices no ponto
(012 01 | TR 59
Tabela 21: Andlise de variancia (ANOVA) para a producdo de xilitol em hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana de aglcar pela linhagem UFMG-CM-Y409 de
Cyberlindnera xylosilytica seguindo um planejamento fatorial 2° com 4 repeticdes no ponto
(01T 01 | TR 60
Tabela 22: Valores utilizados e codificados no planejamento fatorial completo 22 com 4
repeticGes no ponto central para a avaliacdo do efeito do volume de meio (V*) e
concentragdo celular (C*) para a producdo de xilitol pelas leveduras Cyberlindnera
DAV (01571 Y, o PR PPN 65
Tabela 23: Anélise de varidncia (ANOVA) para a producdo de xilitol, em hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana de agucar pela linhagem UFMG-CM-309 Cyberlindnera
xylosilytica seguindo um planejamento fatorial 22 com 4 repeticbes no ponto central, no
TEMPO UE 96 NS...eeeeee ettt ettt 69
Tabela 24: Andlise de variancia (ANOVA) para a producdo de xilitol, em hidrolisado
hemiceluldsico de bagago de cana de agucar pela linhagem UFMG-CM-409 Cyberlindnera

xylosilytica seguindo um planejamento fatorial 22 com 4 repeticbes no ponto central, no

LT 0T oo I (=T 2 O I o SRR 69
Tabela 25: Coeficientes de regresséo para a resposta producgédo de xilitol pelas linhagens
UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409 de Cyberlindenra xylosilytica. .........c...cccccervernenenn 70

Tabela 26: Parametros fermentativos para o cultivo de Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-

CM-Y309) em hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana de agucar. ..........c.ccoeeerveunne, 74



Tabela 27: Parametros fermentativos do cultivo de Cyberlindnera xylosilytica para a
producéo de xilitol em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de agUcar. ............... 76

Tabela 28: Média dos Parametros fermentativos utilizando 0,5 gL™ de biomassa inicial e

60gL™ de xilose — Cyberlindnera XyloSiYtiCa. ..........cc.cceveruereeueeeceeecieeeeeeeee e 103
Tabela 29: Média dos Pardmetros fermentativos utilizando 0,5 gL de biomassa inicial e
60gL™ de xilose — Wickerhamomyces rabaulensis...............c.c.ocueveeereceeveeeerereereseseeeeseneen, 105
Tabela 30: Teste de Tukey para Produtividade em 48 hS...........ccccooiiiiiieieienececeee, 110
Tabela 31: Teste de Tukey de conversédo de Xilose em Xilitol em 48 hs. .........ccccevvenrnnens 112
Tabela 32: Teste de Tukey de Produtividade em 72 hS.........cceveviieiiiiieie e 114
Tabela 33: Teste de Tuckey de conversdo de Xilose em Xilitol em 72 hs..........ccccovennen. 116

Tabela 34: Dados de cultivo para o tempo de 72 horas utilizando hidrolisado
NEMICEIUIOSICO ...ttt 118
Tabela 35: Dados fermentativos para o tempo de 96 horas utilizando hidrolisado
NEMICEIUIOSICO ...t 119
Tabela 36: Dados fermentativos para o tempo de 120 horas utilizando hidrolisado
NEMICEIUIOSICO ...t 120
Tabela 37: Pardmetros de conversdo do ensaio em meio YPX com 60 gL de xilose,

indculo de 1,0 gL, em cultivo da linhagem de Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-



Vi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura da biomassa lignocelulésica. ................ 3
Figura 2: Estrutura quimica das principais unidades presentes na parede vegetal................. 6
Figura 3: Producdo de cana de acucar em milhdes de toneladas por regides do Brasil na
SAFrA 2017/2018. . ..ot 7
Figura 4: Composi¢do da biomassa lignoceluldsica do bagaco de cana de acucar................ 8
Figura 5: Esquema do fracionamento dos principais componentes da biomassa
lignoceluldsica No processo de Pré-tratamento.........ccceevveveieienese s 10

Figura 6: Precursores dos inibidores microbianos que podem ser formados durante a

hidrélise acida de materiais HGNOCEIUIASICOS. ........cccovveiiiiiiiiici e 13
Figura 7: Modelo molecular do xilitol — Software ACD/Chemsketch — vs. 4.55. ............... 16
Figura 8: Exemplos de produtos formulados a base de Xilitol. ............cccccocriiiininnennn 19
Figura 9: Esquema simplificado do metabolismo de xilose por leveduras. .............cccue...... 27
Figura 10: llustragdo do biorreator — Biostat A - SArtorius.........cccoeerevieeresieenenieesesee e 44

Figura 11: Interacdes dos fatores significativos na resposta producdo de xilitol para as
linhagens leveduras UFMG-CM-Y309 (a) e UFMG-CM-Y409 (b) de Cyberlindnera
DAY (01T | 1Y o RS PSRT 62
Figura 12: Superficie de resposta para a producéo de xilitol (gL™) pelas linhagens UFMG-
CM-Y309 (a) e UFMG-CM-Y409 (b) de Cyberlindnera xylosilytica. ..........c.ccoecervrvirrunnnen. 63
Figura 13: Perfis de xilose (-m-), xilitol (-e-) e biomassa celular (-- A --) em cultivo com C.
xylosilytica (UFMG-CM-Y309) em hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana de agucar
com diferentes concentragdes celulares e disponibilidade inicial de oxigénio: (A) 1gL™ e 25
mL; (B) 1gL* e 75 mL; (C) 10gL™ e 25 mL; (D) 10gL™ € 75 ML. ceecvevevererereccrereeceeerene 67
Figura 14: Perfis de xilose (-m-), xilitol (-e-) e biomassa celular (-- A --) em cultivo com C.
xylosilytica (UFMG-CM-Y409) em hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de agucar
com diferentes concentragdes celulares e disponibilidade inicial de oxigénio: (A) 1gL™ e 25

mL; (B) 1gL* e 75 mL; (C) 10gL™ e 25 mL; (D) 10gL™ € 75 ML. c.coevvvrvererrcrererceeereee 67
Figura 15: Superficie de resposta para a producéo de xilitol (gL™) pelas linhagens UFMG-
CM-Y309 (a) e UFMG-CM-Y409 (b) de Cyberlindnera xylosilytica. ............ccoocervvrivrrnnnen. 71

Figura 16: Consumo de &cido acético no biorreator (-e- kLa 21,60h™, --e-- kLa 35,64h™),
pH (-m-kLa 21,60h?, --m-- kLa 35,64h™) e concentracio celular (- A-kLa 21,60h?, -- A --
35,64h™) por Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309) em hidrolisado hemiceluldsico

de cana de agUcar €M DIOITEALOL. ........ccccviiviiieiieiese et 75


file:///C:/Users/User/Documents/doutorado/DEFESA%20DOUTORADO/TESE%20DE%20DOUTORADO%20-%20final%20-%20correções%20da%20banca.docx%23_Toc532286218
file:///C:/Users/User/Documents/doutorado/DEFESA%20DOUTORADO/TESE%20DE%20DOUTORADO%20-%20final%20-%20correções%20da%20banca.docx%23_Toc532286223
file:///C:/Users/User/Documents/doutorado/DEFESA%20DOUTORADO/TESE%20DE%20DOUTORADO%20-%20final%20-%20correções%20da%20banca.docx%23_Toc532286223
file:///C:/Users/User/Documents/doutorado/DEFESA%20DOUTORADO/TESE%20DE%20DOUTORADO%20-%20final%20-%20correções%20da%20banca.docx%23_Toc532286229
file:///C:/Users/User/Documents/doutorado/DEFESA%20DOUTORADO/TESE%20DE%20DOUTORADO%20-%20final%20-%20correções%20da%20banca.docx%23_Toc532286229

vii

RESUMO

PALLADINO, F. Avaliacdo da producéo de xilitol em hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana de agUcar por linhagens de Cyberlindnera xylosilytica e
Wickerhamomyces rabaulensis. 2018. 170f. Tese (Doutorado em Microbiologia).
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, Belo Horizonte, 2018.

No Brasil, o setor agroindustrial gera subprodutos, como o0 bagaco de cana, que apds ser
processado despertam grande interesse econdémico e social. O bagaco de cana é um material
lignocelulésico que apds pré-tratamento com &cido sulfdrico diluido pode liberar de sua fragdo
hemiceluldsica aglcares fermentesciveis, como a D-xilose que pode ser bioconvertida a xilitol,
produto de elevado valor agregado com uso farmacéutico e alimenticio. Candida tropicalis ¢é a
espécie mais estudada nesta bioconversdo por produzir o xilitol como principal produto do
metabolismo de xilose. No entanto, o isolamento e obtencdo de novas linhagens ou espécies de
leveduras produtoras de xilitol tém recebido destaque nos dltimos anos. Neste contexto, este
trabalho prop6s investigar a producdo de xilitol por leveduras das espécies Cyberlindnera
xylosilytica (cinco linhagens) e Wickerhamomyces rabaulensis (onze linhagens) em hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana de acucar (HHBC). Inicialmente, selecionou-se as melhores
produtoras de xilitol em cultivos conduzidos em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 50
mL de meio complexo YPX (D-xilose 60 gL, peptona 20 gL?, extrato de levedura 10 gL™).
As melhores produtoras de xilitol foram Cyberlindnera xylosilytica:UFMG-CM-Y309 e
UFMG-CM-Y409; e Wickerhamomyces rabaulensis: UFMG-CM-Y3716 e UFMG-CM-
Y3747. Estas leveduras foram selecionadas para cultivos em frascos Erlenmeyers de 125 mL
contendo 50 mL de meio HHBC, em que foi avaliado a influéncia da suplementacdo na
producéo de xilitol usando planejamento fatorial 23 completo (fatores estudados e seus niveis:
sulfato de amonio (0-2 gL™), extrato de farelo de arroz (5-10 gL™) e extrato de levedura (1-2
gL™)). As linhagens C. xylosilytica, UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409, foram as melhores
produtoras de xilitol em cultivos suplementados com uma fonte alternativa de nitrogénio
(extrato de farelo de arroz, 10 gL ™) e pela reducéo da fonte de nitrogénio mais cara (extrato de
levedura, 1 gL1). Neste caso, a C. xylosilytica UFMG-CM-Y-409 apresentou maior valor na
producdo de xilitol (14,06 gL™; Yns=0,63 gg*; Qp= 0,20 gL*h?). Na sequéncia, foram
realizados cultivos com as duas linhagens de C. xylosilytica para avaliar a influéncia da
concentracdo de indculo e disponibilidade de oxigénio em frascos Erlenmeyers de 125 mL
variando volume de HHBC (25, 50 ou 75 mL) com uso de um planejamento fatorial
22 completo. A linhagem UFMG-CM-Y309 apresentou maxima producio de xilitol (22,13 gL
1 Yws=0,75gg e Qp= 0,18 gL*h™) com o0 uso de 1,0 gL de indculo e 25 mL de meio HHBC
e foi selecionada para cultivos em biorreator de bancada (2L). Foi avaliada em biorreator de
bancada o desempenho da Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309) em condi¢fes
previamente selecionadas em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de agUlcar e
constatou-se que em condicdo de menor transferéncia de oxigénio (kia de 21,60 h?) a
producdo em xilitol foi similar aos ensaios em frascos Erlenmeyers. A condugdo do processo
em menor transferéncia de oxigénio favoreceu a manutencéo da velocidade especifica méaxima
de crescimento celular (ux = 0,050 h™) em niveis mais baixos do que na condigio de maior
transferéncia de oxigénio dissolvido no meio (k.a de 35,60 h™) e com isso favoreceu-se a
producdo de xilitol (19,56 g/L) por Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309) em
biorreator de bancada.

Palavras-chave: Cyberlindnera xylosilytica; Wickerhamomyces rabaulensis; hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana de agucar; xilitol; biorreator.
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ABSTRACT

PALLADINO, F. Evaluation of xylitol production in sugarcane bagasse hemicellulosic
hydrolysate by Cyberlindnera xylosilytica and Wickerhamomyces rabaulensis strains.
2018. 170f. Thesis (Doctorate in Microbiology). Federal University of Minas Gerais -
UFMG, Belo Horizonte, 2018.

In Brazil the agroindustrial sector generates byproducts, such as sugarcane bagasse which
after correct processing and destination arouse great economic and social interest. The
sugarcane is a lignocellulosic material, wich after pretreatment with dilute sulfuric acid,
can release fermentable sugars from its hemicellulosic fraction, such as D-xylose that can
be bioconverted to xylitol, a high added value product with pharmaceutical and food use.
Candida tropicalis is the most studied species in this bioconversion for producing xylitol
as the main product of xylose metabolism. However, the isolation and obtaining of new
xylitol-producing strains or species have been highlighted in recent years. In this context,
this work proposes the investigation of xylitol production by strains of the yeast species
Cyberlindnera xylosilytica (five strains) and Wickerhamomyces rabaulensis (eleven
strains) using sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate (HHBC). Initially, the best
xylitol producers were cultured in 125 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of complex
medium YPX (D-xylose 60 gL, 20 gL' peptone, 10 gL yeast extract). The best
producers of xylitol were Cyberlindnera xylosilytica: UFMG-CM-Y309 and UFMG-CM-
Y409, and Wickerhamomyces rabaulensis: UFMG-CM-Y3716 and UFMG-CM-Y3747).
These yeasts were selected for cultures in 125 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of
HHBC medium, in which carried out the influence of supplementation in the xylitol
production using complete factorial design (factors studied and their levels: ammonium
sulphate (0 -2 gL™?), rice bran extract (5-10 gL™), and yeast extract (1-2 gL™?). C.
xylosilytica UFMG-CM-Y-309 and UFMG-CM-Y-409 strains were the best xylitol
producers in cultures supplemented with an alternative source of nitrogen (rice bran
extract, 10 gL™1) and for the reduction of the more expensive nitrogen source (yeast extract,
1.0 gL™). In this case, C. xylosilytica UFMG-CM-Y-409 stands out as the largest producer
of xylitol (P 14.06 gL, Yus 0.63 gg, Qp 0.20 gL th™). Afterwards, cultures were carried
out with two strains C. xylosilytica to evaluate the influence cell concentrations and oxygen
availability in 125 mL Erlenmeyer flasks varying HHBC volume (25, 50 or 75 mL) using
complete factorial design 22. The strain UFMG-CM-Y309 showed maximum yield of
xylitol (22.13 gL, Y5 0.75 g/g™ and Qp 0.18 gL th™) with the use of 1.0 gL of inoculum
and 25 mL of HHBC medium and was selected for cultures in bench bioreactor (2L). The
performance of Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309) under pre-selected
conditions in sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate was evaluated in bench
bioreactor and it was found that under conditions of lower oxygen transfer (k,a 21.60 h™)
the production of xylitol was similar to the assays in Erlenmeyer flasks. The conduction of
the process in lower oxygen transfer favored the maintenance of the maximum specific rate
of cell growth (ux = 0.050 h*) at lower levels, than in condition of greater oxygen transfer
dissolved in the medium (kLa of 35.60 h') and with this, the production of xylitol (19.56
gL1) by Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309) in a bench bioreactor was favored.

Keywords: Cyberlindnera xylosilytica; Wickerhamomyces rabaulensis; sugarcane bagasse
hemicellulosic hydrolysate; xylitol; bioreactor.



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os materiais lignocelul6sicos, subprodutos florestais e agroindustriais, representam
a maior e mais barata fonte de matéria orgénica da biosfera. A correta destinagdo destes
residuos no meio ambiente € um grande problema devido as dificuldades observadas nos
processos de reciclagem e reaproveitamento destes materiais. A constituicdo rica em
carboidratos permite que tais subprodutos sejam fontes de aglcares que podem servir como
matéria prima em processos bioldgicos para a producdo de produtos com alto valor
comercial. Isto tem contribuido para intensificar a busca pelo desenvolvimento de
tecnologias capazes de gerar tais produtos a partir destes residuos, contribuindo-se para um
correto processamento dos mesmos.

Para o aproveitamento dos subprodutos lignocelulésicos da biomassa vegetal em
processos de bioconversdo, € necessaria a hidrdlise dos principais componentes da
lignocelulose, as fracbes celulésica e hemicelul6sica. A hidrélise acida é um método
empregado como forma de obtengdo de hidrolisados hemicelulésicos para a utilizacdo em
diferentes bioprocessos. Hidrolisados hemicelul6sicos s&o ricos em pentoses, tendo como
destaque a xilose, a principal matéria prima para a producdo do xilitol, o qual consiste em
um polidlcool utilizado nas industrias alimenticia, odontolégica e farmacéutica,
classificado como adocgante capaz de substituir a sacarose. E um produto tolerado por
diabéticos e tem muitas aplicagdes clinicas, como no tratamento da osteoporose, pacientes
com fibrose cistica, doencas respiratdrias, otites, tratamento de vaginoses e propriedades
anti-cariogénicas. O xilitol é atualmente produzido em escala industrial a partir de processo
quimico por meio da hidrogenacdo catalitica da xilose pura obtida por meio da hidrélise de
materiais lignocelulésicos. Entretanto, a producdo de xilitol por via quimica depende do
rendimento do processo, da pureza da solucdo inicial de xilose, da purificacdo para
remocdo de residuos do catalisador e de subprodutos gerados durante o processo de
hidrogenacdo o0 que resulta no aumento de tempo e custo de processamento. O
desenvolvimento de uma tecnologia alternativa para a producdo de xilitol vem sendo
estudado em conjunto devido & preocupagdo com o uso sustentavel de recursos naturais.
Um dos processos mais atrativos atualmente é a via biotecnologica de produgéo,
utilizando-se microrganismos, que apresenta vantagens em relacdo a via quimica como o
uso de condicdes mais brandas de pressdo e temperatura e a ndo necessidade de se utilizar

a xilose pura para a conversdo, uma vez que estes sao capazes de converter diretamente a



xilose, presente em hidrolisados hemiceluldsicos, em xilitol. Entre 0s microrganismos, as
leveduras s&o consideradas as melhores produtoras de xilitol, Candida tropicalis e
Meyerozyma (Candida) sdo as espécies mais estudadas, porém novos estudos tém
direcionado a atencdo para a avaliacdo de outras espécies de leveduras como potenciais
produtoras de xilitol, tais como linhagens dos géneros Cyberlindnera, Wickerhamomyces,
Scheffersomyces e Spathaspora.

A partir do contexto apresentado, este trabalho propds a obtencéo de xilitol & partir
de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de agucar por linhagens das espécies
Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis. Para isso, foram realizados
cultivos em meio de cultura contendo xilose como Unica fonte de carbono, utilizando-se
cinco linhagens de Cyberlindnera xylosilytica e onze linhagens Wickerhamomyces
rabaulensis para selecionar as melhores produtoras de xilitol. Em seguida foram realizados
cultivos em hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de agicar com as linhagens
selecionadas para avaliacdo da influéncia da suplementacéo de nutrientes na obtencdo de
xilitol, utilizando-se um planejamento fatorial 2%, com o objetivo de selecionar a melhor
suplementacdo para esta producdo. Apoés esta selecdo, foram realizados ensaios de cultivo
variando-se disponibilidade de oxigénio e concentracdo celular, utilizando-se a melhor
suplementacédo e as melhores linhagens de levedura, determinadas na etapa anterior, com a
finalidade de se otimizar a obtencdo de xilitol. Apds avaliacdo de tais variaveis, empregou-
se as melhores condicdes e levedura em biorreator de bancada. Este trabalho apresenta
potencial para a proposta de novas linhagens de leveduras para emprego em processos
biotecnoldgicos de producéo de xilitol.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomassa lignocelulésica

Os maiores recursos bioldgicos renovaveis do planeta sdo o0s subprodutos
lignocelulosicos. A populacdo humana produz milhdes de toneladas de subprodutos
agroindustriais anualmente. Estes recursos sdo materiais organicos, e representam
aproximadamente 50% da biomassa vegetal, sendo representados por subprodutos
florestais, agricolas, plantas aquaticas, gramineas e outros (CHANDEL et al., 2011). A
producdo anual destes materiais é estimada em 10 a 50 x 10° toneladas (CHANDEL et al.,
2010).

Os materiais lignoceluldsicos sdo considerados grandes fontes de compostos
organicos e apresentam amplo potencial como matéria prima em processos industriais para
a producdo de alimentos, combustiveis, insumos quimicos, enzimas e bens de consumo
diversos (U.S. DEPARTMENT, 2009; PANESAR et al., 2015). A biomassa
lignocelulésica é formada por trés fracdes organicas principais a celulose (35-50%), a
hemicelulose (20-35%) e a lignina (10-25%), sendo que cada tipo de material
lignoceluldsico apresenta concentracdes diferenciadas desses trés componentes em sua
estrutura (GIRIO et al., 2010; OJEDA et al., 2011; HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016),
como indicado na Tabela 1. Um diagrama representativo da estrutura da biomassa
lignocelul6sica esta apresentado na Figura 1.

[ Organizagio estrutural " Distribuicio de celulose, hemicelulose
da parede celular e lignina na parede celular
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Figura 1: Representacdo esquemdtica da estrutura da biomassa lignoceluldsica.
(VASCONCELOS, 2012).



Tabela 1: Composicdo quimica percentual em termos de celulose, hemicelulose e lignina
de alguns materiais lignocelul6sicos.

Residuos Celulose | Hemicelulose | Lignina Referéncias

Lignoceluldsicos (%) (%) (%)
Algodéo 95,00 2,00 0,30 GOMEZ et al., 2010
Aparas de eucalipto 40,20 15,67 26,90 CANETTIERI; et al., 2002
aBgal?Caa‘?ro decanade | 354800 | 192400 | 23-32,00 RAJ etal., 2015
Casca de arroz 32,40 13,90 27,80 RAJetal., 2015
Casca de aveia 29,26 28,35 22,22 TAMAN”;IO;OZLIVEIRA’
Casca de nozes 25-30,00 25-30,00 30-40,00 HOWARD et al. 2003
Espiga de milho 45,00 35,00 15,00 GOMEZ et al., 2010
Farelo de cevada 23,00 32,70 24,40 C,RUZ et al., 2000
Fibra de bananeira 60-65,00 6-8,00 5-10,00 GQMEZ etal., 2010
Fibra de coco 36-43,00 0,15-0,25 41-45,00 GOMEZ et al., 2010
Folhas de milho 37,60 34,50 12,60 C’RUZ et al., 2000
Madeira dura 43-47,00 25-35,00 16-24,00 GOMEZ et al., 2010
Madeira mole 40-44,00 25-29,00 25-31,00 GQMEZ etal., 2010
Palha de arroz 43,30 26,40 16,30 GQMEZ etal., 2010
Palha de cevada 31-45,00 27-38,00 14-19,00 GOMEZ etal., ’2010
Pa!ha de cana de 31.70 27,00 31.10 HERNANDEZ-PEREZ et
acucar ) al., 2016
Palha de colza 31,50 17,40 16,20 LOPEZ‘L%QREZ etal,
Palha de sorgo 34,00 44,00 20,00 HERRERA et al, 2004
Palha de trigo 30,00 50,00 15,00 GOMEZ et al., 2010
Polpa de café 35,00 46,30 18,80 FREITAS, 2016
Sabugo de milho 35,96 36,32 16,88 _LOPES, 2015
Sizal 73,10 14,20 11,00 GOMEZ et al., 2010
Talo de milho 35,00 25,00 35,00 GOMEZ et al., 2010

A celulose é o polimero natural de maior ocorréncia no mundo e um dos principais
constituintes da parede celular dos vegetais (LEHNINGER, 2006). Representa cerca de
23% - 50% da matéria seca da biomassa lignoceluldsica, € um polimero linear que contém
até 15.000 unidades de p-D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas -1,4 carbono-carbono
e por ligacGes de hidrogénio intramoleculares, o que ajuda na manutencdo da rigidez da
cadeia e das ligacGes intermoleculares (ARANTES; SADDLER, 2010). Duas regides
distintas sdo visualizadas na molécula: a regido cristalina, que apresenta moléculas
altamente orientadas e resisténcia a degradacdo microbiana, alta resisténcia a tenséo e
insolubidade a um grande numero de solventes; e a regido amorfa, na qual hd menor
orientacdo entre as moléculas, portanto é mais facilmente hidrolisada (FENGEL;
WEGENER, 1989; CANILHA et al., 2010). Por sua vez, a fragdo hemiceluldsica consiste



em 15% - 45% do material lignocelulésico seco, sendo o segundo grande componente da
biomassa vegetal e também considerado o segundo polissacarideo mais abundante do
mundo (COLLINS et al., 2005). A hemicelulose € composta por cadeias ramificadas de
acucares, cujas unidades incluem hexoses e pentoses com curtas ramificacdes tais como D-
xilose, D-glicose, L-arabinose e D-galactose (KOOTSTRA et al., 2009, GIRIO et al.,
2010). Existem classes de hemiceluloses, nomeadas de acordo com seus constituintes
principais, como Xxilana (homopolimero de D-xilose), xiloglucana (heteropolimero de D-
xilose e D-glicose), glucomanana (heteropolimero de D-glicose e D-manose),
galactoglucomanana (heteropolimero de D-galactose, D-glicose e D-manose) e
arabinogalactana (heteropolimero de D-galactose e L-arabinose) (SHALLOM e
SHOHAM, 2003; HAMELINCK et al., 2005). A fracdo hemicelul6sica é facilmente
hidrolisada quando comparada a celulose devido a sua composi¢do heterogeneidade e por
apresentar estrutura amorfa (JEFFRIES, 1983; SUN; CHENG, 2005), o que permite a
liberacdo relativamente facil dos seus aglcares constituintes para a producdo de diferentes
produtos de interesse, como xilitol (SARROUH et al., 2009; HERNANDEZ-PEREZ et al.,
2016; THANCHAROEN et al., 2016; LOPEZ-LINAREZ et al., 2018), etanol, butanol,
isopropanol, 2-3-butadienol, glicerol, acetona, acido acético e &cido butirico
(SCHUCHARDT et al., 2001, ARRUDA et al.,, 2011, FERREIRA et al., 2011). J& a
lignina é uma macromolécula polifendlica tendo em sua estrutura quimica 3 metoxi-4-
hidroxi-fenilpropano e 4-hidroxi-fenilpropano, representando de 10% - 30% do material
lignocelul6sico. A lignina é um dos principais componentes dos tecidos de gimnospermas
e angiospermas, ocorrendo em tecidos vegetais vasculares. Esta macromolécula apresenta
um papel importante no transporte de agua, nutrientes e metabolitos, sendo responsavel
pela resisténcia mecanica dos vegetais, resisténcia contra o atague microbiano e ao estresse
oxidativo (FENGEL; WEGENER, 1989; LEMOQOS, 2001). A degradacdo deste composto
por meio de processos de hidrélise libera compostos fendlicos, alcoois aromaéticos e
aldeidos, caracterizados como inibidores do metabolismo microbiano (ZALDIVAR et al.,
2000; GIRIO et al., 2010). A lignina é relevante como fonte potencial de tais inibidores,
apesar de ndo contribuir como fonte de carbono fermentavel. Além disso, ela pode estar
covalentemente ligada as hemiceluloses via ligacOes éster, conferindo a estrutura da parede
celular uma maior solidez e resisténcia (GRAY et al., 2006). A Figura 2 apresenta as

estruturas das principais unidades presentes na parede vegetal da biomassa.
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Figura 2: Estrutura quimica das principais unidades presentes na parede vegetal (SAKAR
etal., 2009; XAVIER, 2016).

Dentre os subprodutos agricolas disponiveis, destaca-se no Brasil, o0 bagaco de cana

de aguUcar, a palha de arroz, a palha de trigo e o cavaco de eucalipto, que sdo abundantes
em diversas regides do pais (DAGNINO et al., 2013; MARTINI et al., 2016; GUAMAN-
BURNEO et al., 2015; DUSSAN et al., 2016; ARRUDA et al., 2017; KUMAR et al.,

2018) incluindo também os subprodutos florestais (subprodutos de madeira, serragem),

assim como culturas energéticas lenhosas (salgueiro, alamo, gramas), e subprodutos

solidos industriais e municipais (residuos da industria de papel, jornal reciclado, papel
descartado) (SATHITSUKSANOH et al., 2010; TALEBNIA et al., 2010; NUNES et al.,

2013).



2.2 Bagaco de cana de agucar

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a producéo
total de cana de aclcar na safra 2017/2018 é estimada em 633,26 mil toneladas, com
destaque para a regido sudeste (Figura 3), que é uma das maiores produtoras deste insumo
(CONAB, 2018). Na safra 2015/16, a producéo de cana-de-aciucar foi 658,7 mil toneladas
(CONAB, 2016), deste montante foram gerados 166,40 milhGes de toneladas de bagacgo de
cana de acUcar no Pais. O Estado de S&o Paulo respondeu por 55,2% dessa producdo
(INSTITUTO DE ECONOMIA AGRICOLA, 2017).
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Figura 3: Producdo de cana de agticar em milhdes de toneladas por regides do Brasil na
safra 2017/2018. (CONAB, 2018).

O bagaco de cana de aclcar, um importante subproduto da indudstria
sucroalcooleira, € resultante do processo de extracdo do caldo da cana de agucar, sendo
constituido de trés fracGes: material fibroso (45%), dgua (51-49%) e solidos ndo sollveis
(2-3%); apresenta em sua composi¢do 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de
lignina (PANDEY et al., 2000; AREA et al., 2012; VALLEJOS et al., 2012). (Figura 4).
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Figura 4: Composi¢do da biomassa lignocelulésica do bagago de cana de agucar.
(Adaptado SANTOS et al., 2012).

Como é considerado um subproduto, praticamente ndo tem custo de producdo ou
transporte, e muitas vezes é utilizado como uma alternativa ao combustivel fossil e a
madeira, pois quando queimado gera vapor e energia elétrica permitindo a autossuficiéncia
energética das unidades produtoras, e, em algumas, a comercializacdo da energia elétrica
excedente (MATSUOKA et al., 2012). Além disso, o bagaco de cana de agUcar tem sido
empregado como matéria prima para a industria de papel e papeldo, fabricacdo de
aglomerados, ou ainda como material alternativo na construcéo civil, como racdo animal,
substrato para a producdo de biomassa microbiana, em revestimentos acusticos, forragem
para agricultura, producdo de alcool, alcal6ides, enzimas e xilitol (TORQUATO, 2006;
COSTA, BOCCHI, 2012; THANCHAROEN et al., 2016; LOPEZ-LINAREZ et al., 2018).

O bagaco de cana de acUcar, por apresentar uma composicdo rica em acucares, é
amplamente estudado como matéria prima de utilidade para diversos processos de
bioconversdo, seja em processos de fermentacdo submersa (SILVA et al., 2003,
CARVALHO et al., 2005) ou em fermentacdo em estado solido (KUMAR et al., 2003;
MAZUTTI et al., 2006). Por meio de um mecanismo de pré-tratamento, a fracdo
hemiceluldsica pode ser separada dos demais componentes da biomassa vegetal. Agucares

como xilose, glicose e arabinose sdo liberados e podem ser utilizados em diversos



processos biotecnoldgicos (PANDEY et al., 2000; GUAMAN-BURNEO et al., 2015;
JIANG et al., 2016; ARRUDA etal., 2017; BUCKERIDGE et al., 2019).

A elevada concentracdo de xilose na fracdo hemicelul6sica do bagaco de cana de
acucar, que pode corresponder a 80% do total de acucares (RODRIGUES et al., 2001) e a
capacidade de assimilacdo desta pentose por vérias leveduras sdo os principais fatores que
impulsionam o0 aproveitamento desta matéria prima em diferentes processos de
bioconversédo para a obtencédo de produtos de valor agregado, como o xilitol (SAHA, 2003;
SILVA et al, 2005, SARROUH et al., 2009; PRAKASHAM et al., 2009;
THANCHAROEN et al., 2016; LOPEZ-LINAREZ et al., 2018). A Tabela 2 apresenta a
composic¢do quimica dos polissacarideos da parede celular da cana de agucar e enzimas que

atuam nesses polimeros para a liberacdo de actcares em processos de hidrolise.

Tabela 2: Frac6es, polimeros, composi¢do quimica e enzimas que atuam na hidrélise da
parede celular da cana de agucar.

Composicao quimica

£ 10 . o .

Fracéo (%) Polimeros (%) (ndmero de carbonos) Enzimas
Celulose Microfibrilas . .
(28%) glucanas (28%). Glicose (6). Celulases, B-glicosidases.

Endo-xilanases,

Xilose (5), Arabinose (5), Arabinofuranosidases

Arabinoxilana Acido ferdlico (10), Acetil

(40%). 2) Feruloil-esterases, -
Hemicelulose ' xilosidase.
(58%) B-glucana (10%). Glicose (6). Liquenases, B-glicosidases.
Glicose (6), Xilose (5), Xiloglucana endoglucanases,
Xiloglucana (8%).  Galactose (6), Acido fertlico B-glaloctosidases, a-
(10), Acetil (2). xilosidases, Feruloil-esterases.
Homogalaturonano Acido galactutbnico (6), Endopologalacturonases,
Pectina ' Metil (1). Pectina metil esterases.
(8%) Arabinogalactano.  Arabinose (5), Galactose (6).  Arabinosidases, galactanases.
Arabinano. Arabinose (5). Arabinosidases, arabinanases.
Lignina Polimeros de Guaiacil (7), Siringil (11), L acases
(6%) fenilpropanoides. Coniferil (10). '

Fonte: adaptado de SOUZA et al., (2014)

2.3 Obtencao de hidrolisado hemiceluldsico de biomassa lignocelulésica
2.3.1 Pré-tratamento

O processo de pré-tratamento ou pré-hidrolise da biomassa vegetal pode ser
realizado por métodos fisicos, fisico-quimicos, quimicos ou biologicos, ou ainda uma
combinacdo destes (CHIARAMONTI et al., 2012; KATO et al., 2014; MAURYA et al.,
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2015; RABEMANOLONTSO; SAKA, 2016; ANTUNES et al., 2017). Para um pré-
tratamento ser considerado efetivo, deve apresentar algumas caracteristicas: (i) resultar em
alta extracdo de acuUcares; (ii) permitir alta digestibilidade da celulose no caso de
subsequente hidrolise enzimatica; (iii) produzir quantidades insignificantes de produtos de
degradacdo derivados dos agUcares ou da lignina, que serdo toxicos aos microrganismos;
(iv) ter uma baixa demanda energética ou ser realizado em uma via que possibilite o reuso
da energia em outras etapas do processo como calor secundario; (v) ter um baixo custo de
capital e operacional, minimizando os custos com a reducao de tamanho da matéria prima,
material de construgdo dos reatores de pré-tratamento; e (vi) produzir menos residuos
(TAHERZADEH; KARIMI, 2008; GIRIO et al., 2010; KIM et al., 2013). O grande
objetivo e desafio do pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos € o fracionamento
adequado da celulose, hemicelulose e lignina (Figura 5), juntamente com uma baixa
degradacdo de acUcares que constituem esses polimeros, a fim de se obter rendimentos e

taxas de bioconversio maximas no processo empregado (GIRIO et al., 2010).

Celulose Hemicelulose Lignina Microfibrilas Enzima
Fibra de

/ degradada
celulose /
Residuos Sem Pré-
agricolas Pré-Tratamento Tratamento

Bioprodutos com baixo rendimentoe
produtividade e altos residuos

Lignoceluloses Microfibrilas

Bioprodutos com alto rendimentoe -
S———
- - , —
produtividade e baixos residuos e @
—_ -
——— \ Enzimas

degradadas

Figura 5: Esquema do fracionamento dos principais componentes da biomassa
lignocelulésica no processo de pré-tratamento (Adaptado - TAHERZADEH; KARIMI et
al., 2008).

O pré-tratamento fisico é usado para aumentar a area de superficie e o tamanho de
poros da lignocelulose e para diminuir a cristalinidade e o grau de polimerizagéo da
celulose presente na biomassa lignocelulosica (HARMSEN et al., 2010; BEHERA et al.,
2014). Para tanto, geralmente sdo empregados como um primeiro estagio na abertura da
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estrutura lignoceluldsica para entdo se aplicar um tratamento hidrolitico quimico (&cido ou
alcalino) ou biol6égico (com enzimas purificadas ou células microbianas). Entre os
tratamentos fisicos destacam-se a moagem, a trituragdo ou o esfarelamento mecéanicos e a
explosdo com vapor (GALBE; ZACCHI, 2007). Os processos mecanicos, como a
moagem, reduzem o tamanho da particula e a cristalinidade da celulose, além de causar a
quebra de ligagOes de longas cadeias moleculares (ZHU, 2009; ZHU et al., 2011). A
explosdo com vapor consiste em tratar a matéria prima com vapor saturado sob alta
pressdo, a temperaturas entre 160 e 240 °C por até 20 minutos. Em seguida, a pressao é
retirada e a mudanca brusca de pressdo causa ruptura das ligagcbes da lignina e da
hemicelulose a celulose. A adi¢do de SO, pode aumentar o efeito do pré-tratamento, assim
como a recuperacdo da hemicelulose (SARKAR et al., 2012). Um outro processo estudado
é a cavitacdo hidrodinamica (HC), tecnologia de processo com potencial para aplicacdo em
diferentes é&reas, incluindo produgdo ambiental, processamento de alimentos e
biocombustiveis. A aplicacdo de energia de cavitacdo para aumentar a eficiéncia do pré-
tratamento da biomassa lignocelulésica é uma estratégia interessante proposta para a
integracdo em biorrefinarias para a producdo de produtos de base bioldgica. Além disso, é
uma alternativa atraente quando comparado a outras tecnologias convencionais de pré-
tratamento. Isso se deve ndo apenas a alta eficiéncia de pré-tratamento, resultando em alta
digestibilidade enzimatica da fracdo de carboidratos, mas também, por sua alta eficiéncia
energética, configuracdo simples e construcdo de sistemas, além da possibilidade de
utilizacdo em larga escala (HILARES et al., 2018).

No processo bioldgico, como a biodegradacdo, sdo utilizados microrganismos
(bactérias e fungos) para degradar determinadas fracGes do material lignoceluldsico. As
vantagens deste tipo de pré-tratamento sdo a baixa energia requerida e condicdes
ambientais brandas, porém séo considerados muito lentos e apresentam baixos rendimentos
(SUN; CHENG, 2002; BALAT et al., 2008; BINOD et al., 2010).

Um método mais brando e mais especifico é a hidrolise enzimética. Visto que
xilanases e celulases mostram diferentes especificidades de substratos, estas enzimas
podem ser usadas para a remocéo especifica de monossacarideos. O processo de hidrolise
enzimatica € conduzido por enzimas altamente especificas, liberando agucares redutores
(TALEBNIA et al., 2010; GHAFFAR et al., 2017).

Entre todos os métodos de pré-tratamento investigados, o pré-tratamento quimico
tem se mostrado promissor, pois tem o objetivo de remover a lignina e a hemicelulose,

provocando pouca alteracdo na cadeia celulosica, que serd posteriormente hidrolisada



12

(SILVA, 2011). Na hidrolise alcalina ocorre o rompimento nas ligacGes éster entre
hemiceluloses e lignina e o efeito vai depender do conteddo de lignina do material
lignocelulésico. Ocorre um aumento na porosidade do material quando as ligacdes éster
sdo rompidas. O uso de NaOH diluido causa uma intumescéncia no material, aumenta a
area de superficie interna, diminui o grau de polimerizac&o e a cristalinidade, ocasionando
a ruptura da estrutura da lignina (SUN; CHENG, 2002; SUN et al., 2004). O uso de
solventes também é empregado. O processo chamado de organosolv utiliza uma mistura de
acido e solvente organico, geralmente etanol, para o rompimento das ligacGes internas da
lignina e da hemicelulose (PAN et al., 2005; HILARES et al., 2017). A hidrdlise acida, a
qual se emprega &cidos concentrados ou diluido, tem sido referida como um dos processos
mais utilizados para a despolimerizacdo da fracdo hemicelulésica em materiais
lignoceluldsicos em escala laboratorial devido ao seu baixo custo e alta eficiéncia (SUN;
CHENG, 2005; GOUVEIA et al., 2009; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; ALVIRA et al.,
2010; RAMBO et al., 2013; JIA et al., 2016; GHAFFAR et al., 2017).

2.3.2 Hidrodlise 4cida

A hidrolise &cida é muito empregada como forma de obtencdo de hidrolisados
hemiceluldsicos para a utilizacdo destes em diferentes bioprocessos em pequena escala.
Entretanto, durante este procedimento de hidrélise sdo liberados, além dos acucares,
compostos toxicos para 0s microrganismos como 0 acido acético, fendis, furfural e
hidroximetilfurfural (RODRIGUES et al., 2003; CHANDEL et al., 2007; ANTUNES et
al., 2017; LOPEZ-LINARES, et al., 2018).

Neste processo, 0 uso de acidos concentrados como H2SO4 e HCI pode levar a
ocorréncia de corrosdo no equipamento. Desta forma, o emprego de acidos diluidos tem
mostrado eficiéncia ao fornecer solugdes como uma alta concentracdo de agucares e baixas
concentragfes de compostos inibitdrios sem causar os problemas decorrentes da utilizacdo
dos acidos concentrados. Neste método as fragbes de lignina e celulose permanecem
praticamente inalteradas e a fracdo hemiceluldsica é hidrolisada. Alguns acidos diluidos
utilizados para a hidrolise acida sdo: acido sulfurico, cloridrico, acético e nitrico
(LAVARACK et al., 2002; SARROUH et al., 2007; KUMAR et al., 2009; GIRIO et al.,
2010; TALEBNIA et al., 2010). O produto da hidrolise é uma solucdo contendo
principalmente acucares, como xilose, glicose e arabinose. Outros produtos como
oligdbmeros, furfural, acido acético, hidroximetilfurfural, metais pesados (cromo, cobre,

niquel e ferro) provenientes dos equipamentos de hidrolise, assim como compostos
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aromaticos derivados da lignina, sdo também liberados apds o procedimento de hidrolise e
sdo classificados como compostos inibitorios para 0 metabolismo (TEIXEIRA et al., 1999;
BINOD et al., 2010). A Figura 6 apresenta os inibidores microbianos que podem ser

formados durante a hidrélise acida de materiais lignocelulosicos.
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Figura 6: Precursores dos inibidores microbianos que podem ser formados durante a hidrdlise
acida de materiais lignocelulésicos (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000; FONSECA,
2009).

RODRIGUES et al. (2010), caracterizaram o hidrolisado hemicelul6sico do bagaco
de cana de acgucar obtido por hidrdlise acida, utilizando-se acido sulfarico diluido em reator

piloto, conforme apresentado na Tabela 3.



Tabela 3: Composicdo quimica do hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana de
acucar em reator piloto obtido por hidrolise &cida.

pH 0,97
Propriedades fisicas °Brix 4,00
Condutibilidade (mS) 40,20
D-xilose 19,19
Acucares (gL™) D-glicose 0,98
L-arabinose 1,82
Produtos da degradacio do aglcar (gL™)  Furfural 0,082
(compostos furfurais) 5-hidroxumetilfurfural 0,0071
Produtos da degradagéo da lignina (gL!)  Acido galico 0,035
(compostos fendlicos) Acido Vanilico nd*
Acido Siringico nd*
P-Acido Coumarilico 0,15
Acido Feurilico 0,12
Aldeido protocatecoico 0,0067
Vanilina 0,0079
p-Acido hidroxibenzoico nd*
Total de compostos fendlicos (gL™?) Compostos fendlicos (gL™) 1,95
Acido acético (gL™?) Acido Acético (gL™) 3,49
Cobre <0,10
Ferro 554,4
Cromo <0,10
Célcio 34,10
Magnésio 51,10
Compostos inorganicos (gL™?) Sodio 41,00
Potassio 103,90
Manganés 8,20
Zinco 6,50
Niquel 27,80
Enxofre 3433,60

*nd = ndo detectado

Fonte: RODRIGUES et al. (2010).

14

Para a reducdo das concentracdes dos inibidores microbianos presentes em

hidrolisados de biomassa vegetal, diferentes métodos de destoxificacdo podem ser
empregados (métodos bioldgicos, fisicos e quimicos) (JONSSON et al., 2013; JONSSON;
MARTIN, 2016; VALLEJOS et al., 2016). Dentre estas técnicas destacam-se 0 ajuste do
pH pela adicio de acidos e bases (MARTINEZ et al., 2001), a adsorcdo em carvao ativo
(MARTON, 2002; VILLARREAL, 2006; LOPEZ-LINARES, et al., 2018), a adsorc&o em
resinas de troca idnica (CANILHA et al., 2004; MARTON, 2005; VILLARREAL, 2006),
floculagdo por polimero vegetal (SILVA, 2006; CHAUD, 2010), a destoxificacdo
bioldgica ou biodestoxificacdo (FONSECA, 2009) e biopolimeros (SILVA-FERNANDES

et al., 2017). A concentracdo méxima tolerada de cada inibidor pelos microrganismos é
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dificil de ser estabelecida de uma forma geral, pois dependem de alguns fatores como o
microrganismo utilizado e o seu grau de adaptagédo, a condi¢do de cultivo (temperatura,
aeracdo, nutrientes pH) e também deve se levar em conta a forma de cultivo, se o sera
continuo, descontinuo, alimentado ou semicontinuo (CORTEZ, 2005).

Os acidos organicos, como por exemplo, acido acético, por meio da inibi¢do das
enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase, causam danos ao metabolismo celular,
como limitacdo do consumo da fonte de carbono e interferéncia na cinética de crescimento
celular, que é dependente da concentracdo de acUcar, oxigénio dissolvido e pH do meio de
cultivo (FELIPE et al., 1995; TAMANINI; OLIVEIRA, 2004). Segundo Felipe et al.
(1997), fermentacdes com C. guilliermondii comprovaram que valores maiores que 3 g.L™
de acido acético inibem o metabolismo da xilose, afetando a produtividade e o rendimento
em xilitol. Por outro lado, Carvalho et al. (2005) constataram que o acido acético em
concentragdes de 1 g.L* favoreceu a producéo de xilitol nos meios em que a concentragéo
inicial de D-xilose era de 50 g.L. A acdo destes acidos organicos em pH &cido interfere
em varios pontos do metabolismo da levedura, como o transporte de Xilose através da
membrana citoplasmatica, afetando o pH intracelular, resultando na reducdo do
crescimento celular (FELIPE et al., 1997).

Compostos como furfural e 5-HMF tém efeito inibidor na respiracdo e na
fosforilacdo oxidativa das leveduras, dificultando a bioconversdo dos acglcares nos
produtos desejados (CANILHA et al., 2010). Trabalhos da literatura relataram que a taxa
maxima de crescimento das leveduras foi reduzida em uma concentragdo de 0,35 g.L™ de
furfural e que esta é completamente inibida com uma concentragdo de 1,75 g.L™ deste
composto (SANCHES; BAUTISTA, 1988; FELIPE et al.,1995; PARAJO, et al., 1998c). O
efeito prejudicial do furfural afeta na taxa de crescimento, e sua acumulacdo na célula
provoca a inibicdo das enzimas envolvidas no metabolismo central do carbono, alterando o
equilibrio da energia celular. Além disso, o furfural causa danos nas membranas vacuolares
e mitocondriais, € a acumulacdo de espécies reativas de oxigénio, por sua vez, pode causar
a morte celular (SARVARI et al., 2003; HEER; SAUER, 2008). Entretanto, durante a
fermentagdo, o furfural e o 5-hidroximetilfurfural sdo reduzidos aos seus alcoois
correspondentes, que sdo compostos menos toxicos para a célula (PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000; HEER; SAUER, 2008).
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2.4 Xilitol

2.4.1 Caracteristicas e propriedades do xilitol

O xilitol é um polidlcool de formula molecular CsHi120s (1,2,3,4,5-
pentaidroxipentano) (Figura 7) e é classificado como adocante capaz de substituir a
sacarose; € tolerado por diabéticos e apresenta vérias aplicagdes clinicas (DASGUPTA et
al., 2017). Além disso, outras propriedades de relevancia, como anticariogenicidade,
metabolismo independente de insulina e outras propriedades terapéuticas, fazem com que
exista bastante interesse no uso comercial de xilitol (RAFIQUL; SAKINAH 2012;
COCCO et al., 2017). De estrutura aberta, a molécula de xilitol possui cinco grupos
hidroxilas (OH"), cada uma delas ligada a um atomo de carbono, razdo pela qual esse
composto é conhecido como poliidroxialcool aciclico ou pentitol (MAKINEN, 2000; UR-
REHMAN et al., 2015). E um metabdlito intermediario no metabolismo de carboidratos
em mamiferos, cuja producdo, que varia de 5 a 15 g por dia em humanos adultos
saudaveis, € seguida de assimilacdo pelo préprio organismo (CANILHA et al., 2013). De
acordo com a literatura, o xilitol € bem tolerado pelo organismo quando ingerido em doses
que ndo ultrapassem, em um adulto, 60 g/ dia, ja que a ingestdo de doses superiores as
indicadas produz efeito laxativo (MUSSATO et al., 2002).

B Carbono
B  Oxigénio

00 Hidrogénio

Figura 7: Modelo molecular do xilitol — Software ACD/Chemsketch — vs. 4.55.
(MARTON, 2002).

Em vista do crescente nimero de pessoas que apresenta algum tipo de disturbio
metabolico e necessita, por isso, diminuir ou mesmo cessar o consumo de agucar, centros
de pesquisas nacionais e estrangeiros tém tentado encontrar um substituto da sacarose que
seja, a0 mesmo tempo, nutritivo e benéfico para a saude, atuando na cura ou na prevencao
de doencas (MOHAMAD et al., 2015). Na Tabela 4 pode-se verificar as caracteristicas e
propriedades fisico-quimicas do xilitol (BAR, 1991; UR-REHMAN et al., 2015).
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Tabela 4: Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do xilitol.

Propriedades Caracteristicas ou Valores
Formula Empirica CsH1205
Massa Molar 152,15 g/mol
Aparéncia Po cristalino
Cor Branca
Sabor Doce
Odor Nenhum
Ponto de Fuséo 92-96 °C
Ponto de Ebulicéo 216 °C
pH (solugdo aquosa a 10%) 5-7
Densidade 1,03 gmL™ (Solugéo 10%)

1,23 gmL™? (solugdo 60%)
Solubilidade em agua a 20° C 64,20 g(100 g)* de solucéo
Viscosidade (a 20° C) 1,23 cP (Solugédo 10%)
20,63 cP (Solucéo 60%)
Calor de Solucdo (endotérmico) | 34,80 calg™

Valor Caldrico 2,40 k calg™?

indice de Refracio (25° C) 1,3471 (solucdo aquosa a 10%)

Higroscopicidade Em elevada umidade relativa, € mais higroscopico que a
sacarose e menos que o sorbitol

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

Estabilidade Estavel a 120° C (ndo carameliza)

Fonte: (BAR, 1991; UR-REHMAN et al., 2015)

Em relacdo ao mercado do xilitol, Ravella et al. (2012) reportaram uma estimativa
no ano 2012 em 537 milhdes de dodlares por ano, com producdo estimada em mais de
125.000 toneladas por ano, participacdo de 12% no mercado de polidis, e previsao de
continuar com forte demanda e réapido crescimento mundial. Estes autores relataram
também que o valor do xilitol era de 4,5 — 5,5 ddlares por kg para compra por atacado por
meio de companhias alimenticias ou farmacéuticas, e de 20 ddlares por kg para compra em
supermercados. O custo final do produto varia e depende de custos de material e 0s custos
de transporte, que por sua vez dependem da matéria prima e da localizacdo de sua
producdo (LANGE, 2007; KAZI et al., 2010). Por sua vez, Rueda et al. (2015) indicaram
que o mercado global de xilitol passara de 537 milhdes de délares em 2013,
correspondente a aproximadamente 161.500 toneladas, a 1 bilh&o de ddlares, equivalente a
242.000 toneladas, em 2020. Na Asia a producéo de xilitol a partir de sabugo de milho
corresponde mais de 50% do total da produgdo mundial, enquanto o restante desta
producdo encontra-se na Europa, Estados Unidos e Australia (RAVELLA et al., 2012). A
empresa Danisco (atualmente parte da DuPont) destaca-se como uma das maiores

produtoras mundiais de xilitol, e utiliza madeiras duras, como bétula obtida em associagao
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com a industria de papel e polpa, e milho como matérias primas (RAVELLA et al., 2012).
A China apresenta o maior mercado para o xilitol e em segundo lugar esta a india com um
elevado crescimento (RAO et al., 2016). A industria de chicletes tem o maior mercado para
0 consumo de xilitol em comparagéo a outras industrias apresentando um consumo de 80%
em 2010 e estima-se consumir cerca de 163 mil toneladas até 2020, com 67% do consumo
global de xilitol (XYLITOL, 2014). Marcas de chicletes, como Gross e Wrigley, usam
apenas xilitol para a fabricacdo de gomas de mascar sem actcar. Em relacao a producdo de
xilitol, além da DuPont, destaca-se Cargill, CSPC Shengxue Glicose, Corn Products
International, Mitsubishi Shoji Food Tech que sdo consideradas as principais industrias
fornecedoras de xilitol no mercado. Dentre outros fornecedores estdo as empresas
ZuChem, Tecnologia Bioldgica Shouxin Hangzhou, Novagreen, a Tata Chemicals,
Roquette Frres e Thomson (RAO et al., 2016).

O xilitol tem um poder adogante semelhante a da sacarose, mas com um valor
calorico inferior (2,4 calg™, enquanto que o da sacarose é 4,0 calg?) (CHEN et. al., 2010).
Esse produto pode ser utilizado sozinho ou em combinacdo com outros adogantes para
realcar o sabor dos alimentos, em gomas de mascar, produtos de confeitaria e chocolates,
promovendo um efeito refrescante devido ao seu elevado calor endotérmico de solugédo
(34,8 calg?), pode ser empregado como antioxidante, hidratante, estabilizador, e
crioprotetor por reduzir o ponto de congelamento de alguns produtos (PRAKASHAM, et
al., 2009; ALBUQUERQUE et al., 2014; MOHAMAD et al., 2015). A Figura 8 apresenta

alguns produtos encontrados no mercado formulados a base de xilitol.
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Figura 8: Exemplos de produtos formulados a base de xilitol.

2.4.2 Aplicag0es do xilitol

Uma das vantagens do xilitol frente a sacarose € que em virtude da elevada
estabilidade quimica e microbiologica, 0 mesmo atua como conservante de produtos
alimenticios, e desta forma oferece resisténcia ao crescimento de microrganismos e
prolonga a vida de prateleira dos produtos (BAR, 1991). Outra vantagem é que devido a
auséncia de grupos aldeidicos ou cetdnicos em sua molécula, o xilitol ndo participa de
reacGes com aminoacidos, conhecidas como reacBes de Maillard. Isto significa que ele ndo
sofre reacOes de escurecimento ndo enzimatico, que provocam diminuicdo do valor
nutricional das proteinas. Dessa forma, recomenda-se sua utilizagdo na manufatura de
produtos nos quais as reacdes de Maillard sdo indesejaveis. Entretanto, em produtos de
padaria, o uso exclusivo de xilitol oferece problemas, uma vez que as reacGes de
escurecimento sdo responsaveis pela aparéncia e pelas caracteristicas flavorizantes desses
produtos (MANZ et al., 1973).

Ao contrério dos aglcares convencionais, o xilitol independe de insulina para ser
metabolizado pelo organismo, sendo, por isso, bem tolerado pelas pessoas portadoras de
Diabetes mellitus Tipo | ou Tipo Il (BAR, 1991; YOUSOFF et al., 2017). De fato,
nenhuma das duas principais vias de absorcao do xilitol (figado e microbiota intestinal) é
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mediada pela insulina. Este adocante pode ser empregado no tratamento de outras
desordens metabolicas como a deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase e na
dieta de obesos, uma vez que exerce pequena contribuicdo para a formacdo de tecidos
gordurosos quando comparado a outros acucares (PRAKASHAM et al., 2009;
ALBUQUERQUE et al., 2014).

O xilitol também ¢é eficiente no tratamento ou na prevencdo da osteoporose e em
pacientes com fibrose cistica, conforme comprovado por Mattila et al. (1998). Em
pesquisas utilizando modelo animais, esses autores verificaram que o xilitol promove o
aumento da massa 0ssea, preserva 0s minerais neles existentes e evita o enfraquecimento
de suas propriedades biomecénicas. A administracdo simultdnea em ratos de 10% de xilitol
aliada a 10% de etanol aumentou o volume 6sseo e o contetdo mineral destes animais
(MATTILA et al., 1998).

O xilitol ndo é assimilado pela maioria dos microrganismos da cavidade oral de
humanos e, por isso, é capaz de inibir a desmineralizagdo dos dentes e de exercer efeito
ndo-cariogénico. Esse efeito decorre do fato da bactéria Streptococcus mutans, principal
causadora das céries, ndo utilizar o xilitol como fonte de carbono e dessa forma néo ocorrer
a acidificacdo do pH, o que contribuiria para o crescimento desse microrganismo
(FERREIRA, 2007; CHEN et al., 2010; SALLI et al., 2017). De acordo com Montanuci et
al. (2013), o uso de gomas de mascar ap0s a ingestdo de bebida &cida provocaram uma
elevacdo no pH salivar dos voluntarios e 0s grupos que utilizaram gomas com
fosfopeptideo de caseina, fosfato de célcio amorfo e xilitol em sua composi¢do néo
apresentaram tais efeito.

A eficiéncia do xilitol no tratamento de doencas respiratorias foi atribuida por
Zabner et al. (2000), a baixa permeabilidade transepitelial desse edulcorante, que dessa
forma, ndo é metabolizado pela maioria das bactérias e pode diminuir a concentracao de
sais no liquido que reveste a superficie interna dos pulmd&es. Experimentos realizados por
esses autores a partir de 50 pL de uma solugdo a 3 mM de xilitol mostraram que as
bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (principais causadoras de
doencgas pulmonares) ndo utilizam xilitol para crescimento, o que resulta na diminuicdo da
concentracdo de sais no liquido e aumenta a atividade antibidtica natural dos pulmdes.
Pode-se dizer, portanto, que o xilitol fortalece o sistema de defesa natural dos pulmdes,
atrasando ou prevenindo o estabelecimento de infec¢Oes bacterianas, entre as quais se

inclui a pneumonia.
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Uma composic¢do contendo xilitol pode ser usada no tratamento de vaginoses. Este
poliol atua seletivamente sobre a bactéria patogénica Gardnerella vaginalis, ndo inibindo o
crescimento do Lactobacillus acidophilus, a bactéria predominante da microbiota vaginal
(KIMBERLY CLARCK CO., 2006a; KIMBERLY CLARK CO., 2010). O agente
terapéutico € geralmente colocado em contato com a vagina em uma quantidade necesséria
para atingir o efeito desejado. A quantidade ideal é aquela suficiente para inativar, mas nao
necessariamente matar os microrganismos responsaveis pela infeccdo (KIMBERLY
CLARK CO., 2010).

O xilitol atua na inibicdo do crescimento da bactéria Streptococcus pneumoniae,
principal causadora de sinusites e infecgdes no ouvido médio (VERNACCHIO et al., 2014;
SAKALLIOGLU et al., 2014). Estudos realizados com criancas revelaram que uma dose
diaria de 8,4 g de xilitol, dada sob a forma de 2 gomas de mascar (mascadas durante 5
minutos cada), mostrou-se efetiva no combate a esta doenca, reduzindo em cerca de 40% a
ocorréncia dessa infeccdo. Também sob a forma de xarope, o xilitol foi bem tolerado por
criancas e mostrou-se eficaz na prevencdo de otite, diminuindo a necessidade de
antibioticos (UHARI et al., 1998).

2.4.3 Producdo de xilitol

O xilitol pode ser encontrado na natureza em muitas frutas e vegetais tais como
alface, couve flor, ameixas, framboesas, morangos, uvas, bananas, assim como em
leveduras, liquens e cogumelos, porém, em quantidades inferiores a 0,99/100g (PARAJO
et al., 1998a). A extracdo diretamente dessas fontes ndo é economicamente viavel pelas
baixas quantidades presentes nestes materiais, 0 que torna este processo de obtencao
economicamente invidvel (PEPPER; OLINGER, 1988). Diante disso, o xilitol € produzido

pOr processos quimicos.

2.4.3.1 Processo quimico

Em escala comercial o xilitol é convencionalmente produzido por processo quimico
que teve inicio na Finlandia pela empresa Finnish Sugar Co. Ltda., Helsink, com
capacidade para produzir acima de 3000 ton/ano, processo patenteado em 1977 (Patente
#4008285) (MELAJA; HAMALAINEM, 1977). Esse processo consiste na hidrogenagao
catalitica da xilose pura obtida por meio da hidrolise de materiais lignocelulosicos
(DUSSAN et al., 2016; RAO et al., 2016; THANCHAROEN et al., 2016; YEWALE et al.,
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2017). De modo geral, sdo necessarias quatro etapas bésicas para realizacdo do processo
quimico:
(1) Desintegracdo de materiais lignoceluldsicos ricos em xilana por meio de hidrolise;
(2) Separacdo da xilose do hidrolisado, por cromatografia, para obtencdo de uma
solucéo de xilose de elevada pureza;
(3) Hidrogenagdo catalitica da xilose pura em xilitol na presenca de niquel como
catalisador;
(4) Purificacio e cristalizagdo do xilitol (MELAJA; HAMALAINEM, 1977;

RAFIQUL; SAKINAH, 2013).

A produgdo de xilitol por via quimica depende do rendimento do processo, da
pureza da solucdo inicial de xilose, da purificacdo para remocao de residuos do catalisador
e de subprodutos gerados durante o processo de hidrogenacdo o que resulta no aumento de
tempo e custo de processamento (PARAJO et al., 1998a; RAFIQUL; SAKINAH, 2013;
CHENG et al., 2014). As vantagens do processo quimico de producdo do xilitol estdo
relacionadas ao tempo, pois 0 mesmo € relativamente rapido, a nao interferéncia dos
compostos gerados na hidrdlise no restante do processo, a obtencdo de uma solucédo de
xilose suficientemente pura para produzir xilitol em escala comercial e uma separagao
eficiente de outros aclcares (CHENG et al., 2014). Por outro lado, o rendimento da
producdo ndo é alto, em torno de 50-60%, o custo € elevado, tendo em conta a série de
etapas a serem realizadas e os reagentes e maquinas utilizadas além da baixa eficiéncia. De
acordo com Heikkila et al. (1992), a producdo do xilitol a partir de xilose tem um custo
cerca de 10 vezes superior, quando comparado a producdo de sacarose ou sorbitol. Este
processo também gera poluicdo ambiental pelos produtos quimicos utilizados (RAFIQUL,;
SAKINAH, 2013; UR-REHMAN et al., 2015). Desse modo, pesquisadores voltaram a
atencdo para a producdo sustentavel desse produto, que ha anos vem ganhando mercado,
sendo a mais estudada a utilizacdo de microrganismos que consigam converter agicares em

xilitol.

2.4.3.2 Microrganismos produtores de xilitol

Um dos processos mais atrativos para a producdo de xilitol atualmente é a via
biotecnoldgica, a qual apresenta vantagens como o uso de condi¢gdes mais brandas de
pressdo e temperatura (SANTOS et al., 2005; CUNHA, 2006) e a ndo necessidade de
utilizar a xilose purificada, pois as leveduras sdo capazes de converter diretamente a xilose
presente no hidrolisado hemicelulosico em xilitol (SARROUH; SILVA, 2008; YEWALE
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etal., 2017). A Tabela 5 traz um comparativo da producdo de xilitol por conversdo quimica

e por conversao biotecnologica.

Tabela 5: Caracteristicas dos processos quimicos e bioldgicos para a producéo de xilitol.

Fatores Processo biologico Processo quimico

Xilose pura ou xilose a
partir da lignocelulose
Catalisador Leveduras/bactérias/fungos que  Niquel e hidrogenacéo

apresentam atividade das

enzimas xilose redutase e xilitol

desidrogenase

Fonte de carbono Xilose a partir da lignocelulose

Etapas do Processo 1. Hidrolise acida ou enzimatica 1. Hidrolise acida da
da lignocelulose lignocelulose
2. Destoxificacgdo do hidrolisado 2. Purificagdo do hidrolisado
3. Fermentagdo do hidrolisado - para obtengéo da xilose pura
producdo de xilitol 3. Hidrogenacdo de xilose —
produgéo de xilitol.

Purificacdo Processo complexo, devido a Resinas de troca ibnica
diferentes subprodutos
microbianos

Custo Baixo - pouca energia e Alto — energia, pressdo e
temperatura amena temperatura elevadas

Fonte: MOHAMAD et al., 2015.

A alternativa de producdo de xilitol por bioconversdo de xilose por espécies
microbianas, incluindo bactérias, fungos e leveduras € um processo que pode apresentar
elevado rendimento e ser ecologicamente correto. Dentre estes microrganismos, as
leveduras tém sido relatadas como detentoras de uma elevada capacidade de produzir
xilitol (PRAKASH et al, 2011; MOHAMAD et al., 2015). A Tabela 6 apresenta alguns

microrganismos capazes de metabolizar xilose e produzir o xilitol.
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Tabela 6: Microrganismos fermentadores de xilose e produtores de xilitol.

Microrganismos

Bacillus subtillis

Candida tropicalis

Candida guilliermondii

Candida (Spathaspora) materiae
Cyberlindnera saturnus

C. xylosilytica

Debaryomyces hansenii

D. nepalensis

Meyerozyma (Candida) guilliermondii
Millerozyma farinosa (Pichia miso)
Scheffersomyces amazonensis

Sc. Stipitis

Spathaspora brasiliensis

Sp. Roraimanensis

Spathaspora arborariae

Sp. Xylofermentans
Wickerhamomyces rabaulensis

Referéncias

CHENG et al., 2011

DALLI et al., 2017; UNREAN; KETSUB, 2018
HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016

MOURA, 2015

KAMAT et al., 2013

CADETE et al., 2015

LOPEZ-LINARES et al., 2018

KUMDAM et al., 2012

MARTINI, et al., 2016

RODRIGUES et al., 2011

CADETE et al., 2012; CADETE et al., 2016b
RODRIGUES et al., 2011

CADETE et al., 20162

CADETE et al., 20162

CADETE et al., 2017

CADETE et al., 20162

CADETE et al., 2017

Fonte: Proprio autor.

Subprodutos agricolas e agroindustriais tém sido satisfatoriamente utilizados como

alternativa para producdo de xilitol por meio de diferentes tratamentos, utilizando-se
distintos microrganismos. A Tabela 7 apresenta uma relacdo de microrganismos produtores
de xilitol utilizando diferentes substratos como bagaco de cana de acgucar, casca e palha de
arroz, palha de colza, residuos de eucaliptos, sabugo e espiga de milho. A espécie
Meyerozyma (Candida) guilliermondii € um dos microrganismos mais estudados para esta
producdo (DOMINGUEZ et al, 2004; MOLARES, 2005; ARRUDA, 2011;
HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016; LOPEZ-LINAREZ et al., 2018), apresentando elevada

conversdo de substrato em produto (Yps) e produtividade (Qp).
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Tabela 7: Fator de converséo de substrato em produto (Ypss) e produtividade volumétrica
(Qp) de leveduras comumente estudadas quanto a produgdo de xilitol a partir de residuos
agroalimentares.

Material Espécie Yopis Qp Referéncias
(9gh)  (gL*h™)
Bagacgo de cana  Debaryomyces hansenii 0,59 0,19 PRAKASH et al., 2011
de acucar

Meyerozyma (Candida) 081 0.60 ARRUDA. 2011

guilliermondii
Meyerozyma (Candida) HERNANDEZ-PEREZ et
e ) 0,67 0,34

guilliermondii al., 2016

S. cerevisiae/C. tropicalis 0.50 0.25 ;JOI\lllgEAN, KETSUB,

Kluyveromyces maxianus 0,31 0,19 DASGUPTA et al., 2017
Casca de arroz  Candida tropicalis 0,60 ni* RAMBO et al., 2013
Eucalyptus spp  Debaryomyces hansenii 0,57 0,40 DIZ et al., 2002
Palha de arroz Meyerozyma (Candida) 0,90 0,50 DOMINGUEZ et al., 2004

guilliermondii

S. cerevisiae/C. tropicalis 0,55 0,42 ZAHED etal., 2016
Palha de colza  Debaryomyces hansenii; 0,42 0,16 LOPEZ-LINARES et al.,

Meyerozyma (Candida) 0,42 0,10 2018.

guilliermondii
Residuo de Meyerozyma (Candida) 0,64 1,04 MORALES, 2005
eucalipto guilliermondii
Sabugo de Cyberlindnera saturnus 0,54 0,20 KAMAT et al., 2013
milho C. tropicalis 0,32 0,24 CHENG et al., 2014
Espiga de Saccharomyces cerevisiae 0,95 Ni BAPTISTA et al., 2018

milho

ni* = ndo informado. Y = fator de conversdo de substratos em produto (gramas de xilitol produzido por
gramas de xilose consumida); Q, = Produtividade volumétrica (gramas de xilitol produzida por litro por
hora). Fonte: Proprio autor.

A via metabolica de xilose utilizada pelas leveduras é descrita conforme a seguir: a
xilose é inicialmente reduzida a xilitol em uma reacdo catalisada pela enzima xilose
redutase — XR (E.C. 1.1.1.2.1) na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfatada ou ndo fosfatada em sua forma reduzida (NADPH/NADH). Esta etapa é seguida
pela oxidacdo do xilitol a xilulose catalisada pela enzima xilitol desidrogenase — XDH
(E.C.1.1.1.9) NAD" dependente ou mais raramente, NADP" dependente. A xilulose pode
entdo ser fosforilada a xilulose-5-fosfato, molécula que pode ser convertida por meio de
reacfes ndo oxidativas da via pentose monofosfato a gliceraldeido 3-fosfato e frutose 6-
fosfato. Estes compostos intermediarios podem ser metabolizados por via Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP) que esta conectada a outras vias como do acido citrico e as
reacbes de fermentacdo alcdolica (WINKELHAUSEN; KUSMANOVA, 1998;
PRAKASHAM et al., 2009; RAFIQUL; SAKINAH, 2013; VERAS et al., 2017).
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As enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH) podem apresentar
diferentes especificidades em relacdo aos cofatores oxidados e reduzidos, dependendo da
espécie de levedura. Em Scheffersomyces stiptitis a enzima XR é dependente dos cofatores
NADPH ou NADH e a enzima XDH é dependente primariamente do cofator NAD™*
(WINKELHAUSEN; KUSMANOVA, 1998; HAHN-HAGERDAL et al., 2006). Em
Candida utilis, a enzima XR requer como cofator o NADPH, enquanto a XDH é
dependente da NAD®. Yokoyama et al. (1995) sugerem que microrganismos que
apresentam a enzima XR dependente de NADH s@o melhores produtores de etanol, e, em
contrapartida, aqueles que apresentam xilose redutase dependente de NADPH acumulam
xilitol. Além disso, a disponibilidade de oxigénio influencia o requerimento dos cofatores
destas enzimas (ALBUQUERQUE et al.,, 2014; CADETE et al., 2016). CondicGes de
anaerobiose ou condicBes limitadas de oxigénio causam um desbalanco redox, o qual
interfere na producdo de xilitol e dos subprodutos deste metabolismo, como etanol e/ou
glicerol (FELIPE, 2004). Assim, leveduras dotadas de XR estritamente dependentes de
NADPH produzem xilitol como o produto principal do metabolismo de D-xilose em
condicBes limitadas de oxigénio. As leveduras que apresentam XR com utilizacdo de dois
cofatores podem oxidar NADH a NAD" nesta etapa, reduzindo a formagdo de xilitol e
permitindo que o metabolismo de D-xilose prossiga sob condic¢des limitadas de oxigénio. A
relacdo direta entre a dupla dependéncia de cofatores por XR em relacdo as atividades
ligadas a0 NADH e a capacidade de fermentar D-xilose em etanol com alta eficiéncia por
leveduras ja foi relatada na literatura (CADETE et al., 2014). As atividades de xilose
redutase e xilitol desidrogenase sdo também influenciadas por outros carboidratos como
arabinose e glicose, presentes juntamente a xilose nos hidrolisados hemicelul6sicos
(SILVA; FELIPE, 2006). A Figura 9 apresenta um esquema do metabolismo de xilose por

leveduras.
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Figura 9: Esquema simplificado do metabolismo de xilose por leveduras. (LOURENCO,
2009).

O xilitol pode ser produzido por meio da reducéo biolégica da xilose, presente em
hidrolisados hemicelul6sicos, pelas leveduras. Contudo, a taxa de aeracdo utilizada no
cultivo e os subprodutos originados pela hidrolise da biomassa vegetal podem inibir a
producdo de xilitol durante o processo. Hernandez-Pérez et al. (2016) estudaram a
suplementagdo nutricional do hidrolisado hemiceluldsico de cana de agtcar (50,60 gL de
xilose) em funcdo da disponibilidade inicial de oxigénio por Candida guilliermondii FTI
20037. As condicgdes nutricionais de suplementacdo avaliadas foram: sem suplementacéo,
suplementada apenas com (NH4)2SO4 e suplementacdo completa com (NH4)2SOs, extrato
de farelo de arroz e CaCl-2H,0, em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 ou 50
mL de meio de modo a variar a disponibilidade inicial de oxigénio. Quando suplementado
observou um aumento no consumo de Xilose de até 240%. No caso suplementado com
(NH4)2S0s, farelo de arroz e CaCl2.H2O, observou-se uma maior producdo de xilitol
quando utilizou 25 mL de meio (16,20 gL*; Ys=0,47 ggt; Qp=0,34 gL1.h'}; n=50,91%),
enguanto que a menor disponibilidade inicial de oxigénio (50 mL de meio) favoreceu a
eficiéncia da bioconversdo (14,24 gL%; Yps = 0,55 ggt; Qp = 0,30 gLL.hL; = 60,07%).
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Misra et al. (2013), estudaram o potencial do hidrolisado de sabugo de milho para
producdo de xilitol por uma linhagem de C. tropicalis. Esses autores alcancaram extragao
maxima de xilose de 20,92 gL utilizando-se &cido sulfarico 1% v/v. Concentrando-se o
hidrolisado até 52,71 gL em relagio a xilose, obtiveram 15,19 gL de xilitol em 60h de
cultivo. Ping et al. (2013) utilizaram hidrolisado concentrado ndo destoxificado de sabugo
de milho, contendo 60 gL de xilose, para producéo de xilitol por C. tropicalis CCTCC
M2012462 alcancando produgdo maxima de 38,8 gL de xilitol (Yps=0,70 gg™ e Qp=0,46
gL1.h), obtida apds 84 horas de cultivo.

Pesquisas vém sendo realizadas para o conhecimento dos fatores reguladores da
bioconversdo de D-xilose em xilitol por Meyerozyma guilliermondii, tanto em meios
complexos como em hidrolisados hemicelulésicos. Dentre estes fatores, destacam-se o pH
(RODRIGUES et al., 2003; DUSSAN et al., 2016; MARTINI et al., 2016;), a idade e a
concentragdo do indculo (0,1 a 10 gL™) (PFEIFER et al., 1996; FELIPE et al., 1997a;
MOURA, 2015), a concentracéo inicial de xilose no hidrolisado (50-65,0gL™!) (FELIPE et
al., 1997a; RODRIGUES, et al., 2003; DUSSAN et al., 2016; ARRUDA et al., 2017;), a
temperatura (30° C) (PARAJO et al., 1998b; SENE et al., 2000), a suplementacdo como
extrato de levedura (1-10 gL™?) (MISRA et al., 2013; DUSSAN et al., 2016; MARTINI et
al., 2016;), farelo de arroz (1-20 gL ™), (GUAMAN-BURNEO et al., 2015; ARRUDA et
al., 2017;) sulfato de aménio (1-12,5 gL™) (GUAMAN-BURNEQO et al., 2015; ARRUDA
et al., 2017; VERAS et al. 2017) e a concentracdo de oxigénio considerada um dos
parametros mais criticos do processo (SU et al., 2015; DUSSAN et al., 2016;
HERNANDEZ-PEREZ, 2016; VERAS et al., 2017). Em pesquisas com hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana de aclcar, o emprego de valores de coeficiente de
transferéncia de oxigénio (k.a) de 20h™* (MARTINEZ et al., 2000), 27 h' (SILVA et al.,
1998) e 30 h?', (MARTINEZ et al., 2007) permitiram a obtencdo de elevadas
produtividades volumétricas em xilitol (0,7 gL*h?, 0,87 gLh! e 048 gLlh'
respectivamente), enquanto que o uso de kia de 10h™ (MORITA et al., 2000) resultou em
uma alta eficiéncia de bioconversao de xilose em xilitol (86,15%).

No trabalho realizado por KAMAT et al. (2013), fungos isolados das florestas de
manguezais da costa ocidental indiana foram selecionados pela capacidade de produzir
xilitol. A levedura Cyberlindnera saturnus, isolada a partir deste ecossistema, foi
identificada como uma boa produtora deste poliol. Este microrganismo apresentou a
capacidade de crescer e metabolizar xilose produzindo quantidades significativas de xilitol

(29,10 gL™) a partir de hidrolisado de sabugo de milho destoxificado contendo 65,00 gL
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de xilose, 13,00 gL* de glicose e 6,30 gL de arabinose. A conversdo méaxima de 0,54 gg*
foi obtida ap6s 144 h de crescimento em 150,00 gL de xilose, obtendo-se 38,63 gL de
xilitol.

KUMDAM et al. (2012) reportaram que a linhagem NCYC 3413 de Debaryomyces
nepalensis foi capaz de utilizar componentes do hidrolisado hemicelulésico, tais como
glicose, galactose, manose, xilose e arabinose, produzindo xilitol a partir de xilose. Neste
trabalho, 0 método Plackett-Burman, que identificam os parametros criticos no inicio da
fase de fermentacdo, foi aplicado para determinar os componentes especificos do meio que
afetam a producdo de xilitol, e descobriu-se que xilose, KoHPO4 e ZnSO4 foram
fundamentais para aumentar sua producdo. Estes parametros significativos foram
otimizados utilizando-se a metodologia de superficie de resposta e as concentracdes 6timas
de xilose, KzHPO4, ZnSO4 encontradas e utilizadas foram 100 gL, 10,60 gL e 8,90 mgL"
! respectivamente. Sob estas condigdes 6timas a producdo de xilitol aumentou de 27 gL
para 36 gLt com um rendimento de 0,44 gg™* (57% de aumento de rendimento total). Além
disso, a formacéo de glicerol foi reduzida sob tais condicdes.

Além das leveduras comumente estudadas quanto a producdo de xilitol, como
Candida tropicalis e Meyerozyma guilliermondii, nos Gltimos anos novas espécies de
leveduras produtoras tém sido descritas, como por exemplo, Scheffersomyces amazonensis
(CADETE et al.,, 2012; CADETE et al.,, 2016b), Candida (Spathaspora) materiae
(MOURA, 2015), Cyberlindnera xylosilytica (CADETE, et al.,, 2015), Spathaspora
brasiliensis, Sp. roraimanensis, Sp. suhii e Sp. xylofermentans (CADETE et al., 2016a). O
estudo de novos microrganismos produtores de xilitol abre perspectivas para a producéo

biotecnoldgica deste poliol como alternativa a via quimica aplicada na industria.

2.5. Suplementagdo no meio de cultivo

Para todos o0s processos biotecnoldgicos, os meios de cultura devem conter
necessariamente uma fonte de carbono e nutrientes que sdo fatores importantes para a
utilizacdo de hidrolisados hemicelulosicos como meio de fermentacdo para a bioconversédo
de xilose-xilitol (MARTINI et al., 2016; THANCHAROEN et al.,, 2016). Como a
composi¢cdo da biomassa vegetal varia de acordo com a matéria-prima, € necessario a
utilizacdo de substancias que tém a finalidade de melhorar o crescimento microbiano e

acelerar o metabolismo durante o processo fermentativo. Dentre elas podemos citar: fontes
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de nitrogénio, minerais, vitaminas, proteinas, aminoacidos, entre outros (MARTINI et al.,
2016; LORLIAM et al., 2017). Podemos destacar o farelo de arroz, sulfato de amonio,
sulfato de magnésio, cloreto de célcio, extrato de levedura e peptona (GUAMAN-
BURNEDO et al., 2015; MARTINI, et al., 2016; THANCHAROEN et al., 2016; LORLIAM
et al.,, 2017; BAPTISTA et al., 2018). Na selecdo dos nutrientes necessarios ao
metabolismo celular as leveduras sofrem a repressao catabolica induzidas pelas fontes de
carbono e nitrogénio. A utilizacdo destes nutrientes impdem a levedura uma sequéncia
ordenada de utilizacdo de fontes de carbono e nitrogénio (SANTOS et al., 2013). Além
destas vias de regulacdo existem outras de sinalizacdo e de sensoriamento de nutrientes em
leveduras, além ainda, de ocorrer a integracdo de vérias vias de regulagdo envolvendo
aquelas descritas para o carbono e outras para o nitrogénio, criando um quadro complexo
de regulacéo e sinalizacdo (GANCEDO, 1998; SCHNEPER et al., 2004). Os estudos da
interacdo das fontes de carbono e nitrogénio no metabolismo das diferentes linhagens
industriais, sdo importantes na medida em que estes compostos apresentam uma
complexidade estrutural e sdo fontes utilizadas pela levedura para um bom desempenho
metabolico. O efeito da interacdo das diferentes fontes de carbono e nitrogénio na
eficiéncia fermentativa das leveduras industriais, pode ser um fator importante para
promover melhorias na eficiéncia fermentativa das leveduras e melhorar a producdo de
etanol (SANTOS et al., 2013).

Um dos nutrientes utilizados durante o processo fermentativo sdo derivados dos
ions NH4*, sendo o mais utilizado o sulfato de amdnio, porém nao deve ser utilizado em
concentracOes elevadas por ser, neste caso, considerado toxico para a célula. O ponto
critico de entrada destes ions esta ligado a dois aminoacidos, Glutamato e Glutamina,
sendo assim o NH4* é assimilado pela célula através de uma reacdo de biossintese
envolvendo alta afinidade por NH4*. O Glutamato é gerado por reagdo entre o-
cetoglutarato e glutamina na presenca de NADPH e H*, sendo esta reacdo catalisada pela
enzima glutamato sintase (LEHNINGER, 2006)

O extrato de levedura € uma mistura de aminoacidos, vitaminas e magnésio, e tem
sido considerado uma importante fonte nutricional para producdo de etanol e xilitol para
muitas espécies de levedura. Segundo alguns autores, o extrato de levedura favorece o
crescimento e a viabilidade celular (FERREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2012).

O farelo de arroz é o subproduto do polimento ou beneficiamento do arroz apés a
remocgdo da casca silicica e lignoceluldsica, constituido da camada intermediaria entre a

casca e 0 endosperma. A operacdo de beneficiamento do arroz com casca para obtengdo do
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arroz branco produz em média 8% de farelo de arroz (SCHOULTEN et al., 2003). O farelo
é composto por uma mistura de substancias, como proteinas, gorduras, cinzas, fibras,
vitaminas, aminoacidos e minerais (Tabela 8) e suas concentra¢des sdo largamente afetadas
pelo tipo e/ou fase do beneficiamento. E rico em acidos graxos insaturados, principalmente
em acido oleico e linoleico. Além disto contém outros componentes como a-0rinazol,
esterois e tocoferol (SAUNDERS et al., 1985; BATISTA et al., 2004).

Tabela 8: Composicéo do Farelo de arroz

Componentes Aminoé&cidos Vitaminas Minerais

principais (%) (%) (mgKg™) (9Kg?)
Matériaseca 91,0 |Arginina 0,5 Lisina 0,5 | Colina 1,25 |Ca 0,57
Proteinas 13,0 |Cisteina 0,1 Metionina 0,2 | Niacina 297 | Fe 0,19
Carboidratos 45,0 | Glicina 0,9 Fenilalanina 0,4 |Ac. Pantoténico 23,1 |Mg 7,81
Gorduras 13,0 |Histadina 0,2 Treonina 0,4 |Riboflavina 2,64 |P 16,8
Fibras 14,0 |lIsoleucina 0,4 Triptofano 0,1 | Tiamina 22,0 K 14,9
Cinzas 16,0 | Leucina 0,6 Valina 0,6 |Vitamina E 49,2 | Na 0,05
Celulose 24,4 | Cistina 0,3 Tirosina 0,4 | Vitamina Bg 41,0 | Zn 0,06
Hemicelulose 31,6 |Alanina 1,0 Aspartato 1,3 | Folatos 0,63 |Mn 0,14
Lignina 18,4 |Glutamato 1,9 Prolina 0,7 | Vitamina K 0,02 | Se 0,16

Fonte: SAUNDERS, 1985; CLAYE et al., 1996

O farelo de arroz vem sendo avaliado como aditivo ou substituto de certos
componentes de ragdes animais (LEKULE et al., 2001; SCHOULTEN et al., 2003), como
substrato para crescimento de fungos (WANG et al., 2003) e como substituto, ao menos
em parte, da farinha de trigo na fabricacéo de pées e outros alimentos (LIMA et al., 2004).
Alguns trabalhos utilizaram o farelo de arroz como suplemento nutricional para o0s
microrganismos durante o cultivo com o objetivo de obter xilitol, na concentracéo de 10-20
gL? (RODRIGUES et al., 2003; SILVA et al., 2007; MARTINEZ e SANTOS, 2012;
HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016; VALLEJOS et al., 2016). O farelo de arroz também,
vem sendo empregado em substituicdo do extrato de levedura na suplementacdo dos
hidrolisados hemicelul6sicos de bagaco de cana de acucar (ARRUDA et al., 2017
DASGUPTA et al., 2017), residuos de eucalipto (CANETTIERI, et al., 2002; MORALEZ,
2005), palha de arroz (MUSSATO, et al., 2002; ZAHED et al., 2016), casca de aveia
(FELIPE, et al., 2003) para a producdo de xilitol. A suplementacdo com uma fonte
complexa de nitrogénio, como o extrato de farelo de arroz, considerado um subproduto
agroindustrial, também pode fornecer minerais e vitaminas.

Carvalho et al. (2007), avaliaram a suplementacdo do hidrolisado hemicelulosico de

bagaco de cana de aglUcar por Candida guilliermondii, utilizando sulfato de aménio e
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extrato de farelo de arroz, obtendo os melhores resultados quando suplementado com
ambos os nutrientes em todos testes realizados, encontrando valores de 25,90-48,70 gL™,
produtividades de 0,27-0,51 gL*h™' e rendimentos de 0,45-0,58 gg*. Na auséncia de
nutrientes, a producdo de xilitol, a produtividade e o rendimento ndo ultrapassaram 12,10
gL?, 0,13 gL*h?! e 0,30 gg?, respectivamente. Hernandez-Pérez et al. (2016) também
estudaram a suplementacdo da palha de cana de agUcar na producédo de xilitol por Candida
guilliermondii, utilizando nenhum suplemento; suplementado com (NH4).SOs e
suplementacdo completa com (NH4)2SOs, extrato de farelo de arroz e CaClz-2H20,
observando que a suplementacdo nutricional aumentou o consumo de xilose e a producao
de xilitol em até 200% e 240%, respectivamente. Os resultados demonstraram um efeito
combinado da suplementacdo nutricional e da disponibilidade inicial de oxigénio na

producdo de xilitol a partir do hidrolisado hemicelul6sico de cana de agucar.

2.6 Experimentos fatoriais

Segundo MONTGOMERY (2001), um experimento planejado é um teste, ou uma
série de testes nos quais sdo feitas mudancas propositais nas variaveis de entrada de um
processo, de modo a podermos observar e identificar mudancas correspondentes na
resposta de saida.

Os delineamentos em esquema fatorial 2K ocorrem quando temos k fatores, todos
com dois niveis. S30 do tipo inteiramente casualizados, sempre que cada um dos 2K
tratamentos for atribuido aleatoriamente as unidades experimentais, sem a formacéo de
blocos, de quadrados latinos e assim por diante. Delineamentos desse tipo sdo muito
utilizados em laboratérios e/ou locais onde as fontes externas sdo geralmente muito bem
controladas. Eles apresentam uma vantagem incontestavel: fornecem o maior nimero
possivel de graus de liberdade para o residuo. Para tornar possivel a execucdo a0 menos
apropriada da interferéncia estatistica, € usual que sejam feitos alguns ensaios no ponto
central do espago experimental. Com tal procedimento estaremos viabilizando o célculo de
residuos e, consequentemente, do erro padrdo e entdo, das estimativas por intervalo, dos
testes e assim por diante (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Aplicacbes dos planejamentos experimentais na industria sdo fundamentais para
desenvolvimento de novos produtos e para o controle de processos, sendo que nesta area €
comum aparecer problemas em que se precisam estudar varias propriedades ao mesmo

tempo que podem ser afetadas por um grande nimero de fatores experimentais. E papel de
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técnicas de planejamento de experimentos auxiliar na fabricacdo de produtos com
melhores caracteristicas, diminuir o tempo de desenvolvimento, aumentar a produtividade
de processos e minimizar a sensibilidade a fatores externos (NETO et al., 2001).

Para Neto et al., (2010), o experimento fatorial € apropriado quando dois ou mais
fatores estdo sendo investigados em dois ou mais niveis e a interacdo entre os fatores pode
ser importante. Como exemplo, estudar o efeito do fator temperatura em quatro niveis,
50°C, 60°C, 70°C e 80°C, e o efeito de um catalizador em trés niveis, os catalizadores A, B
e C. Para fazer um planejamento completo, devem-se realizar experimentos em todas as

possiveis combinagdes dos niveis de fatores.

2.7 Ampliacéo de Escala

A ampliacdo de escala pode ser definida como um procedimento em que 0s
resultados experimentais com equipamentos de menor escala s&éo empregados para projetar
e construir um sistema de maior escala, sendo considerado importante passo no
desenvolvimento de processos, sendo conhecido também como “scale-up”
(OKONKOWSKI et al., 2005; ARRUDA et al., 2011). Este processo biotecnoldgico se
baseia numa conversdo bioldgica entre todas as etapas que devem ser ampliadas, sendo
executada em trés estagios: experimentos de bancada realizados em laboratério; planta
piloto e setor industrial (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001). De acordo com Okonkowski
et al. (2005), existem varios fatores que devem ser considerados relevantes ao analisar a
ampliacdo de escala até chegar ao nivel industrial, dentre eles podemos citar, preparo do
indculo, esterilizacdo e parametros ambientais, além destes deve se levar em consideracdo
a geometria do fermentador, a freqliéncia de agitacédo, a poténcia transmitida ao sistema, a
transferéncia de oxigénio e as propriedades reologicas do fluido (SILVA et al., 1998). O
preparo do indculo tem um importante papel na estabilidade do processo, na produtividade,
na qualidade do produto final e no controle todo do processo. Em relacgdo a esterilizacéo, e
de extrema importancia pois é possivel haver microrganismos considerados contaminantes
em um biorreator ou em um sistema de menor escala, ocasionando uma diminuigdo na
produtividade e no rendimento do processo (ARRUDA et al., 2011). Muitas vezes é
necessario durante o processo de aumento de escala utilizar antimicrobianos para diminuir
essas possiveis contaminagdes. Os parametros ambientais devem ser levados em
consideracdo pois o aumento de escala é considerado um ambiente diferente para o

microrganismo, sendo que todos os parametros envolvidos sdo afetados pela agitacdo e
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aeracdo, como por exemplo o controle de pH, disponibilidade de nutrientes, temperatura,
formagdo de espuma, cisalhamento, concentragdo de dioxido de carbono dissolvido, teor de
oxigénio dissolvido no meio, sendo este dltimo, um dos fatores que regulam a
bioconversédo de xilose em xilitol (DAMIANI et al., 2014).

Os bioreatores que utilizam meio de cultura liquido, permitem a renovagéo do ar
durante o cultivo bem como o monitoramento de alguns parametros essénciais ao
crescimento, como temperatura, pH, oxigénio dissolvido, etc. (TEIXEIRA, 2002), porém
este parametros devem ser estabelecidos em escala laboratoriais, pois o fenémeno de
transporte gés-liquido é considerado um dos pardmetros mais criticos durante o0 processo
(HUBBARD et al., 1994). O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kia)
deve ser usado como critério para escalonar 0s processos que requerem oxigénio. Assim,
quando o kra é mantido constante, em ambas as escalas (laboratorio e planta piloto), outras
variaveis (poténcia, freqliéncia de agitacdo e didmetro do tanque) podem ser determinadas

em maior escala, com base em correlacdes empiricas ja desenvolvidas.

De acordo com Schmidell; Facciotti, (2001), os critérios de ampliacdo de escala
para biorreatores a ser considerados varia de processo para processo, pois dependem da
especificacdo de cada um, sendo os mais utilizados: a constancia da poténcia no sistema
ndo aerado por unidade de volume de meio (P/V); a constancia do coeficiente volumétrico
de transferéncia de oxigénio (kra), determinado por equacdes; constancia da capacidade de
bombeamento do impelidor (FL/V); constancia do nimero de Reynolds (Nre); constancia
da velocidade na extremidade do impelidor (vTip) € a constancia da pressdo parcial ou
concentracdo de Oz dissolvido no meio (C). Os critérios mais utilizados pelas industrias de
fermentacéo sdo kLa e o P/V, sendo o kia dependente de vérios fatores como caracteristicas
geométricas e operacionais do biorreator, composicdo do meio, viscosidade, densidade,
tensdo superficial, concentracdo, morfologia do microrganismo e a area superficial das
bolhas de ar (GARCIA-OCHOA; GOMEZ, 2009; DAMIANI et al., 2014).

Segundo DAMIANI et al. (2014), o método dindmico classico é um meio para
medir kra, que requer apenas um eletrodo de oxigénio de resposta rapida, conectado a base
do biorreator. O processo pode ser dividido em duas etapas, sendo que a primeira ocorre a
interrupcdo do fornecimento de ar para o sistema, geralmente utilizando nitrogénio, até
ajustar uma reta, apos esta etapa o ar € retomado e comeca o borbulhamento no meio de

fermentagdo, com isso o kLa pode ser determinado através da equacao da reta.
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Trabalhos relatam a utilizacdo de Kia como critério para ampliacdo de escala
industrial. Arruda et al. (2017) avaliaram a producéo de xilitol por Meyerozyma (Candida)
guilliermondii utilizando ampliacdo de escala em biorreatores com capacidade para 2,4 L,
18 L e 125 L. Rodrigues et al. (2010), avaliaram o pré-tratamento do bagaco de cana de
acucar utilizando 4&cido sulfarico para o obtencdo de hidrolisados hemicelulésicos,
conduzidos em escala laboratorial e reatores semi-piloto, baseando-se no Fator-H, que
combina temperatura e tempo de residéncia, permitindo estimar resultados com diferentes
desenhos de reatores e podendo ser utilizado no aumento de escala na producdo de
hidrolisado hemicelulésico. Hickert et al. (2013), avaliaram a producdo de etanol por
Candida shehatae, Saccharomyces cerevisiae ou a combinacdo destas duas leveduras na
conversdo da composicdo mista de acUcar do hidrolisado de casca de arroz (RHH) como
substrato em experimentos em escala laboratorial e ampliados para escala piloto, avaliando

as condigdes de anaerobiose e limitacdo de oxigénio.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as linhagens das espécies de leveduras Cyberlindnera xylosilytica e
Wickerhamomyces rabaulensis para producdo de xilitol em hidrolisado hemicelulésico de

bagaco de cana de acucar.

3.2 Objetivos especificos

e Selecionar linhagens produtoras de xilitol entre as espéecies de leveduras
Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis, em meio complexo
contendo xilose (YPX).

e Estudar, para as leveduras selecionadas, o efeito da suplementagéo na bioconversao

de xilose a xilitol em hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana de agUcar.

e Estudar o efeito da concentracdo inicial de células em associacdo com a
disponibilidade de oxigénio em cultivos empregando as leveduras e condic¢do de
suplementacdo previamentes selecionadas em hidrolisado hemicelul6sico de

bagaco cana de acucar.

e Avaliar em biorreator de bancada o desempenho da levedura que apresentou maior
bioconversdo de xilose em xilitol em condi¢bes previamente selecionadas em

hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de aguUcar.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de Taxonomia, Biodiversidade e
Biotecnologia de Fungos do Departamento de Microbiologia da UFMG e no Laboratorio

de Microbiologia do Departamento de Biotecnologia da EEL-USP.

4.1 Selecdo das linhagens de Cyberlindnera xylosilytica e de Wickerhamomyces
rabaulensis quanto a producdo de xilitol em meio complexo.

4.1.1 Leveduras

Foram utilizadas cinco linhagens da espécie de Cyberlindnera xylosilytica e onze
linhagens da espécie de Wickerhamomyces rabaulensis pertencentes a Colecdo de
Microrganismos Células da UFMG (Tabela 9), que estavam preservadas em caldo GYMP
(glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 1%, Na,PO4 0,2%) com 20% de

glicerol a— 80 °C.

Tabela 9: Linhagens de Cyberlindnera xylosilytica e de Wickerhamomyces rabaulensis
utilizadas no estudo da produgéo de xilitol em meio complexo contendo xilose (YPX).

Levedura Cddigo da linhagem  Substrato de isolamento Referéncia
UEMG-CM-Y408 Casca de arvore - Serra da Prata —
Mucajai —RR
UEMG-CM-Y309 Madelra em decomposigdo - Sao Jodo
da Balizas -RR
. Madeira em decomposicao - Sdo Jodo Cadete et al.
Cybe_rlln_dnera UFMG-CM-Y407 da Balizas _RR (2015)
xylosilytica

Torta de filtro de cana de agUcar -
Iracemapolis —SP

Excremento de inseto - Waterloo,
NRRL YB-2097 Carolina do Sul, EUA

UFMG-CM-Y409

UFMG-CM-Y516 Madeira em decomposicdo — Floresta ~ Cadete et al.

Amazonica (2017)
UFMG-CM-Y6303  Agua de lagoa — Parque estadual de Branddo et al.
Cantdo-TO (2017)

UFMG-CM-Y 3696

ickerh UFMG-CM-Y3708

\r/\z;g;ajlreririnsomyces UFMG-CM-Y3716 Tecigjo de cactos - Parque I_Es,tal_dual do

UFMG-CM-Y3721 Sumidouro (MG), no Municipio de
UFMG-CM-Y3734  Aurora do Tocantins (TO) e no Freitas (2014)
UFMG-CM-Y3735 Parque Nacional da Restinga de
UFMG-CM-Y3747  Jurubatiba (RJ)
UFMG-CM-Y3754
UFMG-CM-Y 3759

Fonte: Proprio autor
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4.1.2 Curva de calibragao - peso seco x densidade otica

Para cada linhagem estudada construiu-se uma curva de calibragéo correlacionando
a massa seca de células e densidade 6tica (DO600nm) em espectrofotémetro (Biospectro
SP-22). Inicialmente, cada linhagem de Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces
rabaulensis foi cultivada em agar YM (10 gL de glicose, 5 gL de Peptona, 3 gL de
extrato de levedura, 3 gL de extrato de malte e 20 gL de &gar bacterioldgico) por 24 a
48h. Uma alcada dessa cultura foi transferida para frascos Erlenmeyers de 125mL com
50mL de caldo YM. Os frascos foram incubados por 24 h a 30°C em agitador horizontal
(New Brunswick Scientific CO. INC. series 25) a 200 rpm. Os cultivos foram feitos em
duplicata. Aliquotas de 5 mL de cada cultivo foram filtradas, em triplicata, em membranas
de 0,45mm (Milipore) utilizando-se bomba a vacuo. Apds a filtracdo, as membranas foram
incubadas em estufa a 60°C e pesadas diariamente até atingirem peso constante.
Paralelamente, a partir do cultivo das leveduras em caldo YM, uma aliquota de 10 mL foi
centrifugada a 3500 xg por 15 min. O sobrenadante foi descartado, e as células foram
ressuspendidas em 10 mL de uma solucdo salina (0,85%). A partir dessa suspensao de
células, foram realizadas diluicdes nas concentragdes de 1:5, 1:7, 1:10, 1:15, 1:20, 1:30,
1:40, 1:50 e 1:60, em que foram determinadas a densidade Otica (DOsoonm) €m
espectrofotometro (MOURA, 2015).

4.1.3 Preparo do inéculo

As leveduras foram previamente cultivadas em 50 mL de meio YPX (D-xilose 30
gL?, peptona 20 gL, extrato de levedura 10 gL ™) e incubadas em agitador horizontal &
200 rpm e 30 °C por 24 h (ARRUDA et al., 2017; LORLIAM et al., 2017). Para a obtengéo
do indculo, as células foram recuperadas por centrifugacdo a 3000 xg por 15 minutos,
lavadas e ressuspendidas em agua destilada esterilizada. Volumes adequados destas
solugdes foram utilizados como indculo de modo a se obter uma concentracdo celular
inicial de 0,5 gL™.
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4.1.4 Meio e Condicdes de cultivo

O meio de cultivo foi 0 YPX contendo 60 gL de D-xilose, 20gL™ de peptona, 10
gL! de extrato de levedura (CADETE et al., 2015; THANCHAROEN et al., 2016;
LORLIAM et al., 2017), a pH 5,5. Na preparacdo do meio, a D-xilose foi autoclavada
separadamente e adicionada posteriormente ao meio YPX. Os cultivos foram realizados,
em duplicata, em frascos Erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL de meio YPX e
incubados em agitador horizontal, a 30 °C e 200 rpm por 72 h. Em cada ensaio utilizou-se
indculo na concentragdo de 0,5 gLt de células preparadas de acordo com o item 4.1.3.
Amostras foram retiradas em tempos regulares (0, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 hs) para
determinacdo da concentracdo celular por meio da curva de calibracdo obtida no item
4.1.2. Ap6s a determinacdo da concentracdo celular, as amostras foram centrifugadas a
2600 x g por 10 min e o sobrenadante foi armazenado a —20 °C para posteriores analises
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

4.2 Estudo do efeito da suplementacdo na bioconversdo de xilose a xilitol em
hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana de agUcar

4.2.1 Obtencéo e preparo do hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de aclucar

O hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de agUcar foi gentilmente cedido
pela professora Dra. Rita de Cassia L. B. Rodrigues, do Departamento de Biotecnologia da
Universidade de Sao Paulo (USP), Lorena, SP, sendo obtido por hidrdlise acida conduzido
em reator de aco inox de 100 L a 121 °C por 20 minutos utilizando-se acido sulfdrico 98%
na proporcdo 1:10 (100 mg de H>SO./g de bagago). Apds esta etapa, foi filtrado e
concentrado a vacuo em duas vezes seu volume inicial a 70 °C. A seguir, o hidrolisado
hemicelulésico foi tratado pelo método de elevacdo e abaixamento de pH. Inicialmente, o
pH 0,37 foi elevado para pH 7 com a adicdo de 6xido de célcio, sem seguida, filtrado em
papel de filtro com 80 g/m? de gramatura, 205 pm de espessura e poros de 14 pm.
Posteriormente, corrigiu-se o pH para 5,5 com acido fosférico concentrado, e filtrou-se nas
mesmas condicdes ja descritas (papel de filtro com 80 g/m? de gramatura, 205 um de
espessura e poros de 14 pm). A seguir adicionou-se 2,5 g de carvéo ativado para cada 100
mL de hidrolisado, e 0 mesmo foi mantido a 30° C sob agitacdo de 200 rpm por uma hora,
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seguida de uma terceira filtragdo. O hidrolisado previamente tratado (parcialmente
destoxificado) foi autoclavado a 111° C e 0,5 atm, por 15 minutos (ALVES et al., 1998).
Uma aliquota foi retirada para analises posteriores de acucares e acido acético por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

4.2.2 Metodologia estatistica: avaliacdo da suplementacdo do hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana de agucar.

A suplementacdo do hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana de acgucar
previamente tratado (item 4.2.1) foi de acordo com planejamento fatorial 2% com quatro
repeticdes no ponto central. A escolha dos niveis foi baseada em trabalhos realizados
anteriormente no Laboratério de Microbiologia Aplicada e Bioprocessos (GMBIio) do
Departamento de Biotecnologia (DEBIQ) da Escola de Engenharia de Lorena (EEL-USP)
utilizando hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana de acUcar. Os nutrientes avaliados
foram sulfato de aménio (0-2 gL™), extrato de farelo de arroz (5,0-10,0 gL) (SILVA,
2001; CANETTIERI, 2002; ARRUDA; 2011; GUAMAN-BURNEO et al., 2015) e/ou
extrato de levedura (1,0-2,0 gL ) (SANTOS, et al., 2012) (Tabelas 10 e 11).

Os niveis dos fatores foram codificados de acordo com a equacdo 1 (BARROS-
NETO et al., 1995):

y _Va — > Ve /2

E do 1
(—” )2 (Equagao 1)

Emque: X é o valor codificado da variavel;
VR é 0 valor real da variavel;
2. Vr/2 é a média dos valores reais da variavel;
VRr1 € 0 valor real minimo da variavel;

VRr2 é 0 valor real méximo da variavel.

Os ensaios foram executados em ordem aleatdria para minimizar a ocorréncia de

erros sistematicos.
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Tabela 10: Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 22 completo para
suplementacédo do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de agucar.

Niveis*
Fatores
-1 0 +1
Sulfato de amonio (gL™) (X1) 0,00 1,00 2,00
Extrato de farelo de arroz (gL™) (X2) 5,00 7,50 10,00
Extrato de levedura (gL™) (X3) 1,00 1,50 2,00

*Qs niveis correspondem a uma faixa em que -1 corresponde ao nivel inferior, O corresponde ao
nivel intermediario e +1 ao nivel superior.

Tabela 11: Planejamento fatorial 23, com quatro repeticdes no ponto central, para a
avaliacdo do efeito da suplementacéo do hidrolisado na producgéo de xilitol pelas leveduras
Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis.

Niveis codificados Niveis reais
Ensaios X1 X2 X3 X1 X2 X3

(gLh) (gLh) (gL
1 -1 -1 -1 0,00 5,00 1,00
2 +1 -1 -1 2,00 5,00 1,00
3 -1 +1 -1 0,00 10,00 1,00
4 +1 +1 -1 2,00 10,00 1,00
5 -1 -1 +1 0,00 5,00 2,00
6 +1 -1 +1 2,00 5,00 2,00
7 -1 +1 +1 0,00 10,00 2,00
8 +1 +1 +1 2,00 10,00 2,00
9 0 0 0 1,00 7,50 1,50
10 0 0 0 1,00 7,50 1,50
11 0 0 0 1,00 7,50 1,50
12 0 0 0 1,00 7,50 1,50

4.2.2.1 Preparo do extrato do farelo de arroz

Para o extrato de farelo de arroz (200 gL™) preparou-se uma suspensio contendo
200 g de farelo com adicdo de 1 L de agua destilada. A seguir, essa suspensao foi
autoclavada por 15 min a 0,5 atm, esfriada e centrifugada em condicGes assépticas a 2000
xg por 15 min. A fragdo liquida (extrato) foi transferida para um frasco previamente
esterilizado e armazenada a 4° C no maximo por uma semana, antes de sua utilizagédo
(ALVES et al., 1998; RODRIGUES, 1999).
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4.2.3 Condicdes de cultivo em hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana de agucar

Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL
de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de agUcar previamente tratado (item
4.2.1) contendo em média 40 gL* de xilose, 5,0 gL* de glicose, 1,05 gL* de arabinose, 3,0
gL de acido acético e pH 5,5. A seguir, os cultivos foram suplementados de acordo com o
item 4.2.2 e inoculados com 0,5 gL de células (item 4.1.3) e incubados em agitador
horizontal, a 30 °C e 200 rpm por 120 h. Amostras (1,5 mL) foram retiradas em tempos
regulares (0, 24, 48, 72, 96 e 120 h) para determinar a concentracdo celular por meio da
curva de calibragdo obtida no item 4.1.2. Apos a determinagdo da concentragdo celular, as
amostras foram centrifugadas a 2600 x g por 10 min e o sobrenadante foi armazenado a —
20 °C para posteriores analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

4.3 Estudo do efeito da concentracdo inicial de células em associacdo com a
disponibilidade de oxigénio em hidrolisado hemicelulésico de bagaco cana de agucar.

Apbs a selecdo das melhores leveduras produtoras de xilitol em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco cana de acUcar e adequacdo da suplementacdo nutricional
avaliou-se também em hidrolisado o efeito da concentracdo inicial de células e
disponibilidade de oxigénio. Nesta etapa utilizou-se condi¢cdes de obtencdo de indculo
semelhante ao item 4.1.3. O meio e condicGes de cultivos foram de acordo com o item 4.2,
A suplementacdo foi de acordo com os resultados obtidos no item 4.2 - farelo de arroz (10
gL™) e extrato de levedura (1 gL™).

4.3.1 Metodologia estatistica: avaliacdo do efeito da concentracgao inicial de células em
associacdo com a disponibilidade de oxigénio em hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco cana de agucar

Os ensaios foram realizados de acordo com planejamento fatorial 22 com quatro
repeticdes no ponto central. Os fatores avaliados foram concentracdo inicial de células (1-
10 gL!) e variagdo do volume de meio de cultivo (25-75 mL) em frascos Erlenmeyers de
125 mL visando alterar a disponibilidade e oxigénio dissolvido no meio de fermentacédo
(Tabelas 12 e 13). A escolha dos niveis foi baseada em trabalhos realizados anteriormente
no Laboratorio de Microbiologia Aplicada e Bioprocessos (GMBIi0) do Departamento de
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Biotecnologia (DEBIQ) da Escola de Engenharia de Lorena (EEL-USP) utilizando
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de agUcar.

Os niveis dos fatores foram codificados de acordo com a equacéo geral (BARROS-
NETO et al., 1995) (Equacdo 1) apresentada no item 4.2.2.

Tabela 12: Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 22 completo para avaliagio
do efeito da concentracdo inicial de células em associacdo com a disponibilidade de
oxigénio em hidrolisado hemicelulésico de bagaco cana de agucar.

Niveis*
Fatores
-1 0 +1
Volume de Meio (mL) (X1) 25,00 50,00 75,00
Concentragdo celular (gL™) (X2) 1,00 5,00 10,00

*Qs niveis correspondem a uma faixa em que -1 corresponde ao nivel inferior, O corresponde ao
nivel intermediario e +1 ao nivel superior.

Tabela 13: Planejamento fatorial 22, com quatro repeticdes no ponto central, para a
avaliacdo do efeito do volume de meio e da concentracdo celular do hidrolisado na
producdo de xilitol pelas leveduras Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces
rabaulensis.

Niveis codificados Niveis reais
Ensaios X1 X2 X X

(mL) (gL
1 -1 -1 25,00 1,00
2 +1 -1 75,00 1,00
3 -1 +1 25,00 10,00
4 +1 +1 75,00 10,00
5 0 0 50,00 5,00
6 0 0 50,00 5,00
7 0 0 50,00 5,00
8 0 0 50,00 5,00

Os ensaios foram executados em ordem aleatoria para minimizar a ocorréncia de

erros sistematicos.



44

4.4 — Avaliacdo em biorreator de bancada do desempenho da levedura que
apresentou maior bioconversdo de xilose em xilitol em condi¢bes previamente

selecionadas em hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de acuUcar.

4.4.1 Caracteristicas gerais do biorreator

O biorreator possui volume util de 2,0 L (Biostat A — Sartorius, Figura 10)
equipado com sensores de temperatura, pH e oxigénio dissolvido (Endress Hauser).
Também possui acoplados medidores e reguladores da frequéncia de agitacdo e da vazéo
de aeracdo, que sdo controlados por um sistema computacional (Sartorius Stedim —

Biotech).
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Figura 10: llustragdo do biorreator — Biostat A - Sartorius.

Foram utilizadas duas turbinas tipo “flat blade”, com seis pas planas cada, sendo
gue a primeira turbina se situou logo acima do dispersor de ar. O ar esterilizado foi
introduzido para o meio fermentativo através de um dispersor de ar do tipo anel. Existem
filtros absolutos para a esterilizacdo do ar (0,20 um - Politetrafluoretileno) a entrada e saida

do reator, a fim de evitar que a umidade fosse arrastada pela corrente gasosa.
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4.4.2 Preparo do In6culo e meio de cultivo

Foram realizados testes preliminares em meio complexo contendo 60 gLt de xilose
como fonte de carbono e suplementado com extrato de levedura (1 gL™) e farelo de arroz
(10 gLY), para acertar condices de cultivo com menor formagéo de espuma, para isso foi
utilizado o antiespumante Tween 80. O meio de cultivo foi preparado com o hidrolisado
hemiceluldsico concentrado e tratado de acordo com os itens 4.2. Em seguida foi
adicionado os nutrientes, extrato de levedura (1 gL™) e extrato de farelo de arroz (10 gL ™)
nas concentracOes otimizadas no item 4.2, 0,01% de cloranfenicol e 0,5% de Tween 80. A

concentrag&o inicial de indculo foi a otimizada no item 4.3 (1 gL™).
4.4.2.1 Condigdes de Cultivo

As fermentacdes foram realizadas em reator de bancada modelo Biostat A (Figura
11) utilizando 1,0 L de meio de cultivo (hidrolisado ou meio complexo). Foram mantidas
constantes os valores de temperatura (30 °C) com monitoramento do pH e oxigénio
dissolvido. Para avaliacdo do efeito da k.a inicial (coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio dissolvido) na bioconversdao de xilose em xilitol em processo descontinuo
foram utilizadas diferentes valores de frequéncia de agitacdo e vazdo de ar (Tabela 14).
Amostras (3 mL) foram retiradas em tempos regulares (0, 12, 24, 36, 48, 60,72, 84, 96, 120
e 144 h) para acompanhamento do crescimento celular, aclcares e contaminantes por meio

de microscopia.

Tabela 14: VariacOes da vazdo de ar e frequéncia de agitacdo e seus respectivos valores de
kLa.

Condicbes

Ensaios Aeracdo  Agitacao kLa

(vwm) (rpm) (h™)

Meio complexo — D-xilose 0,65 200 13,68

Meio complexo — D-xilose 0,80 350 22,32

Meio complexo — D-xilose 0,85 450 29,88

F1 — Hidrolisado Hemicelulésico 0,75 350 21,60
de bagaco de cana de agUcar

F2 - Hidrolisado Hemicelulosico 0,85 450 35,64

de bagaco de cana de agUcar
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4.5 Métodos analiticos

4.5.1 Determinacdo das concentracdes de agucares, acido acético, etanol e xilitol

As concentracOes de xilose, etanol, xilitol, acido acético e glicerol em meio YPX e
glicose, xilose, arabinose, etanol, xilitol, acido acético e glicerol presentes no hidrolisado
de bagaco de cana de agucar foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, utilizando-se o cromatografo Shimadzu (Shimadzu, Japdo). As amostras
provenientes dos cultivos em meio YPX foram filtradas em membrana de acetato de
celulose (Sartorius), com 0,22 um e D13mm e as amostras contendo hidrolisado foram
previamente diluidas e filtradas em filtro Sep-Pak C18 (Millipore) e analisadas utilizando-
se as seguintes condicdes: coluna Supelco Analytica C-610 H, mantida a temperatura de
45°C; volume de injecdo de 20 pL; detector de indice de refracdo RID 10-A; fase movel
H2SO4 5mM como eluente e fluxo de 0,6 mL/min. (MOURA 2015).

4.5.2 Determinacdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa).

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra) foi determinado
através da metodologia de gassing-out, segundo Pirt (1975). Inicialmente o meio de
cultivo, nas condicdes de trabalho pré-estabelecidas, isento de células foi aerado com
nitrogénio, com o objetivo zerar a % de oxigénio dissolvido no meio. Logo ap6s o meio foi
agitado e aerado de acordo com a vazdo desejada, monitorando-se 0 aumento da
concentracdo da % de oxigénio dissolvido em funcdo do tempo. Por integracdo da equacgéo
de oxigénio no meio liquido (Equacdo 2) foi possivel obter a relacdo apresentada na
equacéo 3. (Equacio 2)

dcC

S =kac -0

C x
In (1 - F) = —kaxt (Equacéo 3)

%: corresponde a leitura do eletrodo (fracdo da concentracdo de oxigénio dissolvido em
relacdo a concentracdo de saturacao)
O gréfico do logaritmo de (1 — Ci) em fungéo do tempo permite a determinagdo do valor

de kraem ht,
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4.5.3 Calculo dos parametros de conversao

4.5.3.1 Fator de conversao de substrato em produto (Yprs)

O fator de conversao de substrato em produto ou fator de rendimento, que expressa

a massa de xilitol produzida pela massa de xilose consumida, foi calculado conforme a

equacéo 4

Yp/s=A—P=Pf_P_' )
AS St —Si (Equacéo 4)

Na qual:

AP = Concentragdo inicial e final de xilitol (gL™?)

AS = Concentragdo inicial e final de xilose (gL™?)

4.5.3.2 Produtividade volumétrica (Qp)

A produtividade volumétrica em xilitol, que expressa a quantidade de xilitol

produzida (gL ™) por tempo (h), foi calculada pela equagéo 5:

- AP PP (Equacdo 5)
At tf —ti
Na qual:

AP = Concentragio inicial e final de xilitol (gL™?)

At = Tempo inicial e final de producdo do xilitol (h).

4.5.3.3 Eficiéncia (n%)

Este pardmetro, expresso em %, representa a razdo entre o fator de rendimento
(Ypss) obtido experimentalmente e o fator de rendimento maximo teorico, de 0,917 g de
xilitol por g de xilose consumida (Equacdo 6) (BARBOSA et al., 1988).

Yp/s obtido
= (—) x100
Yp/s teodrico

(Equacdo 6)
Na qual:
n = Eficiéncia de conversédo (%)

Ypistedrico = 0,917 g xilitol/g xilose consumida.
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4.5.4 Calculo dos parametros cinéticos.

A velocidade especifica de crescimento tem seu valor maximo na fase exponencial
da curva de crescimento, onde a acdo do metabolismo do microrganismo se da de forma
mais acentuada e efetiva. Para o estudo cinético do processo fermentativo, as velocidades
instantaneas de crescimento celular (dx/dt), consumo de substrato (-ds/dt) e formacéo de
xilitol (dp/dt) foram calculadas pelo método de Le Duy e Zajic (1973). Para se obter as
velocidades especificas de crescimento (ux), de consumo de D-Xilose (uis) € de producgéo de
etanol (up), dividiu-se a velocidades instantaneas pela concentracdo celular nos pontos em

que se calcularam as derivadas.

4.6 Analises estatisticas

Para analise e compreensdo dos resultados, utilizando meio complexo (item 4.1),
foram utilizados 0 método ANOVA (teste F) seguido de analise do intervalo de confianca
para as médias dos tratamentos, utilizando-se probabilidade de erro de 5% (0=0,05). As
pressuposi¢des da ANOVA (normalidade, independéncia e homogeneidade de variancias
do residuo) foram testadas para todos os resultados apresentados. Os efeitos cujo p-valor
foi menor que o foram considerados significativos em causar variacdo nas respostas
estudadas. O p-valor é a probabilidade real de erro associada a rejeicdo da hipdtese de
nulidade em um teste estatistico. A andlise estatistica dos resultados para o hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana de agUcar foi realizada através do programa STATISCA
versdo 6.0 e 0 modelo de segunda ordem foi ajustado usando o software Design-Expert, e
as superficies de resposta foram plotadas a partir do programa STATISCA versao 6.0. Os
resultados foram expressos em tabelas de estimativas dos efeitos, erros-padréo, teste t de
Student e tabelas de analise de variancia com colunas de causa de variancia (CV), graus de
liberdade (GL), soma de quadrados (SQ) quadrado médio (QM), teste F e nivel de

significancia (p).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Converséao de Xilose em Xilitol em meio complexo.

Para avaliar a converséo de xilose foram realizados experimentos em meio YPX
contendo 60 gL de xilose inicial (DUSSAN et al., 2016). Esta concentracdo de xilose foi
aplicada por ja ter sido relatada na literatura como uma das mais favoraveis condigdes para
obtencdo de bons resultados na producdo de xilitol. Valores superiores a este, como acima
de 100 gL, prejudicam a viabilidade celular de muitas espécies de leveduras devido ao
estresse osmotico causado pelo excesso de agucar no meio (EL-BRAZ et al., 2011). Os
parametros de conversdo selecionados para analise estatistica foram referentes aos
resultados encontrados a 48 e 72 horas de cultivo para todas as linhagens de Cyberlindnera
xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis (Tabelas 15 e 16). As Tabelas com todos os
dados encontrados em todos os tempos amostrados para cada linhagem estdo no
APENDICE 1 e as analises estatisticas estdo no APENDICE 2.

Os melhores parametros fermentativos foram obtidos em tempos que variam de 48
a 72 horas. Para 48 horas de cultivo, as leveduras que se destacaram estatisticamente em
relacdo a conversdo de xilose em xilitol e produtividade volumétrica sdo: Cyberlindnera
xylosilytica UFMG-CM-Y407 (0,90 gg* e 0,59 gLh?, respectivamente), UFMG-CM-
Y409 (0,83 gg! e 058 gL'hl), UFMG-CM-Y309 (0,78 gg?, 0,60gLh?); e
Wickerhamomyces rabaulensis UFMG-CM-Y6303 (0,74gg?, 0,73 gL*h?), UFMG-CM-
Y3716 (0,70 gg%, 0,71gLth"Y) e UFMG-CM-Y3747 (0,72 gg%, 0,82 gL*h?). Para 72 horas
de cultivo podemos destacar as leveduras: Cyberlindnera xylosilytica UFMG-CM-Y 309
(0,87 ggt, 0,65 gL*hl), UFMG-CM-Y409 (0,84 gg?, 0,59 gLth); e Wickerhamomyces
rabaulensis UFMG-CM-Y3716 (0,71 gg, 0,55gLthY) e UFMG-CM-Y3747 (0,66 gg"
10,52gLth?). Diante de tais resultados, foram selecionadas duas leveduras de cada espécie
para os testes subsequentes, as linhagens UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409 de
Cyberlindnera  xylosilytica e UFMG-CM-Y3716 e UFMG-CM-Y3747 de

Wickerhamomyces rabaulensis.
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Tabela 15: Parametros de conversdo do ensaio em meio YPX com 60 gL de xilose, indculo de 0,5 gL%, em 48 hs de cultivo das linhagens de
Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis.

Espécie Linhagem Biomz_alssa XiIiTI Etar_llol Consumo de Yp_/i (_QlF, ., n
(9L™) (9L™) (9L™) Xilose % (99™) (gL™h™) (%)
UFMG-CM-Y408 2,79 21,36+0,210 0,75 54,60 0,65+0,0018¢fah 0,45+0,0044! 70,91
Cyberlindnera UFMG-CM-Y309 3,92 29,030,212 0,00 60,88 0,78+0,0260°¢ 0,60+0,0044%f9 84,87
xylosilytica UFMG-CM-Y409 3,88 28,01+0,495 0,00 54,47 0,83+0,0200° 0,58+0,0100¢ 90,85
UFMG-CM-Y407 2,81 28,52+0,198 0,00 52,37 0,90+0,0340° 0,59+0,0041"9 97,80
NRRL YB 2097 3,56 25,05+0,240 0,00 60,39 0,68+0,0016%¢f 0,52+0,0050" 74,12
UFMG-CM-Y516 3,97 30,17+0,200 0,00 75,13 0,66+0,0194¢%%9 0,63+0,0040%¢f 71,99
UFMG-CM-Y6303 4,07 35,22+0,792 0,00 77,69 0,74+0,0230°%¢ 0,73+0,0165° 80,45
UFMG-CM-Y 3696 8,30 30,63+0,495 1,22 88,14 0,58+0,0041' 0,64+0,0100¢¢ 63,59
UFMG-CM-Y3708 6,40 31,96+0,820 1,00 87,04 0,61+0,0140%¢hi 0,67+0,0171¢ 67,23
Wickerhamomyces ~ UFMG-CM-Y3716 8,56 34,07+0,240 0,00 82,72 0,70+0,0039¢¢ 0,71+0,0050° 75,79
rabalensis UFMG-CM-Y3721 6,89 30,74+0,728 1,15 86,32 0,60+0,01109"" 0,60+0,0150¢¢ 65,27
UFMG-CM-Y3734 8,39 27,43+0,438 0,00 68,95 0,64+0,0103¢fgni 0,57+0,0091¢ 69,91
UFMG-CM-Y3735 9,67 32,04+0,283 0,98 87,88 0,61+0,0066%"" 0,67+0,0059¢¢ 66,58
UFMG-CM-Y 3747 8,65 39,29+0,806 0,00 90,09 0,72+0,0041¢¢ 0,82+0,01702 73,52
UFMG-CM-Y3754 8,77 31,39+0,516 2,48 90,36 0,59+0,0100" 0,65+0,0110¢ 63,95
UFMG-CM-Y3759 8,74 35,19+0,632 0,0 86,01 0,66+0,0180¢"9 0,73+0,0132° 71,44

Yp/s; Qp, n, sdo respectivamente os fatores de conversdo, produtividade e eficiéncia de xilitol. Como F calc > F5% pode-se concluir que as médias dos tratamentos diferem
entre si a 5% de probabilidade (p<0,05). As médias indicadas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 16: Parametros de conversdo do ensaio em meio YPX com 60 gL de xilose, inoculo de 0,5 gL*, em 72 hs de cultivo, das linhagens de
Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis.

Espécie Linhagem Biomz_alssa Xili'ﬁ)l Etarlol Consumo de Yp_/i (_QlF, ., n
(9L™) (9L™) (9L™) Xilose % (99™) (gL™*h™) (%)
UFMG-CM-Y408 4,67 36,950,521 0,76 77,14 0,80+0,030°¢ 0,51+ 0,0072¢ 86,82
UFMG-CM-Y309 7,85 46,87+0,4667 0,00 87,92 0,87+0,0149° 0,65+0,0065° 94,88
Cyberlindnera  yEpmG-cM-Y409 7,05 42,360,792 81,87 0,84+0,020%, 0,59+0,0110° 91,42

xylosilytica 0,00

UFMG-CM-Y407 4,15 36,90+0,226 0.00 80,88 0,75+0,0061¢4 0,51+0,0031¢%¢ 81,94
NRRL YB 2097 5,12 37,19+0,579 0.00 82,74 0,74+0,0138¢4 0,52+0,0081¢ 80,32
UFMG-CM-Y516 5,70 33,32+0,775 0,00 89,69 0,61+0,0190¢h 0,46+0,0110"9 66,60
UFMG-CM-Y6303 6,16 34,95+0,7885 0,00 91,51 0,62+0,0160"9 0,48+0,0110¢ 67,68
UFMG-CM-Y 3696 11,21 30,69+0,325 1,80 91,57 0,55+0,0110' 0,43+0,0045' 59,77
UFMG-CM-Y3708 9,55 33,84+0,088 1,53 93,87 0,60+0,0010%¢ 0,47+0,0012"9 65,93
Wickerhamomyces ~ UFMG-CM-Y3716 11,31 39,660,085 0,00 94,58 0,71+0,0014% 0,55+0,0012° 77,16
rabaulensis UFMG-CM-Y3721 10,26 34,50+0,127 2,50 96,10 0,600,0078%9" 0,48+0,0018" 65,97
UFMG-CM-Y3734 14,88 31,29+0,778 1,14 86,60 0,58+0,02109": 0,43+0,0110M 63,22
UFMG-CM-Y3735 16,72 30,87+0,608 1,43 93,57 0,55+0,0139M 0,43+0,0084' 60,24
UFMG-CM-Y 3747 14,82 37,67+0,042 0,59 93,31 0,6620,0044¢° 0,52+0,0010°¢ 72,32
UFMG-CM-Y3754 11,93 31,95+0,078 3,43 96,76 0,560,0034" 0,44+0,00119" 60,78
UFMG-CM-Y3759 10,22 33,03+0,332 0,00 93,39 0,57+0,0070 ¢"  0,46+0,0046 9" 61,75

Yp/s; Qp, n, sdo respectivamente os fatores de conversio, produtividade e eficiéncia de xilitol. Como F calc > F5% pode-se concluir que as médias dos tratamentos diferem
de probabilidade (p<0,05). As

entre si a 5%

médias indicadas

mesma

letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de

Tukey (p=<0,05).
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Na presenca apenas de xilose como fonte de carbono, todas as leveduras
avaliadas produziram preferencialmente xilitol, algumas delas conseguiram produzir
uma pequena quantidade de etanol. Leveduras que possuem a enzima XR estritamente
dependente de NADPH, ou com baixa atividade na presenca de NADH, produzem
xilitol como produto principal do metabolismo da D-xilose. As leveduras que
apresentam XR com utilizacdo de dois cofatores podem oxidar NADH a NAD" nesta
etapa, reduzindo a formacédo de xilitol e permitindo que a via metabdlita de D-xilose
prossiga até a formacdo do etanol (CADETE et al., 2014; CADETE et al., 2016). A
partir dos resultados apresentados, pode-se inferir que as leveduras avaliadas podem
possuir o primeiro tipo de XR citado, produzindo xilitol como principal produto do
metabolismo da D-xilose.

Linhagens de C. xylosilytica produziram de 37 a 47 gL de xilitol, tendo
destaque a linhagem UFMG-CM-Y309 com uma producio de 46,87 gL, consumo de
87,92% de xilose, Yps = 0,87 gg?, Qp = 0,65 gL*h? e eficiéncia de 94,88%, (Tabela
16). Linhagens de Cyberlindera xylosilytica também foram testadas por CADETE et al.,
(2015), utilizando-se 50 gL de xilose, 10 gL de extrato de levedura e 20 gL de
peptona. Em 72 horas de cultivo observou-se um consumo de xilose de 86 a 94 % e
producdo de xilitol em torno de 33,02 gL, Yus = 0,726 gg e Qp = 0,459 gLth™,
Guaman-Burneo et al. (2015), cultivaram uma linhagem de Cyberlindnera
galapagoensis em um meio contendo 50 gLt de xilose, 20 gL de extrato de farelo de
arroz, 2 gL* de sulfato de amonio e 0,1 gL de cloreto de céalcio e uma concentragio
celular de 1 gLt em Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio a 200 rpm e 30°
C por 72 h, obtendo17,01 gL de xilitol, Yps, 0,50 gg* e Qp, 0,23 gL th™,

Linhagens de W. rabaulensis produziram em torno de 30-39,66 gL de xilitol e
Y 0,55-0,71 gg?, destacando-se a linhagem UFMG-CM-Y3716 para uma producio de
xilitol de 39,66 gL e Ypis 0,71 gg*. (Tabela 16). Junyapate et al. (2014) ao utilizar 10
gL de xilose, 3,4 gL de KH2POs, 6,5 gL de KoHPO4, 1gL* de sulfato de amonio,
1,1 gL! de sulfato de magnésio e 5 gL* de extrato de levedura, pH 6,0, sob agitacdo a
100 rpm por 72 h encontraram valores de producdo de xilitol de 1,78-2,0 gL e Yy

0,17-0,19 gg* para Wickerhamomyces rabaulensis.

Entre as 16 linhagens testadas, duas de cada espécie foram selecionadas com
base na andlise estatistica realizada com ANOVA (p < 0,05) utilizando parametros

como rendimento de xilitol (Yps) e produtividade volumétrica (Qp). As leveduras que
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foram estatisticamente significativas e consideradas como as melhores produtoras de
xilitol foram C. xylosilytica UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409, W. rabaulensis
UFMG-CM-Y3716 e UFMG-CM-Y3747. Estas leveduras foram utilizadas para os

testes subsequentes na presenca de hidrolisado hemicelul6sico de cana de agucar.

5.2 Planejamento fatorial 2° para selecionar fontes de nitrogénio adequadas para

producéo de xilitol em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana

Uma vez que a bioconversdo de xilose por leveduras é um processo influenciado
pela espécie/linhagem do microrganismo utilizado, pH, temperatura, agitacéo,
oxigenacdo, concentracdo e tipo de acucar, concentracdo inicial de células e
suplementacdo do meio com nutrientes (SILVA et al., 2012; DUSSAN et al., 2016;
HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016; MARTINI et al., 2016; VERAS et al., 2017).
Devido a composicdo da biomassa vegetal variar de acordo com a matéria-prima, é
necessario a utilizacdo de substancias que tém a finalidade de melhorar o crescimento
microbiano e acelerar o metabolismo durante o processo fermentativo. Diante disso esta
etapa tem a finalidade de avaliar a influéncia da suplementacdo na producéo de xilitol
em hidrolisado por linhagens de Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces
rabaulensis O estudo de diferentes fontes de nitrogénio como sulfato de aménio (X1 - 0-
2 gL, extrato de farelo de arroz (Xz - 5,0-10,0 gL™), e extrato de levedura (X3 - 1,0-
2,0 gL™Y) foi realizado por meio de um planejamento fatorial completo 23. Os resultados
dos ensaios para cada linhagem e suplementagdo nos tempos de 72, 96 e 120 horas de
cultivo encontram-se detalhados no APENDICE 3.

A utilizacdo do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana de acUcar foi
estudada como matéria-prima para a producdo biotecnolégica de xilitol. A composicédo
deste material, previamente verificada por andlise de cromatografia, foi de
aproximadamente 40 gL™* de xilose, 5gL™ de glicose, 2,65 gL de acido acético, 0,06
gLt de furfural e 0,05 gL de hidroximetilfurfural mesmo apds o tratamento com
carvao ativado. Apesar da presenca destes compostos toxicos foi possivel a utilizacdo
deste hidrolisado como matéria-prima para a producdo biotecnolégica de xilitol. Os
valores de agucares e compostos inibitdrios foram proximos aos valores encontrados em
outros trabalhos utilizando os mesmos processos de hidrolise e destoxificagdo (SILVA;
FELIPE 2006; THANCHAROEN et al., 2016; HERNANDEZ-PEREZ et al., 2016). A
xilose foi o monossacarideo de maior concentracdo, favorecendo o processo de

bioconversao de xilose em xilitol.
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A Tabela 17 apresenta os valores reais e codificados das variaveis
independentes, concentracdo de sulfato de amonio (S, Xi), concentragdo de extrato de
farelo de arroz (F, X2) e concentracdo de extrato de levedura (E, X3) e os valores de
producdo de xilitol em cada um dos ensaios do planejamento fatorial. Para cada
levedura foram realizados os ensaios correspondentes ao planejamento fatorial 23
(ensaios 01 a 08) e 4 repeti¢cdes no ponto central (PC1, PC2, PC3 e PC4). Nesta etapa,
visando a melhoria da producao de xilitol por estas leveduras, foi possivel selecionar
fatores e interacdes que foram significativos ao nivel de 95% de confianca. Os melhores
valores para a producdo de xilitol por estas leveduras foram obtidos no tempo de 72

horas de cultivo (Tabela 17).
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Tabela 17: Valores utilizados e codificados no planejamento fatorial completo 2° com 4 repeticdes no ponto central para os trés fatores (X1, Xz €
X3) e respostas para cada levedura (Y1, Y2, Yz e Ys) no tempo de 72h.

Cyberlindnera xylosylitica

Wickerhamomyces rabaulensis.

S £ £ UFMG-CM- UFMG-CM- UFMG-CM-  UFMG-CM-

Ensaio (gL (gL (gL Y309 Y409 Y3716 Y3147

X, X, Xs X1 X2 Xz XI|I'F?| XI|IF;)| XI|IF;)| XI|I1_Z§)|

(gL™) (9L™) (9L™) (9L™)

Y1 Y2 Y3 Y,

_ 1 0,0 50 1,0 -1 -1 -1 9,89+0,133 14,01+0,611 1,94+0,101 2,38+0,041
g 2 2,0 50 1,0 +1 -1 -1 9,370,222 12,01+0,082 1,96+0,093 2,480,042
E 3 0,0 10,0 1,0 -1 +1 -1 11,97+0,813 14,06+0,083 2,090,162 2,560,012
g - 4 2,0 10,0 1,0 +1 +1 -1 10,12+0,574 12,34+0,231 2,54+0,302 3,960,095
2 o 5 0,0 50 2,0 -1 -1 +1 11,11+0,765 12,38+0,185 2,630,893 3,350,281
= 6 2,0 50 2,0 +1 -1 +1  9,75+0,143  12,64+0,392 3,100,714 3,920,093
§ 7 0,0 10,0 2,0 -1 +1 +1 9,55+0,921 13,05+0,784 3,660,952 3,820,012
8 2,0 10,0 2,0 +1 +1 +1 9,30+0,712 13,41+0,593 3,41+0,413 4,10+0,073
PC1 1,0 7,50 1,50 0 0 0 10,230,043 12,51+0,082 3,380,671 4,30+0,074
g ‘_g PC2 1,0 7,50 1,50 0 0 0 9,64+0,421 12,95+0,784 2,22+0,402 3,45+0,281
& § PC3 1,0 7,50 1,50 0 0 0 9,76+0,062 13,16+0,781 3,54+0,333 3,45+0144
PC4 1,0 7,50 1,50 0 0 0 9,70+0,083 13,73+0,393 2,54+0,301 3,45+0,351

Concentracdo de sulfato de amdnio (S, X1), concentracdo de extrato de farelo de arroz (F*, X2) e concentracdo de extrato de levedura (E*, X3). Linhagens UFMG-CM-Y309 e

UFMG-CM-Y409 pertencem a espécie Cyberlindnera xylosylitica e UFMG-CM-Y 3716 e UFMG-CM-Y 3747 pertencem & espécie Wickerhamomyces rabaulensis.
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Em geral, a producéo de xilitol por C. xylosilytica UFMG-CM-Y309 e UFMG-
CM-Y409 foi maior do que a producdo pelas linhagens de W. rabaulensis UFMG-CM-
Y3716 e UFMG-CM-Y3747 em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana. Em
todos 0s casos, 0s pontos centrais apresentaram uma variacdo pequena, em média,
9,83+0,269, 13,09+0,507, 2,92+0,640 e 3,66+0,425 gL de xilitol paras as leveduras
UFMG-CM-Y309, UFMG-CM-Y409 (Cyberlindnera xylosilytica), UFMG-CM-Y 3716,
UFMG-CM-Y3747 (Wickerhamomyces rabaulensis), respectivamente, indicando uma
boa repetibilidade do processo (Tabela 17). A Tabela 18 apresenta as estimativas dos

efeitos dos fatores e interacdes para a producéo de xilitol (gL ™) por essas leveduras.

Tabela 18: Estimativas dos efeitos dos fatores e interagdes para a produgdo de xilitol
(gLY) pelas leveduras UFMG-CM-Y3716 ¢ UFMG-CM-Y3747 (Wickerhamomyces
rabaulensis), UFMG-CM-Y 309, UFMG-CM-Y409 (Cyberlindnera xylosilytica).

Leveduras Fatores Efeitos p — valor
e erro padréo
© Média 2,75+0,16 -
5 23 Xa(L) 0,173+0,39 0,681
> 25 Xa(L) 0,518+0,39 0,248
SEE Xa(L) 1,06820,39 0,043
0¥E X1 Xz -0,073+0,39 0,862
=5 X1Xs -0,063+0,39 0,881
- XoX3 0,153+0,39 0,716
> Média 3,43+0,14 -
5 £3 Xi(L) 0,588+0,34 0,146
> 25 Xao(L) 0,578+0,34 0,152
SEE Xa(L) 0,953+0,34 0,039
g X1 X2 0,253+0,34 0,493
=< 8 X1 X3 -0,163+0,34 0,655
LL (&]
S XoX3 -0,253+0,34 0,493
Média 10,03+0,14 -
s £, Xi(L) -0,995+0,35 0,035
O 5= Xa(L) 0,205+0,35 0,580
OREF X3(L) -0,41£0,35 0,290
Z> 33 X1Xe -0,0550,35 0,880
5 &7 X1X3 0,19+0,35 0,607
XoX3 -1,21+0,35 0,018
Média 13,0240,12 -
s £, Xa(L) -0,77520,28 0,041
O 5= Xa(L) 0,455+0,28 0,169
OLEZ Xa(L) -0,235+0,28 0,444
=> 33 X1Xz 0,095:0,28 0,751
5 &° X1 X3 1,085+0,28 0,012

XoX3 0,265+0,28 0,392
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Na triagem inicial dos fatores e interacdes que foram significativos ao nivel de
95 % de confianca (Tabela 18) observou-se que para as leveduras UFMG-CM-Y 3716 e
UFMG-CM-Y3747, ambas da espécie Wickerhamomyces rabaulensis, somente a adicao
de extrato de levedura (X3) foi significativa ao nivel de 95 % de confianca (p<0,05). Em
ambos 0s casos esse nutriente favoreceu a producédo de xilitol quando sua concentragdo
no meio de cultivo foi aumentada de seu nivel -1 (1,0 gL ™) para o seu nivel +1 (2,0 gL
1. No entanto, estas leveduras produziram baixas concentragdes de xilitol (< 4,5 gL ™)
apos 72 horas de cultivo (Tabela 17), mesmo apresentando a maior producgdo de xilitol
(39,66 gL!) durante a triagem com meio complexo. Estes resultados indicam que para
estas leveduras a producdo de xilitol poderd ser melhorada com o aumento da
concentracdo desta fonte de nitrogénio no meio de cultivo, bem como diminuindo a
concentracdo de inibidores microbianos presentes no hidrolisado hemiceluldsico de
bagaco de cana de aglUcar. No entanto, devido a baixa producdo de xilitol por tais
linhagens sugere-se um estudo envolvendo outras variaveis, como outra fonte de
carbono com menor concentracdo de compostos inibitdrios, outros suplementos, niveis
de oxigenacado, temperatura e pH. Alguns inibidores, como &cido acético, furfural e 5-
hidroximetilfurfural podem afetar a fisiologia, viabilidade celular e a producéo de xilitol,
interferindo na atividade das enzimas glicoliticas e na sintese de macromoléculas (da
CUNHA et al., 2011). Ainda, alguns inibidores apresentam reacdo cruzada, ou seja, a
presenca de outros potencializa sua toxicidade (HUANG et al., 2011). O &cido acético
acidifica o citoplasma, que em condi¢fes normais, apresenta um pH proximo da
neutralidade; interfere na organizacdo da membrana plasmatica; inibe a absorcdo de
nutrientes essenciais para o metabolismo da levedura, como leucina, lisina, glicose e
fosfato, além de induzir a célula a apoptose (DING et al., 2013).

As linhagens de Cyberlindnera xylosilytica, UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-
Y409, tiveram destaque quanto a producédo de xilitol no ensaio contendo nivel minimo
de sulfato de amonio (0 gL™?), nivel maximo de farelo de arroz (10 gL™?) e o nivel
minimo de extrato de levedura (1 gL™), apresentando uma producéo de 11,97 gL de
xilitol (Yps = 0,55 ggt, Qp = 0,17 gL .h', n = 60,20%) e 14,06 gL (Yps = 0,63 gg?,
Qp = 0,20 gL1.h, n = 68,22%), respectivamente (Tabela 17). Uma vez que os resultados
obtidos para essa espécie foram melhores que aqueles obtidos para W. rabaulensis, na
sequéncia dessa analise estatistica serd dado énfase as leveduras UFMG-CM-Y309 e
UFMG-CM-Y409 de Cyberlindnera xylosilytica.
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Para C. xylosilytica UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409, os modelos
lineares e de segunda ordem foram testados para variavel de resposta de producdo de
xilitol, e o0 modelo de segunda ordem foi ajustado usando o software Design-Expert.
Para C. xylosilytica UFMG-CM-Y309, o termo linear da varidvel X1 ((NH4)2SO4) e as
interagOes entre as duas fontes de nitrogénio orgénico extrato de farelo de arroz e
extrato de levedura (X2X3) foram estatisticamente significantes ao nivel de confianca de
5% (p <0,05). De acordo com a Tabela 18 o efeito da adi¢do de sulfato de amonio para
as leveduras UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409 foi negativo, indicando que a
producdo de xilitol por estas leveduras foi favorecida empregando-se o sulfato de
amonio no seu nivel mais baixo (-1) o que corresponde a sua auséncia no meio de
cultivo. Também para estas linhagens constatou-se a existéncia de efeitos de interacédo
significativos, X2X3 (extrato de farelo de arroz e extrato de levedura) e X1 X3 (sulfato de
amonio e extrato de levedura), respectivamente. Bera; Mukherjee (1989) mencionaram
que o concentrado de proteina de farelo de arroz tinha solubilidade maxima (> 75%) a
pH 9,0-10,5 e solubilidade minima (~ 13%) a pH 4,5-5,5. Neste trabalho, a proteina de
arroz foi extraida com agua a pH 6,0, o que provavelmente contribuiu para a
suplementacdo do meio com baixa quantidade de proteinas sollveis podendo ser
enriquecida com baixa quantidade de extrato de levedura para a melhoria no rendimento
de xilitol.

A Tabela 19 mostra os coeficientes de regressdo para as leveduras UFMG-
CM-Y309 e UFMG-CM-Y409 depois de retirados os fatores e interagcdes que ndo foram
estatisticamente significativos no nivel de 95%.

Tabela 19: Coeficientes de regressdo para a resposta producéo de xilitol pelas linhagens
UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409 de Cyberlindnera xylosilytica.

Leveduras Fatores Coeficientes

B Média 10,03
= <8 Xa(L) -0,498
3225 Xa(L) 0,103
S0T 3 Xa(L) -0,205
L”e%x X2Xs -0,605
o

 w Média 13,02
> <8 X(L) -0,388
8 225 X3(L) -0,118
S ; E § X1 X3 0,543
LL o >

> FX
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Nos casos supracitados, constatou-se que os resultados relativos a producédo de
xilitol (gL™) apresentaram curvatura significativa e ndo apresentavam falta de ajuste
significativo no nivel de 95% de confianca. A andlise dos residuos do modelo proposto
mostrou uma disposicdo dos valores preditos pela curva com relacdo a média e seus
respectivos residuos dispostos de maneira aleatdria (dados ndo apresentados). Este fato
ndo sugere um padrdo geométrico que possa indicar uma anormalidade na distribuicéo
dos residuos. Com isso, considerou-se que a curva estd representando os pontos de
maneira satisfatoria, pois os erros seguem uma distribuicdo normal.

As Tabela 20 e Tabela 21 apresentam a analise de variancia (ANOVA) para as
leveduras UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409; respectivamente, pode-se observar
que os niveis de significancia para os fatores e interacBes encontram-se em 95% de
confianca, indicando que 0 Festimado fOi Maior que 0 Fravelado. ASSIM, tem-se a evidéncia
da existéncia de uma relacdo quadratica dos fatores e interacBes (varidveis
independentes) com a variavel resposta que € a producéo de xilitol (gL ™) para ambas as
linhagens, indicando que todos os fatores foram estatisticamente significativos, com

bom intervalo de confianca.

Tabela 20: Anélise de variancia (ANOVA) para a producdo de xilitol, em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana de acucar pela linhagem UFMG-CM-Y309-
Cyberlindnera xylosilytica seguindo um planejamento fatorial 23 com 4 repeticdes no
ponto central.

Fonte de Fatores e Somados Grausde Quadrado Valor Valor
variacao interagbes Quadrados liberdade médio de F dep
Xi(L) 1,980 1 1,980 10,83 0,0133
Xz (L) 0,084 1 0,084 0,46  0,5196
Xz (L) 0,336 1 0,336 1,84 0,2173
XoX3 2,928 1 2,928 16,01  0,0052
Residuo 1,280 7 0,183 - -
Falta de 1,063 4 0,266 3,66
ajuste
Erro 0,218 3 0,073 - -
puro
Total 6,609 11 - - -
(Corr)
R?=0,8063

R? (ajustado)= 0,6956



60

Tabela 21: Analise de variancia (ANOVA) para a producdo de xilitol em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana de acgucar pela linhagem UFMG-CM-Y409 de
Cyberlindnera xylosilytica seguindo um planejamento fatorial 2° com 4 repeticdes no
ponto central.

Fonte de Fatorese Somados Grausde Quadrado Valor Valor
variacao interacbes Quadrados liberdade medio deF dep
X1 (L) 1,201 1 1,201 7,00 0,0295
Xz (L) 0,110 1 0,111 0,64 0,4457
X1 X3 2,352 1 2,354 13,71 0,0060
Residuo 1,374 8 0,1712 - -
Falta de 0,027 1 0,0267 0,14 0,7207
ajuste
Erro 1,347 7 0,192 - -
puro
Total 5,040 11 - - -
(Corr)
R2=0,7274

R? (ajustado) = 0,6252

As Tabelas 20 e 21 também mostram que os residuos totais foram
desmembrados em falta de ajuste e erro puro. Este procedimento é valido uma vez que
foram realizadas as repeticGes no ponto central para poder se obter uma estimativa do
erro aleatdrio (erro puro). Assim, pode-se julgar de maneira quantitativa se o modelo
representa satisfatoriamente as observagdes. A partir da analise de tais tabelas para a
resposta producdo de xilitol pelas leveduras UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y4009,
verifica-se a porcentagem de variagdo explicada (R?, de 80,63 e 72,74%,
respectivamente.

As Equac0es 7 e 8 descrevem a producdo de xilitol pelas leveduras UFMG-CM-
Y309 e UFMG-CM-Y409, respectivamente, prevista pelos modelos em funcdo das
varidveis codificadas nos modelos reparametrizados que contém apenas 0s termos

estatisticamente significativos (Tabela 19).
Y, =+10,03—0,498X, +0,103X , —0,205X 5 —0,605X , X 5 (Equacéo 7)

Y, = +13,02-0,388X; —0,118X 5 + 0,543X, X5 (Equacéo 8)

Em que: Y1 e Yz correspondem a producgdo de xilitol pelas leveduras UFMG-CM-Y 309
e UFMG-CM-Y409, respectivamente, e Xi, Xz e Xz correspondem aos valores
codificados para as variaveis: concentracdo de sulfato de amonio (S, X1), concentracdo
de extrato de farelo de arroz (F, X2) e concentracdo de extrato de levedura (E, X3),

respectivamente.
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Como observado anteriormente, para as leveduras UFMG-CM-Y309 e UFMG-
CM-Y409 constatou-se a existéncia de efeitos de interacdo significativos, X2Xs (extrato
de farelo de arroz e extrato de levedura) e Xi1Xs (sulfato de aménio e extrato de
levedura), respectivamente (Tabelas 20 e 21). Nestes casos, os efeitos principais devem
ser interpretados conjuntamente. A Figura 11 apresenta a producdo de xilitol estimada
em funcdo destes pares de fatores para estas leveduras. Nestes pares o primeiro fator
varia de seu nivel inferior (-1) para o seu nivel superior (+1), enquanto que o segundo
fator principal que compde a interacdo é mantido em seu nivel inferior (linha negativa) e
em seu nivel superior (+1) (linha positiva).

Assim, os efeitos de interacdo de primeira ordem, X2X3 e X1 X3 para as leveduras
UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409, respectivamente, podem ser entendidos como a
variagdo causada na resposta, quando se faz variar os niveis de um dos fatores “dentro”
de cada nivel do outro. Assim para a UFMG-CM-Y309 (Figura 11a) observa-se que a
maior producdo de xilitol foi favorecida quando o extrato de farelo de arroz foi
adicionado ao meio de cultivo no sentido de seu nivel inferior (5,0 gL ™) para o seu nivel
superior (10,0 gL™?) quando associado ao extrato de levedura em seu nivel inferior (1,0
gL™).

No entanto, em menor proporc¢do também se observou melhorias na producéo de
xilitol com a diminuicdo do extrato de farelo de arroz (5,0 gL™), porém, neste caso
deve-se aumentar a concentracio de extrato de levedura (2,0 gL™) no meio de cultivo
(Figura 11a). Para esta levedura, UFMG-CM-Y 309, sera possivel empregar fontes mais
baratas de nitrogénio (isto é, o extrato de levedura, obtido a partir da levedura utilizada

na prépria biorrefinaria) para a producéo de xilitol.
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Figura 11: InteracGes dos fatores significativos na resposta producdo de xilitol para as
linhagens leveduras UFMG-CM-Y309 (a) e UFMG-CM-Y409 (b) de Cyberlindnera
xylosilytica.

Para a linhagem UFMG-CM-Y409 (Figura 11b) como a interacdo XXz foi
significativa ao nivel de 95 % de confianca pode-se constatar que a producéo de xilitol
foi favorecida quando o sulfato de amonio estava ausente do meio de cultivo (nivel
inferior) com associacdo da menor concentragdo de extrato de levedura (1,0 gL™). No
entanto, ao direcionar o sulfato de amonio do seu nivel inferior para o seu nivel superior
(2,0 gLY), deve-se manter o extrato de levedura em seu nivel superior (2,0 gL™) para
favorecer a producdo de xilitol por esta levedura (Figura 11b). Estes resultados podem
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ser melhores visualizados na Figura 12. Analisando-se as superficies de respostas
(Figuras 12a e 12b), pode-se verificar a existéncia de uma regido que favoreceu a
producdo de xilitol pelas leveduras UFMG-CM-Y 309 e UFMG-CM-Y409.
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Figura 12: Superficie de resposta para a producdo de xilitol (gL™) pelas linhagens
UFMG-CM-Y309 (a) e UFMG-CM-Y409 (b) de Cyberlindnera xylosilytica.
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A melhoria na producdo de xilitol pelas linhagens de C. xylosilytica em meio
contendo hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana foi possivel através da
utilizagdo de uma fonte alternativa de nitrogénio, extrato de farelo de arroz (10 gL™?) e
pela reducdo da fonte de nitrogénio mais cara, extrato de levedura (1 gL™). Estas
linhagens de levedura (UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409) foram utilizadas para
testes subsequentes em hidrolisado hemicelulésico de cana de agucar, suplementado
com os nutrientes selecionados (extrato de farelo de arroz e extrato de levedura), para

avaliar os efeitos de diferentes concentrac@es celulares e volumes de meio.

5.3 Planejamento fatorial 22 para selecionar a concentracdo celular e o volume de
meio adequadas para producdo de xilitol em hidrolisado hemicelulésico de bagaco

de cana.

Nesta etapa, estudou-se a producdo de xilitol, consumo de xilose e crescimento
celular de linhagens de C. xylosilytica UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409 em
hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de cana de agUcar suplementado com farelo de
arroz (10 gL!) e extrato de levedura (1 gL™) selecionados na etapa anterior, utilizando
um planejamento fatorial 22 completo com quatro pontos centrais, para avaliar o volume
de meio e a concentracdo celular durante o processo de cultivo.

As avaliacOes das diferentes concentragfes celulares e volumes de meio e os
parametros fermentativos para todas os experimentos estdo resumidos na Tabela 22. Em
geral, os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o crescimento celular, o
consumo de xilose e a producdo de xilitol aumentaram com baixas concentracdes
celulares (1,0 gL) e aumento da disponibilidade inicial de oxigénio (25 mL) em frascos
de Erlenmeyer (125 mL), utilizando hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana de

acucar.
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Tabela 22: Valores utilizados e codificados no planejamento fatorial completo 22 com 4
repeticdes no ponto central para a avaliagdo do efeito do volume de meio (V*) e
concentracdo celular (C*) para a producdo de xilitol pelas leveduras Cyberlindnera
xylosilytica

Ensaios V* C* Linhagens Tempo Biomassa Consumo  Xilitol (gL™?) Ypis Qp n
X)) (X2) (h) (gL™ de xilose (gg™ (@L*h (%)
% )
UFMG- 9 3,30 63,24 18,57+0,571 0,71 019 77,16
01 250 10 CM-Y309 49 3,83 7072 2213:0882 075 018 8227
UFMG- 96 4,23 64,23 19,20+0,288 0,74 020 80,73
CM-Y409 159 5,10 7834  2101+0,773 066 018 72,43
UFMG- 96 1,84 27,73 6,70£0,021 058 007 6323
02 750 1.0 CM-Y309 1o 1,85 2446  7,85+0213 077 007 8444
UFMG- 96 1,55 40,35 11,88+0,076 0,73 0,12 7937
CM-Y409 199 1,60 4436 12,470,764 070 0,10 76,18
UFMG- 96 10,35 48,30 13,40+0,740 0,69 0,14 7574
03 250 100 CM-Y309 45, 11,38 6333  16,31+0,706 064 014 7027
UFMG- 96 10,58 6650  11,19+0,371 043 012 4741
CM-Y409 15 11,12 71,52 11,40+0,449 041 010 4491
UFMG- 96 9,08 5210 11,010,063 055 012 60,49
04 750 100 CM-Y309 ., 9,23 6129  11,53+0,212 049 010 5374
UFMG-
Y400 9% 9,21 71,21 15,45+0,237 057 0,16 62,01
120 8,37 83,25 16,42+0,130 0,52 0,14 56,55
UFMG- 96 4,62 28,12 7,79#0,050 0,75 007 81,59
05 50 5  CM-Y309 15 4,70 29,76 7,79+0,064 071 006 7713
UFMG- 96 4,30 38,4 9,160,037 0,60 0,10 65,32
CM-Y409
120 4,29 40,83 4,75£0,025 029 0,04 32,06
UFMG- 96 4,71 27,34 7,11+0,126 0,71 007 7781
06 50 5  CM-Y309 45 4,72 3323 7,79#0,262 065 007 70,35
UFMG- 96 4,35 37,47 9,09£0,024 0,64 009 69,72
CM-Y409
120 4,29 38,30 4,36x0,039 0,30 004 32,69
UFMG- 96 4,65 32,14 7,730,036 066 0,08 71,97
07 50 5  CM-Y309 5, 4,92 33,23 8,050,096 066 007 7248
UFMG- 96 4,43 34,43 9,210,030 0,71 010 77,25
CM-Y409
120 4,36 45,11 585+0,022 034 005 3758
UFMG- 9 4,78 38,31 7,98+0,497 053 0,08 5819
08 50 5  CM-Y309 49, 4,83 39,56 7.85¢0,452 055 007 59,70
UFMG- 96 4,11 44,43 9,10+0,141 0,66 012 71,44
CM-Y409 45 4,45 44,23 515+0,212 028 004 30,24

Yp/s; Qp, n, sdo respectivamente os fatores de conversdo, produtividade e eficiéncia de xilitol.
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O uso de xilose para o crescimento celular ou producdo de xilitol foi dependente
da disponibilidade inicial de oxigénio, pois estes experimentos foram realizados sob
condi¢cdes de aumento e diminuicdo dos niveis de oxigénio estabelecidos utilizando
diferentes volumes de meio (25, 50 e 75 mL) em Erlenmeyer de 125 mL (Tabela 22).
Observou-se que a capacidade da levedura em assimilar a xilose foi afetada com a
reducdo da condicdo inicial de oxigénio (volume médio de 75 mL), o que poderia estar
associado a limitacdo do suprimento de NADPH necesséario para a atividade da XR
(SILVA e FELIPE, 2006), mesmo com o uso de farelo de arroz e extrato de levedura
como suplementos nutricionais. Segundo a literatura, o oxigénio tem um papel relevante
como aceptor final de elétrons na manutencdo do equilibrio redox em duas etapas
iniciais do metabolismo da xilose. A reducdo nas taxas de consumo de oxigénio ou
condi¢des anaerdbicas pode resultar na inibicdo da oxidacdo de NADH a NAD™ (SU et
al., 2015; CADETE et al., 2016). Nesse caso, outro aceptor de elétrons se torna
necessario para oxidar o NADH. Na auséncia de qualquer aceptor de elétrons, a célula
pode ndo manter o balanco redox e seria incapaz de fermentar D-Xilose em etanol,
resultando no acumulo de xilitol. O oxigénio também & necessario para gerar energia
durante o transporte da xilose na célula (SILVA et al., 2012; BELLIDO et al., 2013;
MOURA, 2015).

Em relacdo a variacdo da disponibilidade inicial de oxigénio, em Erlenmeyer de
125 mL contendo 25 mL de meio o consumo de xilose foi maior do que o comparado
com menor disponibilidade inicial de oxigénio (75 mL de meio) (Figuras 13a, 13c, 14a
e 14c), demonstrando que o crescimento de C. xylosilytica foi suscetivel aos niveis de
oxigenacdo. O ensaio 01, em que a condi¢do de oxigenacao foi maior (com 25 mL de
meio), promoveu aumento de 283% e 410% na massa celular de C. xylosilytica UFMG-
CM-Y309 e UFMG- CM-Y-409, em 120 h de cultivo, como pode ser visualizado pelas
Figuras 13a e 14a, respectivamente. Em relacdo aos experimentos em que ocorreu 0
aumento da concentracio celular para 10 gL (Ensaios 3 e 4), ndo foi observou variagio
sobre o crescimento celular durante o cultivo, esses valores iniciais foram mantidos
constantes para todas as amostras coletadas durante 120 hs, como pode ser observado
nas Figuras 13c-d e 14c-d.
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Figura 13: Perfis de xilose (-m-), xilitol (-e-) e biomassa celular (-- A --) em cultivo com C.
xylosilytica (UFMG-CM-Y309) em hidrolisado hemicelul6sico de bagacgo de cana de acUcar
com diferentes concentragdes celulares e disponibilidade inicial de oxigénio: (A) 1gL™ e 25
mL; (B) 1gL* e 75 mL; (C) 10gL™ e 25 mL; (D) 10gL™ e 75 mL.
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Figura 14: Perfis de xilose (-m-), xilitol (-e-) e biomassa celular (-- A --) em cultivo com C.
xylosilytica (UFMG-CM-Y409) em hidrolisado hemicelul6sico de bagago de cana de agucar
com diferentes concentragdes celulares e disponibilidade inicial de oxigénio: (A) 1gL™ e 25
mL; (B) 1gL* e 75 mL; (C) 10gL™ e 25 mL; (D) 10gL™" e 75 mL.
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Um aumento na producdo de xilitol também foi observado no Ensaio 01. Os
melhores valores dos parametros de fermentacdo para a producdo de xilitol foram
observados em 96 h para ambas as linhagens, sendo que C. xylosilytica, UFMG-CM-
Y309, exibiu maior producdo de xilitol (22,13 gL™; Yus 0,75 gg?) (Figuras 13 e 14).
Embora a disponibilidade de oxigénio seja um fator critico para a bioconversdo de
xilose-xilitol, pode ser possivel melhorar este bioprocesso aumentando o consumo de
xilose sob condicdes de limitacdo de oxigénio e diminuicdo da concentracdo celular. O
maior rendimento de xilitol obtido com C. tropicalis em hidrolisado de bagaco de cana
de aglcar destoxificado com carvao ativado foi menor que o encontrado no presente
estudo (Ypis 0,66 gg™) (Marton et al., 2006). Segundo Guaman-Burneo et al. (2015), C.
galapagoensis foi avaliada em uma concentracio celular inicial de 1,0 gL na presenca
de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana contendo 49,7 gL de xilose e
apresentou a segunda maior producdo de xilitol (17,01 gL e Yps 0,50 gg?). Nas
mesmas condicOes, esses autores testaram uma linhagem de C. tropicalis que
apresentou maiores valores de xilitol (27,12 gL e Yus 0,67 ggt). Hernandez-Pérez et
al. (2016) cultivaram C. (Meyerozyma) guilliermondii em hidrolisado hemicelul6sico de
cana de aglcar contendo 50 gL de xilose suplementado com farelo de arroz (20 gL™?),
(NH4)2S04 (2,0 gL™) e CaCl2.2H20 (0,1 gL ') em uma concentragéo inicial de células
de 1,0 gL! para a producéo de xilitol em diferentes volumes de meio (25 ou 50 mL) em
frascos Erlenmeyer de 125 mL. Os melhores resultados foram observados com 25 mL
de meio, apresentando uma produc&o e bioconversio de xilose em xilitol de 16,20 gL*
e Yp/s 0,47 gg’l, respectivamente.

Os ensaios relacionados aos pontos centrais, com 5 gL de concentragdo celular
e 50 mL de meio, (Tabela 22) apresentaram pequenas variacoes. C. xylosilytica UFMG-
CM-Y309 produziu 7,65+0,377 gLt de xilitol em 96 hs, consumindo aproximadamente
40% de xilose, enquanto a outra linhagem, UFMG-CM-Y409, produziu 9,14+0,056 gL
de xilitol em um consumo médio de xilose de 42%, indicando boa reprodutibilidade do
processo.

A Tabela 23 e 24 apresentam a analise de variancia (ANOVA) para as leveduras
UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409, no tempo de cultivo de 96 e 120 h,
respectivamente. A partir da anélise das tabelas para a resposta producdo de xilitol pelas
leveduras analisadas verifica-se a porcentagem de variacido explicada (R?) de 99,64 e
99,55 %.
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Tabela 23: Analise de variancia (ANOVA) para a producdo de xilitol, em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana de aglcar pela linhagem UFMG-CM-309
Cyberlindnera xylosilytica seguindo um planejamento fatorial 22 com 4 repeticdes no
ponto central, no tempo de 96 hs.

Fonte Fatorese Somados Grausde Quadrado Valorde Valorde
de interagdes Quadrados liberdade médio F p
variacao

Curvatura 45,4581 1 45,45811 319,7710 0,000381
X1 (L) 50,8369 1 50,8369  357,6076 0,000323
X2 (L) 0,1849 1 0,1849 1,3007  0,336895

1

X1 Xz 22,4676 22,4676  158,0463 0,001085
Residuo 0,1421583 - -
Erro 0,4265 3 0,14216 - -
puro
Total 119,3740 7 - - -
(Corr)
R?=0,99643

R? (ajustado)= 0,99166

Tabela 24: Analise de variancia (ANOVA) para a producdo de xilitol, em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana de acglUcar pela linhagem UFMG-CM-409
Cyberlindnera xylosilytica seguindo um planejamento fatorial 22 com 4 repeticdes no
ponto central, no tempo de 120 h.

Fonte Fatorese Somados Grausde Quadrado Valorde Valor de
de interagdes Quadrados liberdade médio F p
variacao

Curvatura 212,077 1 212,077  524,0459 0,000183
X1 (L) 3,0976 1 3,0976 7,6542  0,069765
1
1

X2 (L) 8,0089 8,0089 19,7901 0,021132
X1X2 45,9684 459684 113,5887 0,001766
Residuo 0,4046917 - -
Erro 1,2141 3 0,4047 - -
puro
Total 270,3660 7 - - -
(Corr)
R?=0,99551

R? (ajustado)= 0,98952

As equacdes 9 e 10 descrevem a producdo de xilitol pelas leveduras UFMG-CM-
Y309 e UFMG-CM-Y409, respectivamente, prevista pelos modelos em funcdo das
varidveis codificadas nos modelos reparametrizados que contém apenas 0S termos

estatisticamente significativos. (Tabela 25).
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Tabela 25: Coeficientes de regressdo para a resposta producéo de xilitol pelas linhagens
UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409 de Cyberlindenra xylosilytica.

Leveduras Fatores Coeficientes

Média 12,4200

< g g Xi (L) -3,5650
S.52 Xa(L) -0,2150
O] =EE X1 Xz 2,3700
=> 3 O
L S
(@]
© Média 15,3250
S 58 X  -0800
Qx3TE Xa(L) -1,4150
SY¥s 8 X1 X2 3,3900
L O >
) > X
O
Y1 = 12,42 — 3,5650X; — 0,2150X; + 2,3700X:X2 (Equacio 9)
Y1 = 15,3250 — 0,8800X; — 1,4150X; + 3,3900X1 X, (Equacéo 10)

Em que Y1 e Y2 correspondem a producéo de xilitol pelas leveduras UFMG-CM-Y 309
e UFMG-CM-Y409, respectivamente e X; e Xz corresponde aos valores codificados

pelas varidveis: Volume de meio (X1) e concentracgdo celular (X2).

Como observado para as linhagens UFMG-CM-Y309 e UFMG-CM-Y409,
constatou-se a existéncia de efeitos de interacdo significativos (p<0,05) X1X> para
ambas leveduras (Tabelas 23 e 24). Pode-se visualizar pela Figura 15 a existéncia de
uma regido que favoreceu a producdo de xilitol quando o volume de meio estava no
sentido do seu nivel inferior (25mL) quando associado a concentracdo celular também

no seu nivel inferior (1 gL™).
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Figura 15: Superficie de resposta para a producéo de xilitol (gL™) pelas linhagens
UFMG-CM-Y309 (a) e UFMG-CM-Y409 (b) de Cyberlindnera xylosilytica.

Diante destes resultados, a melhoria na producdo de xilitol pelas linhagens de C.
xylosilytica em meio contendo hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana foi

considerando um nivel maior de oxigenacdo e nivel menor de concentracdo celular.
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Estas condigbes prévias foram utilizadas para testes subsequentes em hidrolisado
hemiceluldsico de cana de agucar, suplementado com extrato de farelo de arroz e extrato

de levedura para avaliar a producéo de xilitol em biorreator de bancada.

5.4 Avaliagdo em biorreator de bancada do desempenho da Cyberlindnera
xylosilytica (UFMG-CM-Y309) em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana

de acUcar

A linhagem Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309) foi selecionada
como promissora para a bioconversdo de xilose em xilitol em hidrolisado
hemicelulésico de bagaco de cana de acUcar apds adequacdo da suplementacéo,
concentracdo inicial de indculo e relagdo volume de frasco e volume de meio (aeracéo)
em frascos Erlenmeyers. Segundo Rao et al. (2016), a producdo de xilitol em aumento
de escala pode ter influéncia de diversos fatores como: tipo de microrganismo,
composicao do meio e condi¢cBes ambientais (pH, temperatura, agitacao e aeragéo).

Diante disso, a primeira etapa desta fase, foi realizar testes prévios para
verificar o comportamento da levedura em biorreator de bancada utilizando meio
complexo. Como a disponibilidade de oxigénio é um dos fatores principais para o
cultivo, foi determinado o coeficiente de transferéncia de oxigénio (k.a) de acordo com
a variacdo de agitacdo e aeracdo, pois € um parametro relevante do processo
desempenhando um papel importante na regulacdo do crescimento celular e formacéo
de xilitol por afetar a atividade de xilose redutase e xilitol desidrogenase (BRANCO et
al., 2009). O Apéndice 4 apresenta os resultados de crescimento celular, consumo de
xilose e producéo de xilitol, encontrados em meio contendo apenas xilose como fonte
de carbono, suplementada com farelo de arroz (10 gL™?) e extrato de levedura (1gL™)
em Erlenmeyer e em trés valores diferentes de kia, para avaliar a influéncia da
oxigenagcdo no meio de cultivo. Nestes testes prévios constatou-se dificuldade no
processo com a formacéo de espuma, provavelmente devido a alta agitacdo e aeracao,
havendo necessidade da utilizagdo de um antiespumante no inicio do processo
fermentativo. Apos verificar as condi¢fes de cultivo foram realizados testes em
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de agucar.

Nesta etapa do trabalho, em biorreator de bancada, foi avaliado o desempenho
desta linhagem de levedura em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de agucar,

utilizando duas condigbes especificas de coeficiente de transferéncia volumétrico de
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oxigénio dissolvido (kLa) correspondendo a 21,60 h* (350 rpm e 0,75vvm) e 35,64 h!
(450 rpm e 0,85 vvm). Os resultados destes ensaios, que estdo descritos na Tabela 26,
foram comparados aos obtidos em frascos Erlenmeyers estudados nas etapas anteriores
deste trabalho.

Os ensaios em biorreator de bancada foram continuamente monitorados sendo
possivel constatar por meio de microscopia a auséncia de contaminantes em todos 0s
tempos coletados. A concentragdo celular (14,60 gL™) foi favorecida no ki a de 35,60 h-
! porém foram encontrados valores muito proximos (13,25 gL?) para o kia de 21,64 h-
! No entanto, menor crescimento celular (4,92 gL™) foi observado nos ensaios
conduzidos em Erlenmeyers (Tabela 26). Em pesquisas realizadas por Sampaio et al.
(2008), constataram também que o aumento da taxa de agitacdo leva ao aumento da
formacgéo de biomassa.

Nos ensaios conduzidos em reator de bancada observou-se elevagéo nos valores
de pH de aproximadamente 55 para 7,5 independentemente da condicdo de k.a
utilizado nos ensaios (Tabela 26 e Figura 16). Este fato pode ter favorecido o
crescimento celular em ambos 0s casos com relacdo aos ensaios conduzidos em frascos
Erlenmeyers. Em trabalho realizado por Prakasham et al. (2009), observaram que o pH
6timo para a producdo de xilitol esta dentro da faixa de 5,0-7,0.

Com o uso do k.a mais elevado (35,64 h) observou-se favorecimento (100 %)
no consumo de &cido acético entre 24 e 48 h enquanto no kia de 21,60 h! esse consumo
ocorreu entre 72 e 96 h de cultivo (Tabela 26). Martinez e Santos (2012), também
observaram o consumo total de acido acético, presente no hidrolisado hemicelulésico de
bagaco de cana de aclcar, apds 48 h de cultivo em biorreator de bancada para a
levedura Candida quilliermondii. Resultados semelhantes foram encontrados por
Canilha et al. (2003), utilizando Candida guilliermondii, porém em hidrolisado
hemicelulésico de palha de trigo. Segundo Arruda (2011), a alta disponibilidade de
oxigénio nos biorreatores levou a conversdao de acido acetico a acetil-CoA, o qual
participa do ciclo do acido citrico, usado para a formacdo de coenzimas nao redutoras
que sdo oxidadas na cadeia respiratoria.

Arruda (2011) constatou que na ampliacdo de escala de bancada para semi-piloto
para a producéo de xilitol observou que a Candida guilliermondii foi capaz de assimilar
0 &cido acetico em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de agucar favorecendo
0 aumento de pH no meio. Esta autora também mencionou que o maior consumo deste

acido  (93,4%) foi em reator de escala de bancada (16 L).
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Tabela 26: Parametros fermentativos para o cultivo de Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309) em hidrolisado hemiceluldsico de bagaco
de cana de acucar.

Condicdes Variaveis Tempo (h)
0 24 48 72 96 120 144 168
Conc. Celular (gL 0,99 1,78 2,60 2,9 33 3,83 *na *na
Erlenmeyer | Consumo de Glicose (%) 0,00 67,10 100,00 100,00 100,00 100,00 *na *na
(25 mL de | Consumo de Xilose (%) 0,00 15,66 30,69 48,63 63,24 70,72 *na *na
meio e 1gL- | Conc. de 4cido acético (gL?) 2,79 3,10 3,12 3,31 3,23 2,90 *na *na
Lde células | producao de Xilitol (gL 0,00 8,35 13,10 16,10 18,57 22,13 *na *na
Yors (9978 0,00 1,29 1,03 0,80 0,71 0,75 *na *na
Qp (gL hY) 0,00 0,35 0,27 0,22 0,19 0,18 *na *na
n (%) 0,00 140,23 11,16 87,04 77,16 82,27 *na *na
Conc. Celular (gL?) 0,99 3,71 5,63 9,93 11,36 12,2 12,26 13,25
_ pH 5,54 5,49 6,53 7,55 7,63 7,52 7,45 7,37
Biorreator Consumo de Glicose (%) 0,00 76,05 100 100 100 100 100 100
F1 - (350 | consumo de Xilose (%) 0,00 9,64 34,36 39,47 51,77 64,71 77,81 89,72
:/'C\’/Tnlf a0’75 Conc. de 4cido acético (gL™) 2,87 2,94 2,36 1,29 0,00 0,00 0,00 0,00
21,60;1) Produgéo de Xilitol (gL 0,00£0,000 5,310,678 6,36+0,060 9,80+0,348 11,06+0,322 13,94+0,544 16,69+0,420 19,56+0,178
Yos (991 0,00 0,63 0,35 0,49 0,45 0,47 0,48 0,50
Qp, (gLt h) 0,00 0,22 0,13 0,14 0,12 0,12 0,12 0,12
n (%) 0,00 69,02 38,62 53,6 48,83 51,17 52,33 54,15
Conc. Celular (gL?) 0,95 4,98 9,50 11,46 12,14 13,33 13,60 14,60
pH 5,38 7,34 7,96 7,57 7,48 7,37 7,53 7,62
Biorreator | Consumo de Glicose (%) 0,00 89,52 100 100 100 100 100 100
F2 - (450 | consumo de Xilose (%) 0,00 19,71 29,70 41,69 61,47 85,93 96,15 100
rom e 0,85 | Conc. de 4cido acético (gL?) 3,07 1,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
V"m'kﬁi Producdo de Xilitol (gL 0,00+0,000 0,85+0,036 1,55+0,129 4,560,147 8,98+0,667  10,06+0,031 15,66+0,573  14,56+0,640
356407 |y (gg) 0,00 0,10 0,12 0,25 0,34 0,27 0,38 0,34
Qp (gLt h) 0,00 0,04 0,03 0,06 0,09 0,08 0,11 0,09
n (%) 0,00 10,84 13,12 27,50 36,73 29,44 40,95 36,61

*na - Nao analisado - Yp/s; Qp, n, sdo respectivamente os fatores de conversio, produtividade e eficiéncia de xilitol.
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Figura 16: Consumo de acido acético no biorreator (-e- kLa 21,60h™, --e-- kLa 35,64h™),
pH (-m-kLa 21,60h7, --m-- kLa 35,64h™) e concentragdo celular (- A-kLa 21,60h™, -- A --
35,64hY) por Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309) em hidrolisado
hemicelulésico de cana de aglcar em biorreator.

O consumo de xilose (100 %) por Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309)
em hidrolisado hemicelulésico de bagacgo de cana de agUcar foi favorecido em kia de 35,60
hl em 168h de cultivo. Neste mesmo tempo de cultivo, na condicdo com menor
transferéncia de oxigénio (kia de 21,60 h™') o maior consumo de xilose foi de 89,72 %.
Nestes casos, a producéo de xilitol foi de 14,56 gL e 19,56 gL, respectivamente (Tabela
23).

A condicdo que utilizou menor transferéncia de oxigénio (k.a de 21,60 h?)
apresentou producdo em xilitol similar aos ensaios em frascos Erlenmeyers que foi de
22,13 gL em 120 h. No entanto, os fatores de conversdo de xilose em xilitol (Yps) €
produtividades volumétricas em Xxilitol (Qp) em biorreatores de bancada foram inferiores
aos encontrados nos ensaios conduzidos em frascos Erlenmeyers (Tabela 26). Nestes
casos, para o kia de 21,60 h obteve-se maiores valores de fator de conversio de xilose em
xilitol (Yps = 0,50 gg?), produtividade volumétrica em xilitol (Qp = 0,12 gLh?) e
rendimento (1 = 54,15%) quando em comparagdo com o kia de 35,64 h™ (Yus = 0,38997,
Qp = 0,11 gL*h e n = 40,95% em tempo de 144 h) (Tabela 26). De acordo com Branco
(2010), o excesso de oxigénio leva a oxidacdo de NADH a NAD™ e alta relagdo
NAD*/NADH resulta na oxidacgdo de xilitol a xilulose, resultando em mais célula formada

e menos xilitol.
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Na Tabela 27 tem-se os parametros cinéticos para a producdo de xilitol por
Cyberlindnera xylosilytica em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de aglcar. O
maior valor de velocidade especifica maxima de crescimento celular (ux = 0,165 h) foi
encontrado na condicdo de maior kia (35,68 h™') correspondendo a condigdo em que
também se obteve maior crescimento celular (14,60 gL ™) de Cyberlindnera xylosilytica.
Neste caso, teve-se 0 menor valor para a velocidade especifica maxima de produgédo de
xilitol (0,021 gxilitol/gceth). Pode-se concluir que houve uma preferéncia do metabolismo da
levedura para a formacdo de células ao invés da producdo de xilitol, por conta da
quantidade de oxigénio ser considerada maior nos fermentadores do que o limite ideal para
a producdo de xilitol, uma vez que este é responsavel pela ativacdo do sistema de
transporte de xilose e determinacdo do fluxo de carbono entre crescimento celular e
formacdo de produto. Segundo, Arruda (2011), o maior valor de velocidade especifica de
crescimento celular encontrado para biorreator de 2,4L foi de 0,130 h! e para biorreator de
16L foi de 0,176 h, em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de aglcar por
Candida guilliermondii.

Tabela 27: Parametros fermentativos do cultivo de Cyberlindnera xylosilytica para a
producdo de xilitol em hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana de agucar.

Parametros Erlenmeyer k.a de 21,60h k.a de 35,68h
Valores Tempo Valores Tempo Valores Tempo
encontrados (h) encontrados (h) encontrados (h)
Conc. Celular (gL 3,83 120 13,65 168 14,60 168
Puiiiol (L) 22,13 120 19,56 168 14,56 120
Yos(99™) 0,75 120 0,48 168 0,38 168
Qp (gLt h? 0,18 120 0,12 168 0,09 168
n (%) 82,27 120 54,15 168 36,61 168
Cons. de Xilose (%) 70,72 120 89,72 168 100 168
px (™) 0,03258 2 0,05027 10 0,16547 2
s (Qxitose Jeer * hY) 0,31998 2 0,12255 12 0,31481 2
Hpmax (gxilitol gcel_l hl) 0,39744 2 0,19986 2 0,02092 2

Para o ensaio em frascos Erlenmeyers encontrou-se o valor mais elevado para a
velocidade maxima de producéo de xilitol (0,397 gxiiitol geer™ W) em contrapartida obteve-
se 0 menor valor para a velocidade especifica maxima de crescimento celular (0,033 h™).
Neste caso, a velocidade especifica maxima de consumo de xilose (us= 0,319 Qxitose Jeer ™ h"
1y foi similar a obtida na condicdo de maior transferéncia de oxigénio (k.a de 35,60 ht) em
biorreator de bancada (Tabela 27). Segundo trabalhos da literatura, isso pode estar
associado a algum fendmeno de transporte, pois 0 aumento de escala altera o tempo de

mistura, alterando a concentragdo de oxigénio dissolvido, proporcionando diferencas nos
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valores de velocidades especificas maximas (MAVITUNA, 1996; VAN'T RIET e
TRAMPER, 1991; ARRUDA, 2011)

A condugc&o do processo em biorreator de bancada no kia de 21,60 h* favoreceu a
manutengdo de valor baixo na velocidade especifica maxima de crescimento celular (ux =
0,050 h?') quando comparado com a condicdo de maior transferéncia de oxigénio
dissolvido (k.a de 35,60 h'') (Tabela 27) e com isso favoreceu-se a producio de xilitol
(19,56 gL1) por Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309) em reator de bancada.
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6. CONCLUSOES

O estudo do aproveitamento do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana de agucar

como matéria-prima na producdo biotecnologica de xilitol por linhagens de

Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis permitiu as seguintes

conclusdes:

» Com relacdo a selecdo de linhagens produtoras de xilitol em meio complexo
contendo xilose (YPX) foi possivel constatar que na presenca apenas de xilose como
fonte de carbono, todas as leveduras avaliadas produziram preferencialmente xilitol,
algumas delas conseguiram produzir uma pequena quantidade de etanol. Entre as 16
linhagens testadas, duas de cada espécie foram selecionadas utilizando parametros
como rendimento de xilitol (Yss) e produtividade volumétrica (Qp). As leveduras que
foram estatisticamente diferentes e consideradas como as melhores produtoras de
xilitol foram C. xylosilytica UFMG-CM-Y309 (P 46,87gL™%; Y5 0,87 ggt) e UFMG-
CM-Y409 (P 42,36 gL%; Yps 0,84 gg1), W. rabaulensis UFMG-CM-Y3716 (P 39,66
gLY; Yps 0,71 ggt) e UFMG-CM-Y3747 (P 39,26 gL™Y; Yos 0,72 ggt). As leveduras
selecionadas foram testadas na presenca de hidrolisado hemicelulésico de bagago de

cana de acucar.

> A melhoria na producéo de xilitol (P 14,06 gL™; Yus 0,63 gg) pelas linhagens de C.
xylosilytica em meio contendo hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana de
aclicar (40 gL de xilose) foi possivel através da utilizagdo de uma fonte alternativa
de nitrogénio (extrato de farelo de arroz) e pela reducdo da fonte de nitrogénio mais
cara (extrato de levedura). Estas linhagens de levedura (UFMG-CM-Y309 e UFMG-
CM-Y409) foram utilizadas para testes subsequentes em hidrolisado hemicelulésico
de bagaco de cana de acUcar para avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de

indculo e relacdo volume de frasco com volume de meio.

» A linhagem Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309) foi selecionada como
promissora para a bioconversdo de xilose em xilitol em hidrolisado hemiceluldsico
de bagaco de cana de agucar apds adequacdo da suplementacéo, concentracao inicial
de indculo e relagcdo volume de frasco e volume de meio (aeracdo) em frascos

Erlenmeyers. A menor concentragdo de células (1 gL™) e a maior disponibilidade de
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oxigénio (25mL de meio) favoreceu a producéo de xilitol (P 22,13 gL™; Yp/s 0,75
99™).

Com relacdo a avaliacdo em biorreator de bancada do desempenho da Cyberlindnera
xylosilytica (UFMG-CM-Y309) em condigdes previamente selecionadas em
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de aglcar constatou-se que em
condigdo de menor transferéncia de oxigénio (k.a de 21,60 h') a producdo em xilitol
(P 19,56 gL; Yus 0,50 gg?), foi similar aos ensaios em frascos Erlenmeyers (P
22,13 gLt Yus 0,75 ggl), , apesar dos fatores de conversdo de xilose em xilitol
(Ypis) e produtividades volumétricas em xilitol (Qp) terem sido inferiores aos obtidos
em frascos Erlenmeyers. A conducdo do processo em menor transferéncia de
oxigénio favoreceu a manutencdo da velocidade especifica maxima de crescimento
celular (ux= 0,050 h) em niveis mais baixos do que na condicdo de maior
transferéncia de oxigénio dissolvido no meio (kLa de 35,60 h™t) e com isso favoreceu-
se a producdo de xilitol (19,56 gL™) por Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-

Y309) em reator de bancada.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com relacdo aos resultados de producdo de xilitol obtidos neste presente

trabalho, sugere-se:

Estudar detalhadamente novas condicGes de transferéncia de oxigénio dissolvido
em associacdo com controle de pH e variacdo da concentracao inicial de D-xilose no
meio hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana de agUcar em biorreator de bancada
utilizando a promissora levedura Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-CM-Y309) na

producdo de xilitol.

Avaliacdo do fator de concentracdo do hidrolisado hemicelul6sico de bagaco de
cana de aglcar em associacdo com a presenca de compostos inibitorios ao metabolismo
microbiano, provenientes do pré-tratamento acido do bagaco de cana na producdo de

xilitol.
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APENDICE 1

Selecdo das linhagens de Cyberlindnera xylosilytica e de Wickerhamomyces
rabaulensis quanto a producao de xilitol

Os nameros de 1 a 16 representam as linhagens de acordo com a tabela abaixo. Os
dados descritos abaixo sdo referentes as amostras coletadas em 72 hs de fermentagédo
utilizando 60 gL de xilose, 20 gL de petona e 10 gL de extrato de levedura, com o
intuito de selecionar as melhores linhagens produtoras de  xilitol.
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1) Selecéo das linhagens de Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis em meio definido.

As Tabelas 28 e 29 representam os valores encontrados durante o processo fermentativo das linhagens selecionadas na producdo de xilitol
contendo 60 gL de xilose pura.

Tabela 28: Média dos Parametros fermentativos utilizando 0,5 gL de biomassa inicial e 60gL™ de xilose — Cyberlindnera xylosilytica.

Tempo Biomassa Xilose Xilitol Etanol | Consumo de Yp Qp Eficiéncia
Linhagem (h) final (gL™?) (gL (gL™?) (gLY) | xilose (%0) (99?) (gLt h™? (%)
0,000 0,590 60,159+0,564 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
12,000 1,110 54,519+0,083 3,521 £ 0,015 0,000 9,380 0,620 0,290 67,670
24,000 1,760 44,378+0,592 7,460 + 0,395 0,000 26,250 0,470 0,310 51,520
CU,\:_I\\/I(?O_S 36,000 2,015 35,385+0,371 16,333 £ 0,420 0,000 41,190 0,660 0,450 71,860
48,000 2,790 27,31740,795 21,366 + 0,210 0,753 54,600 0,650 0,450 70,910
60,000 4,580 20,595+ 0,304 | 28,439+0,017 0,794 65,770 0,720 0,470 78,380
72,000 4,670 13,759 £ 0,537 | 36,951 + 0,521 0,755 77,140 0,800 0,510 86,820
0,000 0,740 61,280 £ 0,176 0,00 £ 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
12,000 1,830 53,010+ 0,636 | 3,110 +0,155 0,000 13,480 0,376 0,259 41,060
24,000 2,400 42,23 £ 0,3253 8,320 £ 0,113 0,000 31,080 0,436 0,346 47,650
CUI\E_I\\/I(%S) 36,000 2,840 31,92+0,3111 | 20,52 +0,4243 0,000 47,900 0,699 0,570 76,240
48,000 3,920 23,97 +0,8061 | 29,03+0,2121 0,000 60,880 0,778 0,605 84,870
60,000 5,310 16,41 +0,6930 | 35,02 +0,1414 0,000 73,220 0,780 0,584 85,130
72,000 7,850 7,40 + 0,5657 46,87 + 0,4667 0,000 87,920 0,870 0,651 94,880
0,000 0,660 60,725+ 0,570 | 0,0000 + 0,0000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
CU,\;_I\\A(EO} 12,000 1,420 53,683 £ 0,881 | 7,4500 + 0,4667 | 0,000 11,590 1,060 0,620 115,400
24,000 1,780 46,100+ 0,396 | 11,070+ 0,551 0,000 24,080 0,760 0,460 82,570
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36,000 2,120 33,820+ 0,028 | 19,350 + 0,155 0,000 44,300 0,720 0,540 78,440
48,000 2,810 28,920+ 0,848 | 28,520+ 0,198 0,000 52,370 0,900 0,590 97,800
60,000 4,580 17,310+ 0,297 | 31,920+ 0,198 0,000 71,490 0,740 0,530 80,190
72,000 4,150 11,610+ 0,665 | 36,900 + 0,226 0,000 80,880 0,750 0,510 81,940
0,000 0,600 61,725 + 0,247 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
12,000 1,710 54,510 + 0,523 3,620 + 0,255 0,000 11,680 0,500 0,300 54,750
UEMG- 24,000 2,170 42,290 + 0,467 | 10,756 +0,418 0,000 31,480 0,550 0,450 60,330
CM-Y409 |36.000 2,750 36,570+ 0,184 | 22,300 + 0,566 0,000 40,750 0,890 0,620 96,690
48,000 3,880 28,100+ 0,481 | 28,010 + 0,495 0,000 54,470 0,830 0,580 90,850
60,000 5,030 17,214+ 0,133 | 35,018 +0,0,17 0,000 72,120 0,790 0,580 85,800
72,000 7,051 11,190+ 0,721 | 42,360 + 0,792 0,000 81,870 0,840 0,590 91,420
0,000 0,680 61,025+ 0,177 | 0,0000 + 0,0000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
12,000 1,478 53,150+ 0,919 | 7,3500+0,2121 | 0,000 12,900 0,930 0,610 101,780
24,000 2,260 41,160+ 0,226 | 11,8700+ 0,014 0,000 32,550 0,600 0,490 65,160
\L\IBRZRO|57 36,000 2,620 32,310+ 0,551 | 19,950 + 0,891 0,000 47,050 0,690 0,550 75,760
48,000 3,560 24,170+ 0,438 | 25,050+ 0,240 0,000 60,390 0,680 0,520 74,120
60,000 4,890 16,830+ 0,014 | 36,020 + 0,650 0,000 72,420 0,820 0,600 88,880
72,000 5,120 10,530+ 0,156 | 37,190 + 0,579 0,000 82,740 0,740 0,520 80,320

Yp/s, Q, n s@o respectivamente os fatores de conversao, a produtividade e a eficiéncia de xilose em xilitol.
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Tabela 29: Média dos Parametros fermentativos utilizando 0,5 gL* de biomassa inicial e 60gL* de xilose — Wickerhamomyces rabaulensis.

Biomassa Xilose Xilitol Etanol | Consumo de Ypl/s Qp Eficiéncia
Linhagem | Tempo | final (gL?) (gL™) (gL (gLY) | xilose (%0) (gg™ (gLt h? (%)
0,000 0,650 59,600 + 0,636 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,0000 0,000 0,000
12,000 3,780 36,660 £ 0,028 | 11,150 + 0,636 0,000 38,490 0,490 0,930 53,000
UFMG- 24,000 4,660 24,980 £ 0,056 | 19,570+ 0,155 0,000 58,080 0,570 0,820 61,640
CM-Y3696 |_36.000 6,170 11,090+ 0,042 | 27,740+ 0,226 0,550 81,390 0,610 0,830 66,860
48,000 8,300 7,070 £ 0,155 30,630 + 0,495 1,220 88,140 0,580 0,640 63,590
60,000 9,400 4,100+ 0,084 30,200 * 0,396 1,460 93,120 0,540 0,500 59,340
72,000 11,210 3,6100 £ 0,013 | 30,690 + 0,325 1,800 93,940 0,550 0,430 59,770
0,000 0,450 59,885 + 0,049 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
12,000 2,880 36,640 £0,594 | 10,250 + 0,297 0,000 38,810 0,450 0,850 48,680
24,000 3,390 26,030 £ 0,353 | 18,400+ 0,283 0,000 56,530 0,550 0,770 59,770
ijﬂlz_ys(?& 36,000 4,910 12,030+ 0,184 | 30,400+ 0,283 0,000 79,910 0,640 0,840 69,690
48,000 6,400 7,760 £ 0,169 31,960 + 0,820 1,000 87,040 0,620 0,670 67,230
60,000 7,400 4,320+ 0,056 32,580 + 0,141 1,240 92,790 0,590 0,540 64,270
72,000 9,550 3,670 £ 0,028 33,842 + 0,088 1,530 93,870 0,610 0,470 65,980
0,000 0,490 59,260 + 0,141 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
12,000 3,750 39,970 +£ 0,212 9,130 + 0,339 0,000 32,550 0,470 0,760 50,720
24,000 4,230 29,800 £ 0,636 | 18,740+ 0,693 0,000 49,710 0,630 0,780 68,580
CLI\J/IF_:\(/I?’C;_lG 36,000 6,190 17,390 + 0,523 | 28,530 + 0,353 0,000 71,500 0,670 0,790 72,850
48,000 8,560 10,240+ 0,764 | 34,070 + 0,240 0,000 82,720 0,690 0,710 75,270
60,000 9,760 5,330 + 0,099 38,700 + 0,820 0,000 91,010 0,710 0,650 77,760
72,000 11,310 3,214 £ 0,133 39,660 * 0,085 0,000 94,580 0,700 0,550 76,700
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0,000 0,510 59,500 + 0,283 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

12,000 3,990 36,277 £ 0,194 9,150 + 0,438 0,000 39,040 0,390 0,760 42,770

UEMG- 24,000 4,400 24,880 + 0,339 17,540+ 0,254 0,000 58,180 0,510 0,730 55,090
CM-Y3721 36,000 5,830 14,320+ 0,141 | 28,270 + 0,608 0,610 75,930 0,620 0,790 68,080
48,000 6,890 8,145 + 0,007 30,745+ 0,728 1,150 86,320 0,600 0,640 65,140

60,000 8,610 3,510 + 0,000 30,475 + 0,544 1,960 94,100 0,540 0,510 59,240

72,000 10,260 2,325 + 0,247 34,590 + 0,127 2,500 96,100 0,600 0,480 65,850

0,000 0,750 62,325+ 0,672 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

12,000 3,630 49,200 + 0,000 2,650 + 0,240 0,000 21,050 0,250 0,220 27,790

24,000 4,390 34,308 + 0,277 | 11,570+ 0,297 0,000 44,960 0,460 0,480 49,870

CIL\J/IF_L\(/IS(;;A 36,000 5,900 27,970+ 0,636 | 20,190+0,721 0,000 55,440 0,630 0,560 69,170
48,000 8,390 19,350+ 0,665 | 27,430+0,438 0,000 68,950 0,680 0,570 74,320

60,000 10,610 13,060+ 0,141 | 27,009 + 0,044 0,000 79,040 0,580 0,450 63,270

72,000 14,440 8,350+ 0,0707 | 31,290+ 0,778 1,140 86,600 0,610 0,430 66,580

0,000 0,630 59,725 + 0,389 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

12,000 3,510 37,540+ 0,367 | 10,310+ 0,099 0,000 37,140 0,470 0,860 50,970

24,000 4,900 23,040+ 0,339 | 18,150 + 0,353 0,000 61,420 0,500 0,760 54,140

CLI\J/IF_:\(/I:,)C%E) 36,000 6,750 11,020+ 0,877 | 25,180 + 0,396 0,000 81,550 0,520 0,700 56,520
48,000 9,670 7,240 + 0,283 32,040 + 0,283 0,980 97,880 0,610 0,670 66,730

60,000 13,090 3,970+ 0,071 30,730 + 0,523 1,380 93,350 0,550 0,510 60,240

72,000 16,720 3,840 + 0,085 30,870 + 0,608 1,430 93,570 0,550 0,430 60,370

0,000 0,680 61,125 + 0,742 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

ClI\J/IF_Q(/IBC;;W 12,000 3,620 47,120 + 0,255 8,830 + 0,240 0,000 22,590 0,710 0,740 77,160
24,000 5,450 32,686+ 0,319 | 16,010+ 0,325 0,000 46,310 0,590 0,670 64,860
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36,000 6,130 14,480+ 0,198 | 33,880+0,877 | 0,000 76,210 0,750 0,940 81,890
48,000 8,650 6,030 + 0,071 | 39,290+0,806 | 0,000 90,090 0,730 0,820 79,980

60,000 11,390 5,010+ 0,155 | 37,660+0,424 | 0,000 91,770 0,690 0,630 75,230

72,000 14,820 4,070+0,297 | 37,670+0,042 | 0,590 93,310 0,680 0,520 73,980

0,000 0,580 59,247 + 0,174 | 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

12,000 3,920 36,040 + 0,467 | 10,280+ 0,834 | 0,000 40,010 0,430 0,860 46,590

UEMG. 24,000 4,620 25,820+ 0,000 | 19,910+ 0,467 | 0,360 56,410 0,590 0,830 64,280
CM-Y3754 |_36,000 6,640 11,760+ 0,028 | 32,690+ 0,014 | 1,480 80,150 0,680 0,910 74,520
48,000 8,770 5710+ 0,169 | 31,395+0516 | 2,480 90,360 0,580 0,650 63,520

60,000 10,360 2,740 +0,014 | 31,975+0,106 | 3,180 95,370 0,560 0,530 61,310

72,000 11,930 1,923+0,040 | 31,955+0,078 | 3,430 96,760 0,550 0,440 60,410

0,000 0,550 62,463+ 0,077 | 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

12,000 2,480 48,356 + 0,164 | 9,510 + 0,297 0,000 22,590 0,850 0,790 92,180

24,000 4,590 31,160 + 0,424 | 20,840 +0,764 | 0,000 50,110 0,730 0,870 79,910

C,L\J,IF_%%g 36,000 5,320 13,760+ 0,594 | 28,820+0,792 | 0,000 77,970 0,630 0,800 68,560
48,000 6,540 8,743+ 0,590 | 35,193+0,632 | 0,000 86,010 0,690 0,730 75,450

60,000 9,897 4,785+0,157 | 33,594+0,141 | 0,000 92,350 0,610 0,560 66,820

72,000 10,220 4,130+0,062 | 33,038+0,332 | 0,000 93,390 0,600 0,460 64,940

0,000 0,620 61,547 + 0,138 | 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

12,000 1,370 47,402+ 0,438 | 9,218+0,116 0,000 22,860 0,760 0,770 82,400

UFMG- | 24,000 2,740 32,076 +0,159 | 15,307 +0,128 | 0,000 47,810 0,560 0,640 60,610
CM-Y6303| 36,000 3,270 19,740 + 0,197 | 27,800+ 0,085 | 0,000 67,880 0,700 0,770 76,060
48,000 4,070 13,710+ 0,325 | 35,220+0,792 | 0,000 77,690 0,770 0,730 83,700

60,000 5,900 6,881+ 0,072 | 34,881+0,604 | 0,000 88,800 0,660 0,580 72,150
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72,000 6,160 5,221+ 0,075 34,958 + 0,788 0,000 91,51 0,621 0,485 67,68
0,000 0,650 60,84 + 0,344 0,000 + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
12,000 1,590 46,945 + 0,047 9,201+ 0,219 0,000 22,830 0,730 0,770 79,250
24,000 2,980 32,804+ 0,386 | 15,558 +0,144 0,000 46,080 0,580 0,650 63,270
CU'\;_I\\/I(;—G 36,000 3,230 22,621+ 0,497 | 27,475+0,025 0,000 62,810 0,740 0,760 81,010
48,000 3,970 15,138 + 0,697 | 30,173 + 0,200 0,000 75,130 0,680 0,630 73,980
60,000 6,340 8,356 + 0,249 31,964+ 0,189 0,000 86,270 0,620 0,530 68,010
72,000 5,700 6,270+ 0,148 33,322 £ 0,775 0,000 89,690 0,620 0,460 68,130

Yp/s, Q, n sdo respectivamente os fatores de conversdo, a produtividade e a eficiéncia de xilose em xilitol.
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APENDICE 2
Andlise estatistica

Tabela da analise de variancia.

A variabilidade presente em um ensaio é analisada com o auxilio de um quadro padréao
denominado Tabela de Anélise de Variancia, onde as colunas referem-se:

FV — Fontes de Variagdo — Nesta coluna sdo descritas as causas de variabilidade dos
dados do experimento. O interesse do pesquisador esta em conhecer a variabilidade
entre os Tratamentos, as outras fontes de variabilidade sdo agrupadas em residuos
(correspondente a variabilidade existente Dentro doa Tratamentos).

GL - Graus de Liberdade — A cada fonte de variacdo estd associado um numero de
graus de liberdade.

SQ — Somas de Quadrados - Sdo as somas dos quadrados de desvios calculadas para
cada fonte de variacéo.

QM - Quadrados Médios - Sdo obtidos pela razdo entre as Somas de Quadrados e 0s
seus respectivos graus de liberdade. Pode-se demonstrar que sdo estimativas de

variancias.

Fcalc — valor da estatistica F - E o valor obtido para a estatistica do teste de F, dado pela
razdo entre 0s QM de Tratamentos e 0 QM do Residuo.

Os numeros de 1 a 16 representam as linhagens de Cyberlindnera
xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis. As letras minusculas indicam se 0s
valores sdo iguais ou distintos estatisticamente em cada item avaliado; se o F calc
>F5%, entdo pode-se concluir que as médias dos tratamentos diferentes entre si a 5% de
probabilidade (p<0,05). Se F cal< Ftab; ndo ha diferenca significativa a 5% de
probabilidade (p<0,05) entre as médias dos tratamentos.



Tabela 30: Teste de Tukey para Produtividade em 48 hs
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UFMG

UFMG

UFMG | UFMG | UFMG | UFMG | UFMG | UFMG | UFMG | UFMG | UFMG | UFMG | UFMG | UFMG | UFMG | NRRL-
-CM- | -CM- | -CM- | -CM- | -CM- | -CM- | -CM- | -CM- | -CM- | -CM- | -CM- | -CM- | -CM- | -CM- | -CM- YB-
Y3696 | Y3708 | Y3716 | Y3721 | Y3734 | Y3735 | Y3747 | Y3754 | Y3759 | Y6303 | Y516 | Y408 | Y309 | Y407 | Y409 | 2097
Leveduras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1| 0,6454| 0,6779| 0,7133| 0,6513 | 0,5779| 0,6633| 0,8067 | 0,6617| 0,7239| 0,7221| 0,6316| 0,4420| 0,6079| 0,5913| 0,5763| 0,5254
21 0,6308| 0,6538| 0,7062| 0,6298 | 0,5650| 0,6717| 0,8304 | 0,6465| 0,7425| 0,7454 | 0,6257 | 0,4482| 0,6017| 0,5971| 0,5908 | 0,5183
SOMA| 1,2762| 1,3317| 1,4195| 1,2811| 1,1429| 1,3350| 1,6371| 1,3082| 1,4664| 1,4675| 1,2573| 0,8902| 1,2096 | 1,1884 | 1,1671 | 1,0437
MEDIA| 0,6381| 0,6659 | 0,7098| 0,6406 | 0,5715| 0,6675| 0,8186| 0,6541 | 0,7332| 0,7338| 0,6287 | 0,4451| 0,6048 | 0,5942 | 0,5836 | 0,5219
FV GL SQ (o] \Y) Fcalc Ftab
Tratamentos 15/0,23818 | 0,01588 | 139,934 | 2,35222
Residuo 16 |0,00182 | 0,00011
Total 31 0,24
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7 10 9 3 6 2 8 4 1 11 13 14 15 5 16

UFMG-CM-Y3747 7| 0,8186 a
UFMG-CM-Y-6303 | 10| 0,7338| 0,0848 b
UFMG-CM-Y-3759 9| 0,7332] 10,0853 0,0005 b
UFMG-CM-Y3716 3| 0,7098| 0,1088|0,0240 | 0,0657 c
UFMG-CM-Y-3735 6| 06675| 0,1511|0,0662 | 0,0674 | 0,0423 c,d
UFMG-CM-Y-3708 2| 0,6659| 0,1527)|0,0679|0,0791|0,0439| 0,0016 d
UFMG-CM-Y-3754 8| 0,6541| 0,1645|0,0797|0,0927|0,0557| 0,0134|0,0118 d
UFMG-CM-Y-3721 4| 06406, 0,1780]0,0932]0,0951|0,0692| 0,0270|0,0253| 0,0136 de
UFMG-CM-Y-3696 1, 0,6381]| 0,1805]0,0956|0,1046 | 0,0717| 0,0294|0,0278| 0,0160 | 0,0024 de
UFMG-CM-Y516 11| 0,6287| 0,1899|0,1051|0,1284|0,0811| 0,0388|0,0372| 0,0254 | 0,0119| 0,0094 def
UFMG-CM-Y-309 13| 0,6048| 0,2138]0,1290|0,1390| 0,1050| 0,0627|0,0611| 0,0493|0,0357| 0,0333| 0,0239 e,f.g
UFMG-CM-Y-407 14| 0,5942| 0,2244]0,1396|0,1497|0,1156| 0,0733|0,0717| 0,0599 | 0,0463 | 0,0439| 0,0345| 0,0106 f.g
UFMG-CM-Y-409 15| 0,5836| 0,2350|0,1502|0,1618 | 0,1262| 0,0840|0,0823| 0,0705| 0,0570| 0,0546| 0,04510,0213 | 0,0107 g
UFMG-CM-Y-3734 5| 05715]| 0,2471|0,1623|0,2114|0,1383| 0,0961 | 0,0944 | 0,0826 | 0,0691 | 0,0667 | 0,0572|0,0334 | 0,0228 | 0,0121 g
NRRL-YB-2097 16| 0,5219| 0,2967]0,2119|0,2881|0,1879| 0,1457|0,1440| 0,1323|0,1187|0,1163| 0,1068 | 0,0830 | 0,0724 | 0,0617 | 0,0496 h
UFMG-CM-Y-408 12| 0,4451| 0,3735]0,2887|0,7332| 0,2647| 0,2224|0,2208| 0,2090| 0,1955] 0,1930| 0,1836| 0,1597 | 0,1491| 0,1385 | 0,1264 | 0,0767 | i

Como F calc >F5% pode-se concluir que as médias dos tratamentos diferem entre si a 5% de probabilidade (p<0,05).

5,66 dms tukey 0,042




Tabela 31: Teste de Tukey de conversdo de Xilose em Xilitol em 48 hs.
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Tratamentos
UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | NRRL-
CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- YB-
Y3696 | Y3708 | Y3716 | Y3721 | Y3734 | Y3735 | Y3747 | Y3754 | Y3759 | Y6303 | Y516 Y408 Y309 Y407 Y409 2097
Repeticdes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1| 055860| 0,6233| 0,6922| 0,6064| 0,6456| 0,6058| 0,7102| 0,5932| 0,6425| 0,7196| 0,6742| 0,6493| 0,7970| 0,9214| 0,8186| 0,6809
2| 05802| 0,6030| 0,6978| 0,5909| 0,6310( 0,6151| 0,7160| 0,5796| 0,6679| 0,7531| 0,6467| 0,6519| 0,7600| 0,8736| 0,8476| 0,6831
SOMA| 1,1662| 1,2263| 1,3900| 1,1973| 1,2766| 1,2209| 1,4262| 1,1728| 1,3104| 1,4727| 1,3209| 1,3012| 1,5570| 1,7950| 1,6662| 1,3640
MEDIA| 0,55831| 0,6132| 0,6950| 05987 | 0,6383| 0,6105| 0,7131| 0,5864| 0,6552| 0,7364| 0,6605| 0,6506| 0,7785| 0,8975| 0,8331| 0,6820
FV GL SQ (o] \Y) Fcalc Ftab
Tratamentos 1510,24491|0,01633 | 63,2101 | 2,35222
Residuo 16|0,00413 | 0,00026
Total 31|0,24904
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14 15 13 10 7 3 16 11 9 12 5 2 6 4 8

UFMG-CM-Y407 141 0,8975 a
UFMG-CM-Y409 15/ 0,8331| 0,0644 b
UFMG-CM-Y309 13/0,7785| 0,1190 | 0,0546 b,c
UFMG-CM-Y-6303 10| 0,7364| 0,1612] 0,0967 | 0,0421 cd
UFMG-CM-Y3747 7/0,7131| 0,1844|0,1200| 0,0654 | 0,0233 de
UFMG-CM-Y3716 3]10,6950| 0,2025]|0,1381|0,0835]| 0,0414 | 0,0181 de
NRRL-YB-2097 16]0,6820| 0,2155]| 0,1511| 0,0965| 0,0544|0,0311| 0,0130 def
UFMG-CM-Y516 11/0,6605| 0,2371|0,1727]0,1181| 0,0759 | 0,0527 | 0,0346 | 0,0216 e,f.g
UFMG-CM-Y-3759 9/0,6552| 0,2423]0,1779| 0,1233| 0,0812 | 0,0579 | 0,0398 | 0,0268 | 0,0052 e,f.g
UFMG-CM-Y408 12/ 0,6506 | 0,24690,1825|0,1279| 0,0858 | 0,0625| 0,0444|0,0314 | 0,0098 | 0,0046 e,f,g,h
UFMG-CM-Y-3734 5]0,6383| 0,2592]|0,1948| 0,1402 | 0,0981 | 0,0748 | 0,0567 | 0,0689 | 0,0222 | 0,0169 | 0,0123 e,f,g,h,i
UFMG-CM-Y-3708 2/0,6132| 0,2844(0,2200| 0,1654 | 0,1232| 0,1000| 0,0819|0,6132| 0,0473 | 0,0421 | 0,0375 | 0,0252 f.g,h,i
UFMG-CM-Y-3735 6]0,6105| 0,2871|0,2227|0,1681|0,1259 | 0,1027| 0,0846 | 0,0716 | 0,0500 | 0,0448 | 0,0402 | 0,0279 | 0,0027 g,h,i
UFMG-CM-Y-3721 410,5987| 0,2989|0,2345|0,17990,1377|0,1145| 0,0964 | 0,0833 | 0,0618 | 0,0566 | 0,0520 | 0,0397 | 0,0145 | 0,0118 g,hi
UFMG-CM-Y-3754 8/0,5864| 0,3111]0,24670,1921 | 0,1500 | 0,1267 | 0,1086 | 0,0956 | 0,0740 | 0,0688 | 0,0642 | 0,0519 | 0,0267 | 0,0240 | 0,0123 h,i
UFMG-CM-Y-3796 1105831 | 0,3144]0,2500] 0,1954| 0,1533|0,1300| 0,1119]0,0989]| 0,0774| 0,0721 | 0,0675 | 0,0552 | 0,0301 | 0,0274 | 0,0156 | 0,0033 | i

Como F calc >F5% pode-se concluir que as médias dos tratamentos diferem entre si a 5% de probabilidade (p<0,05).

5,66 dms tukey 0,064




Tabela 32: Teste de Tukey de Produtividade em 72 hs.
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Tratamentos
UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | NRRL-
CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- YB-
Y3696 | Y3708 | Y3716 | Y3721 | Y3734 | Y3735 | Y3747 | Y3754 | Y3759 | Y6303 | Y516 Y408 Y309 | Y407 Y409 2097
Repeticdes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1| 0,4231| 0,4692| 0,5500| 0,4792| 0,4422| 0,4228| 0,5228| 0,4431| 0,4621| 0,4778| 0,4704| 0,5081| 0,6464| 0,5103| 0,5806| 0,5222
2| 0,4294| 0,4709| 0,5510| 0,4817 0,4269| 0,4347| 0,5236 0,4446| 0,4556| 0,4933| 0,4552 0,5183| 0,6556| 0,5147| 0,5961| 0,5108
SOMA| 0,8525| 0,9401| 1,1010| 0,9609| 0,8691| 0,8575| 1,0464| 0,8877| 0,9177| 09711| 09256| 1,0264| 1,3020| 1,0250| 1,1767| 1,0330
MEDIA| 0,4263| 0,4701| 0,5505| 0,4805 0,4346| 0,4288| 0,5232 0,4439| 0,4589| 0,4856| 0,4628 0,5132| 0,6510| 0,5125| 0,5884| 0,5165
FV GL SQ QM Fcalc Ftab
Tratamentos 15| 0,11327| 0,00755| 158,955]2,35222
Residuo 16| 0,00076| 4,8E-05
Total 31| 0,11403
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13 15 3 7 16 12 14 10 4 2 11 9 8 5 6
UFMG-CM-
Y309 13| 0,6510 a
UFMG-CM-
Y409 15| 0,5884 | 0,0627 b
UFMG-CM-
Y3716 3] 0,5505| 0,1005| 0,0378 c
UFMG-CM-
Y3747 7105232| 0,1278| 0,0651| 0,0273 cd
NRRL-YB2097 | 16| 0,5165| 0,1345| 0,0719| 0,0340| 0,0067
UFMG-CM-
Y408 12| 0,5132| 0,1378| 0,0751| 0,0373| 0,0100| 0,0033 d
UFMG-CM-
Y407 14| 0,5125| 0,1385| 0,0759| 0,0380| 0,0107| 0,0040| 0,0007 de
UFMG-CM-Y-
6303 10| 0,4856| 0,1655| 0,1028 | 0,0650| 0,0377| 0,0309| 0,0277| 0,0269 e,f
UFMG-CM-Y-
3721 4]10,4805| 0,1706| 0,2079| 0,0700| 0,0428| 0,0360| 0,0327| 0,0320| 0,0051 f
UFMG-CM-Y-
3708 2| 04701| 0,1810| 0,1183| 0,0805| 0,0532| 0,0465| 0,0432| 0,0425| 0,0155| 0,0104 f.g
UFMG-CM-
Y516 11| 0,4628| 0,1882| 0,1256 | 0,0877| 0,0604| 0,0537| 0,0504| 0,0497| 0,0228 | 0,0177| 0,0072 f.g
UFMG-CM-Y-
3759 9]0/4589| 0,1922| 0,1295| 0,0917| 0,0644| 0,0577| 0,0544| 0,0537| 0,0267| 0,0216| 0,0112| 0,0040 f,g,h
UFMG-CM-Y-
3754 8] 0,4439| 0,2072| 0,1445| 0,1067| 0,0794| 0,0727| 0,0694| 0,0687| 0,0417| 0,0366| 0,0262| 0,0190| 0,0150 g,h,i
UFMG-CM-Y-
3734 5] 0/4346| 0,2165| 0,1538| 0,1160| 0,0887| 0,0820| 0,0787| 0,0780| 0,0510| 0,0459| 0,0355| 0,0283| 0,0243| 0,0093 h,i
UFMG-CM-Y-
3735 6] 04288 | 0,2223| 0,1596| 0,1218| 0,0945| 0,0878| 0,0845| 0,0838| 0,0568| 0,0517| 0,0413| 0,0341| 0,0301| 0,0151| 0,0058 i
UFMG-CM-Y-
3696 1) 0,4263| 0,2248| 0,1621| 0,1243| 0,0970| 0,0902| 0,0870| 0,0862| 0,0593| 0,0542| 0,0438| 0,0366| 0,0326| 0,0176| 0,0083| 0,0025 i

Como F calc >F5% pode-se concluir que as médias dos tratamentos diferem entre si a 5% de probabilidade (p<0,05).

5,66 dms tukey 0,0276




Tabela 33: Teste de Tuckey de conversao de Xilose em Xilitol em 72 hs.
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Tratamentos
UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | UFMG- | NRRL-
CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- CM- YB-
Y3696 | Y3708 | Y3716 Y3721 Y3734 | Y3735 | Y3747 | Y3754 | Y3759 | Y6303 Y516 Y408 Y309 Y407 Y409 2097
Repeticdes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1| 0,5406| 0,6015| 0,7066| 0,5995| 0,5946| 0,5426| 0,6634| 0,5550| 0,5714| 0,6091| 0,6247| 0,7754| 0,8595| 0,7470| 0,8217| 0,7481
2| 0,5558| 0,6025| 0,7086 0,6106| 0,5651| 0,5622| 0,6571| 0,5599 0,5614| 0,6322 0,5968| 0,8181| 0,8806| 0,7556| 0,8550| 0,7286
SOMA| 1,0964| 1,2040| 1,4152| 1,2101| 1,1597| 1,1048| 1,3205| 1,1149| 1,1328| 1,2413| 1,2215| 1,5935| 1,7401| 1,5026| 1,6767| 1,4767
MEDIA| 0,5482| 0,6020| 0,7076 0,6051| 0,5799| 0,5524| 0,6603| 0,5575 0,5664 | 0,6207 0,6108| 0,7968| 0,8701| 0,7513| 0,8384| 0,7384
FV GL sQ o]\ Fcalc Ftab
Tratamentos 15|0,34276| 0,02285 | 105,651 | 2,35222
Residuo 16|0,00346 | 0,00022
Total 31(0,34622
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13 15 12| 14| 16 3 70 100 1 4 2 5 9 8 6
UFMG-CM-Y-309 13| 08701 a
UFMG-CM-Y-409 15| 0,8384| 0,0317 ab
UFMG-CM-Y-408 12| 0,7968| 0,0733| 0,0416 b,
UFMG-CM-Y-407 14| 0,7513| 0,1188| 0,0870| 0,0455 c,d
NRRL-YB-2097 16| 0,7384| 0,1317| 0,1000| 0,0584 | 0,0130 c,d
UFMG-CM-Y3716 3| 07076| 0,1625| 0,1308| 0,0892]0,0437]0,0308 de
UFMG-CM-Y3747 7| 06603 02098| 0,1781| 0,1365]0,0911|0,0781 | 0,0474 ef
UFMG-CM-Y-6303 10| 0,6207| 0,2494| 0,2177| 0,1761]0,1307 | 0,1177 | 0,0870 | 0,0396 fg
UFMG-CM-Y-516 11| 0,6108| 0,2593| 0,2276| 0,1860 | 0,1406 | 0,1276 | 0,0969 | 0,0495 | 0,0099 f,g,h
UFMG-CM-Y-3721 4| 06051| 02650 0,2333| 0,19170,1463|0,1333 | 0,1026 | 0,0552 | 0,0156 | 0,0057 fg,h
UFMG-CM-Y-3708 2| 06020 02681| 0,2364| 0,1948|0,1493|0,1364 |0,1056 | 0,0582 | 0,0186 | 0,0087 | 0,0031 fohi
UFMG-CM-Y-3734 5| 05799| 0,2902| 0,2585| 0,2169|0,1715|0,1585 | 0,1278 | 0,0804 | 0,0408 | 0,0309 | 0,0252 | 0,0222 g.h, i
UFMG-CM-Y-3759 9| 05664| 0,3037| 0,2720| 0,2304|0,18490,1720 | 0,1412 | 0,0939 | 0,0542 | 0,0444 | 0,0387 | 0,0356 | 0,0135 g.h, i
UFMG-CM-Y-3754 8| 05575 0,3126] 0,2809] 0,2393]0,19390,1809 | 0,1502 | 0,1028 | 0,0632 | 0,0533 | 0,0476 | 0,0446 | 0,0224 | 0,0090 h,i
UFMG-CM-Y-3735 6| 05524| 0,3177| 0,2860| 0,2444|0,1989 | 0,1860 | 0,1552 | 0,1079 | 0,0682 | 0,0584 | 0,0527 | 0,0496 | 0,0275 | 0,0140 | 0,0051 h,i
UFMG-CM-Y-3696 1| 05482] 0,3219| 0,2902| 0,24860,2031|0,1902 | 0,1594 | 0,1121 | 0,0724 | 0,0626 | 0,0569 | 0,0538 | 0,0317 | 0,0182 | 0,0092 | 0,0042 | i

Como F calc >F5% pode-se concluir que as médias dos tratamentos diferem entre si a 5% de probabilidade (p<0,05).

5,66 dms tukey 0,058




APENDICE 3

Tabela 34: Dados de cultivo para o tempo de 72 horas utilizando hidrolisado hemicelulésico
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UFMG-CM-Y309—C. UFMG-CM-Y409 - C. UFMG-CM.-Y3716—W. UFMG-CM-Y3747 —W.
xylosilytica xylosilytica rabaulensis rabaulensis
g g Produgdo Produgdo Produgdo Produgdo
de . Farelo de|de de Xilitol Yp/s Qp | Eficiencia de Xiltol Yp/s Qp | Eficienci de Xilitol Yp/s Qp | Eficiencia de Xilitol Yp/s Qp | Eficiencia
Amonio (arroz  (levedura g/t (efg) | (g/Lh) (%) g/t (efg) | (g/Lh) | a(%) g/t (e/g) | (g/Lh) (%) g/t (efg) | (g/Lh) (%)
Ensaios |X1 X3 |(g/L)XL |(gfL) X2 |(g/L) X3
11 - -1 - o 5 1 989| 041| 014 4507 1401 063 029 6895 194 041 003 4427 238 088 003 9640
2 ] -1 -1 2 5 1 9,37 0,52 0,13 56,27 12,01 0,49 0,17| 53,60 1,96 0,61 0,03 66,66 2,48 0,99 0,03 108,38|
3 -1 ] -1 0 10 1 11,97 0,55 0,17 60,29] 14,06 0,63 0,20 68,22 2,09 0,59 0,03 63,89 2,56 0,82 0,04 89,76
Planejamento al 1| 1] ] 2 10 1 1012 053] 014 5826 1234 051 017 5515 254| 054 004 5902 396 122 005 132,79
fatorial 5 1] -1 1 0 b) 2 11,11 0,52 0,15 56,60 12,38 0,47 0,17| 51,76 2,63 0,56 0,04 60,72, 3,35 0,70 0,05 76,26/
6 | -1 1 2 5 2 9,75 0,47 0,14 51,13 12,64 0,54 0,18 58,68| 3,10 0,48 0,04 51,98| 3,92 114 0,05 124,72,
7l - af 1f o 10 2 955 035| 013 38421 1305 052 o018 S630] 366 038 005 41,31 382 075 005 81,87
8 1 1 1 2 10 2 9,30 0,47 0,13 51,03 13,41 0,49 0,19] 53,50 3,41 0,33 0,05 35,60 4,10 0,69 0,06 75,01
9 0 0 0 1 1.5 1,5 10,23 0,56 0,14 61,08] 1251 0,53 0,17| 57,95 3,38 0,57 0,05 62,07 4,30 0,56 0,06 61,06
PR 0 of of of 1 1.5 15 964/ 050 013 5497 1295 053] 018 5745 222 069 003 7513 345 050 005 549
11 0 0 0 1 1.5 1,5 9,76 0,53 0,14 57,73 13,16 0,55 0,18| 59,63 3,54 0,33 0,05 36,20 3,45 1,12 0,05 122,55
12 0 0 0 1 13 15 9,70 0,52 0,13 56,30 13,73 0,58 0,19] 62,88| 2,54 0,50 0,04 54,10 3,40 0,70 0,05 76,50




Tabela 35: Dados fermentativos para o tempo de 96 horas utilizando hidrolisado hemicelulésico
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UFMG-CM-Y309-C.

UFMG-CM-Y409-C.

UFMG-CM-Y3716—W.

UFMG-CM-Y3747 - W.

Xylosilytica xylosilytica rabaulensis rabaulensis
g pgiad| TN Produgio Produgio Produgio
de . Farelo de|de de Xilitol Yp/s Qp |Eficiencia de Xilitol Yp/s Qp |Eficienci de Xilktol Yp/s Qp | Eficiencia de Xilitol Yp/s Qp | Eficiencia
Amonio |arroz  (levedura ” (efg) | (g/Lh) | (%) ” (e/g) | (g/Lh) | a(%) ” (e/g) | (g/Lh) | (%) ” (e/g) | (g/Lh) | (%)
Ensaios |X1 (/U X1 |(g/L) X2 |(g/L)X3
1 -1 -1 - 0 p) 1 10,15 0,39 0,11 4200 1216 0,48 0,13| 5243 4,10 0,48 0,04 52,45 3,11 0,69 0,03 75,12
2 1 - - 2 5 1 9,42 0,46 0,10 50,04 12,25 0,48 0,13| 52,10 2,71 0,43 0,03 47,17 2,99 0,60 0,03 65,87
3 =1 1 -1 0 10 1 11,87 0,48 0,12 52,38 1245 0,48 0,13| 5287 5,85 0,52 0,06 56,74 3,34 0,44 0,03 47,51
Planejamento 4 L 11 -1 2 10 1 10,61 0,50 0,11 5500 11,27 0,43 0,12| 46,84 5,11 0,36 0,05 39,23 5,29 0,69 0,06 75,39
fatorial 5 0 -1 1 0 b) 2 11,85 0,49 0,12 53,14 13,30 0,47 0,14| 51,56 5,50 0,65 0,06 71,38 4,92 0,53 0,05 57,90
6 1 -1 3 2 2 10,19 0,44 0,11 4755 11,33 0,45 0,12 4876 3,20 0,31 0,03 33,81 5,69 0,71 0,06 77,97
77 -1 1 11 0 10 2 10,88 0,37 0,11 40,28 1347 0,50 0,14| 55,00 6,64 0,43 0,07 46,86 5,45 0,49 0,06 52,90
8 1 1 1 2 10 2 10,12 0,46 0,11 4964 1224 0,43 0,13| 46,46 7,70 0,44 0,08 48,52 5,15 0,53 0,05 57,64
9 0 of of 1 1.3 13 10,71 0,52 0,11 56,52 1243 0,50 0,13| 54,00 5,65 0,49 0,06 53,48 0,00 0,00 0,00 0,00
S tantrais 10 0 of of 1 1.5 1.5 10,42 0,50 0,11 54,19] 13,56 0,53 0,14| 57,39 5,55 0,63 0,06 68,38 0,00 0,00 0,00 0,00]
11 0 of of 1 1.5 1.5 10,12 0,49 0,11 5381 1156 0,44 0,12| 4812 5,61 0,63 0,06 68,52 0,00 0,00 0,00 0,00
12 0 of of 1 1.5 1.5 10,27 0,49 0,11 53,98 1175 0,47 0,12| 50,98, 4,52 0,45 0,05 49,26 4,33 0,55 0,05 59,81




Tabela 36: Dados fermentativos para o tempo de 120 horas utilizando hidrolisado hemicelulésico
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UFMG-CM-Y309-C. UFMG-CM-Y409-C. UFMG-CM-Y3716— W. UFMG-CM-Y3747 - W.
xylosilytica xylosilytica rabaulensis rabaulensis
g B0 | vadugho Produgdo Produgdo Produgdo
de » Farelo de|de de Xilitol Yp/s Qp | Eficiencia de Xilitol Yp/s Qp | Eficienci de Xilitol Yp/s Qp | Eficiencia de Xilitol Yp/s Qp | Eficiencia
) Amonio (arroz  (levedura g/t (efg) | (e/Ln) (%) g/t (efg) | (e/Lh) | a(%) g/t (efg) | (g/Lh) (%) ” (efg) | (e/Lh) (%)
Ensaios |X1 (g/L) X1 |(g/L) X2 |(g/L) X3
d -1 1| -1 0 5 1 11,19 0,41 0,09 44,50 13,36 0,52 0,11 56,47 6,17 0,47 0,05 51,21 0,00 0,00 0,00 0,00
2 i | -1 -1 2 5 1 10,25 0,47 0,09 51,26 12,72 0,49 0,11 53,19 3,18 0,30 0,03 32,28| 5,47 0,42 0,05 46,07
3 -1 1] -1 0 10 1 12,03 0,46 0,10 50,28 12,75 0,49 0,11 53,38 7,28 0,46 0,06 56,74' 0,00 0,00 0,00 0,00]
Planejamento 4 1 1] -1 2 10 1 10,65 0,48 0,09 52,14 13,20 0,52 0,11 56,19 6,60 0,33 0,06 35,94' 0,00 0,00 0,00 0,00]
fatorial 5 -1 -1 1 0 5 2 11,31 0,44 0,09 48,42 14,00 0,49 0,12 53,91 7,10 0,51 0,06 55,16 0,00 0,00 0,00 0,00
6 1 -1 1 2 5 2 12,22 0,51 0,10 55,83 12,10 0,48 0,10 52,73 5,99 0,35 0,05 38,12 2,00 0,14 0,02 15,27|
7 -1 1 1 0 10 2 10,75 0,35 0,09 38,30 13,80 0,51 0,12 55,97 6,88 0,44 0,06 48,38 0,00 0,00 0,00 0,00]
8 1 1 1 2 10 2 10,61 0,45 0,09 49,44 12,87 0,45 0,11 48,75 9,41 0,44 0,08 47,67, 0,00 0,00 0,00 0,00
9 0 0 0 1 75 1.5 10,84 0,49 0,09 53,97 13,48 0,54 0,11 58,48 5,90 0,33 0,05 35,53 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0 0 0 1 75 15 10,40 0,47 0,09 50,76 13,44 0,52 0,11 56,88 5,22 0,32 0,04 35,09| 0,00 0,00 0,00 0,00]
Face Centrada
11 0 0 0 1 7.5 1.5 9,84 0,45 0,08 48,65 13,09 0,52 0,11 56,50 5,63 0,30 0,05 32,20 0,00 0,00 0,00 0,00]
12 0 0 0 1 7.5 1.5 10,12 0,46 0,08 49,70 13,36 0,54 0,11 58,37 5,55 0,37 0,05 40,13 0,00 0,00 0,00 0,00]
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APENDICE 4
Tabela 37: Parametros de conversdo do ensaio em meio YPX com 60 gL de xilose, in6culo de 1,0 gL, em cultivo da linhagem de Cyberlindnera

xylosilytica (UFMG-CM-Y309).

Condicoes Variaveis Tempo (h)
0 12 24 36 48 60 72 84 96 120 144
Conc. Celular (gL?) 1,12 3,58 3,95 5,17 7,78 8,27 8,51 8,46 8,55 8,99 9,02
Erlenmeyer Consumo de Xilose (%) 0,00 18,44 19,74 34,07 48,27 51,08 64,77 73,12 79,99 99,71 99,90
(25 mL de | Producdo de Xilitol (gL™?) 0,00 5,10 6,78 9,60 12,87 17,98 18,45 21,82 2227 2366 23,95
meio e 1gL? | Yous (ggh) 0,00 0,42 0,52 0,43 0,40 0,53 0,43 0,45 0,41 0,36 0,36
de células) Qp (gLt ht) 0,43 0,28 0,27 0,27 0,27 0,30 0,22 0,26 0,22 0,20 0,17
n (%) 45,74 45,74 56,79 46,59 44,08 58,20 47,10 4924 4440 39,23 39,59
Conc. Celular (gL?) 1,28 3,13 2,07 1,39 1,48 1,42 1,401 *na *na *na *na
pH 5,70 5,56 5,10 5,10 4,90 4,80 4,75 *na *na *na *na
Biorreator F1 | Consumo de Xilose (%) 0,00 11,23 10,30 13,15 13,09 16,19 20,20 *na *na *na *na
- (200 rpm e | Producdo de Xilitol (gL™?) 0,00 1,64 2,28 2,97 3,17 3,52 4,10 *na *na *na *na
0,65 vwm-kia | Y5 (gg™) 0,00 0,27 0,41 0,42 0,45 0,40 0,37 *na *na *na *na
13,68 ) Qp (gLth?) 0,00 0,14 0,10 0,08 0,07 0,06 0,06 *na *na *na *na
n (%) 0,00 2942 4456 4549 4876 43,77 40,87 *na *na *na  *na
Conc. Celular (gL™?) 0,79 1,02 1,14 0,94 1,82 1,25 1,10 0,96 0,65 1,07 *na
pH 572 5,54 4,99 4,70 4,50 4,54 4,50 4,46 4,41 4,33 *na
Biorreator F2 | Consumo de Xilose (%) 0,00 1,55 2,64 7,10 9,90 11,62 13,00 15,26 15,09 14,86 *na
- (350 rpm e | Producdo de Xilitol (gL™?) 0,00 0,63 1,04 1,48 2,98 3,72 3,80 3,85 4,39 5,45 *na
0,80  vvm- | Yy (99?) 0,00 0,62 0,60 0,32 0,46 0,49 0,45 0,39 0,45 0,56 *na
kia 22,32 h™) | Q, (gL h) 0,00 0,05 0,04 0,04 0,06 0,06 0,05 0,05 0,04 0,06 *na
n (%) 0,00 68,02 65,94 34,93 50,46 53,66 48,98 4228 48,75 61,46 *na
Conc. Celular (gL™?) 0,97 1,32 1,06 2,33 3,55 3,63 3,86 51 5,05 5,02 5,07
Biorreator F3 | pH 571 5,40 5,10 5,05 4,95 4,70 4,32 4,09 3,95 3,88 3,73
- (450 rpm e | Consumo de Xilose (%) 0 2,25 4,74 7,66 8,98 13,04 18,55 3254 66,15 9747 97,43
0,85 vvm | Producdo de Xilitol (gL™?) 0 1,06 1,35 1,64 1,89 3,53 5,16 9,74 11,8 1446 17,65
com Tween | Yys(gg?) 0 0,9 0,41 0,32 0,32 0,41 0,43 0,47 0,28 0,23 0,28
80-ka 29,88 | Q, (gLt h?) 0 0,08 0,05 0,04 0,04 0,06 0,07 0,12 0,12 0,12 0,12
h?) n (%) 0 98 45,13 34,46 34,65 44,82 46,63 50,78 30,22 25,15 30,75
*na - ndo analisada - Yp/s; Qp, m, sdo respectivamente os fatores de conversdo, produtividade e eficiéncia de  xilitol.
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EVALUATION OF XYLITOL PRODUCTION BY strains of
Cyberlindnera xylosilytica and Wickerhamomyces rabaulensis FROM

SUGARCANE BAGASSE HEMICELLULOSIC HYDROLYSATE
Palladino, F.}, Barros, K.O.}, Rodrigues, R.C.L.B.2, Rosa, C.A!

!Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Minas Gerais. Belo Horizonte, MG

2Departamento de Biotecnologia, Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sdo
Paulo, Lorena, SP. E-mail: ferpalladino12@gmail.com

In Brazil, the sugarcane processing generates tons of sugarcane bagasse every year. It may be
hydrolyzed to release the sugars from cellulosic and hemicellulosic fractions, mainly glucose
and xylose, respectively. These carbohydrates can be converted into products of
biotechnological interest by yeasts, such as xylitol (a natural sweetener). On the other hand,
xylitol accumulation in yeasts depends on factors, which includes nutritional supplements,
temperature, pH, inoculum size, substrate, and aeration. In this context, the present work
aimed to evaluate some of these variables (nutrients, initial cell concentration and aeration) to
obtain xylitol from sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate (SBHH) by new xylitol
producers strains of the species Cyberlindnera xylosilytica (05 strains) and Wickerhamomyces
rabaulensis (11 strains) isolated from Brazilian ecosystems. Therefore, a screening for xylitol
production was performed with these yeasts in YPX medium (60 g L* D-xylose, 20 g L
peptone, 10 g L yeast extract). C. xylosilytica (UFMG-CM-Y409 and UFMG-CM-Y309)
and W. rabaulensis (UFMG-CM-Y3716 and UFMG-CM-Y3747) showed the higher amounts
of xylitol. Then, the preselected strains were cultivated in SBHH, obtained by dilute acid
treatment and supplemented with ammonium sulfate, rice bran extract, and yeast extract based
on 23 full factorial design. C. xylosilytica UFMG-CM-Y-409 achieved the highest xylitol
titers (14.06 g L), xylitol yield (Yxyipis = 0.63gg™), and xylitol productivity (Qxyip = 0.20 g L°
h1) utilizing the maximum level (10 g L) of rice bran, and the minimum level (1.0 g L™?) of
yeast extract. In the other case, the xylitol production (22.13 g L) was improved by the use
of a lower initial cell concentration (1.0 g L) and oxygen availability according to a 22 full
factorial design analysis. These results suggest that C. xylosilytica UFMG-CM-Y-409 has a
potential to be used in further biotechnological applications for xylitol production.

Keywords: Cyberlindnera xylosilytica, Wickerhamomyces rabaulensis, hemicellulosic
hydrolysate; sugarcane bagasse, fermentation, xylitol, Brazilian ecosystems.

Financial Support: CNPqg, FAPESP.
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AVALIACAO DA PRODUCAO DE XILITOL POR LINHAGENS DE
Cyberlindnera xylosilytica E Wickerhamomyces rabaulensis

Palladino, F*., Cadete, R.M'., Rodrigues, R.C.L.B?., Rosa, C.A!

!Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Minas Gerais. Belo Horizonte, MG 2Departamento de Biotecnologia, Escola de Engenharia de
Lorena, Universidade de Séo Paulo, Lorena, SP.

Subprodutos agroindustriais, como o bagaco de cana de agUcar, sdo ricos em agucares, COmo
xilose, e podem ser utilizados como matérias primas para a obtencéo de produtos de interesse
econbmico. Dentre estes, destaca-se o xilitol, adocante natural utilizado nas inddstrias
farmacéuticas e de alimentos. Leveduras que utilizam xilose como fonte de carbono
apresentam potencial para produzir xilitol. Este trabalho propde a investigacao da producéo de
xilitol por linhagens das leveduras Cyberlindnera xylosilytica e Wickerhamomyces
rabaulensis. A partir do cultivo em meio contendo xilose como Unica fonte de carbono, foram
calculados os parametros fator de conversdo de substrato em produto, Yp/s (g/g), e
produtividade volumétrica, Qp (g/L/h). Os melhores resultados, comprovados
estatisticamente, foram alcangados pelas linhagens de C. xylosilytica UFMG-CM-Y409
(0,83g/g e 0,58g/L/h, em 48h) e UFMG-CM-Y309 (0,87g/g e 0,65¢/L/h, em 72h), e pelas
linhagens de W. rabaulensis TO 56.1 (0,70g/g e 0,71g/L/h) e TO 68.1.1 (0,72g/g, 0,82¢g/L/h),
ambas em 48h. Na sequéncia, a partir do cultivo em hidrolisado de bagaco de cana de agUcar e
utilizando-se as linhagens mencionadas, foi executado um estudo para avaliacdo da influéncia
da suplementacdo na producdo de xilitol, empregando-se os nutrientes sulfato de aménio (0-2
g/L), extrato de farelo de arroz (5-10 g/L), e extrato de levedura (1-2 g/L), por meio de um
planejamento fatorial 23. As linhagens de C xylosilytica tiveram destaque quanto a producio
de xilitol no ensaio contendo nivel maximo de farelo de arroz e nivel minimo de sulfato de
amonio e de extrato de levedura, apresentando uma producao de xilitol que variou de 0,55-
0,63g/g e 0,17-0,20g/L/h. Para as linhagens de W. rabaulensis somente a adi¢do de extrato de
levedura foi significativa (p<0,05) no favorecimento da producdo de xilitol. Este trabalho
evidencia a importancia de estudos na aplicagdo biotecnol6gica de leveduras para a obtencao
industrial de produtos de valor agregado.

Palavras-chave: Cyberlindnera xylosilytica; Wickerhamomyces rabaulensis; hidrolisado de
bagaco de cana de acucar; xilitol

Apoio Financeiro: CNPq, FAPESP.
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Xylitol production from sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate using novel
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Abstract

This study aimed to screen xylitol-producing strains of Cyberlindnera xylosilytica and
Wickerhamomyces rabaulensis for sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate
(SCHH) bioconversion. Four yeast strains (C. xylosilytica UFMG-CM-Y309 and
UFMG-CM-Y409 and, W. rabaulensis UFMG-CM-Y 3716 and UFMG-CM-Y3747)
were regarded as the best xylitol producers from a complex medium. These strains were
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cultivated in SCHH supplemented with ammonium sulfate, rice bran extract, and yeast
extract. C. xylosilytica UFMG-CM-Y-409 showed the highest values for xylitol
production (production, 14.06 g-L1; xylitol yield, 0.63 g-g1; xylitol volumetric
productivity, 0.20 g-L*-h™?) following SCHH supplementation with both rice bran and
yeast extract. In addition, a detailed study was performed with C. xylosilytica UFMG-
CM-Y309 and UFMG-CM-Y409 at different cell concentrations and volumes of
medium. Maximum xylitol production was achieved with 1.0 g-L* cell concentration
and 25 mL of culture medium. This work demonstrates the biotechnological potential of
these yeasts for xylitol production.

Keywords: Xylitol production; Cyberlindnera xylosilytica; Wickerhamomyces

rabaulensis; sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate.

1. Introduction

Xylitol is a polyalcohol (CsH120s) classified as a sweetener capable of replacing
sucrose (Mohamad et al., 2015; Dasgupta et al., 2017; Unrean and Ketsub, 2018).
Xylitol is well tolerated by diabetic patients, exerts non-cariogenic effect (Duangthip et
al., 2015; Jia et al., 2016; Cocco et al., 2017), and demonstrates clinical usefulness in
osteoporosis and vaginosis treatment (Mattila et al., 1998; Kimberly Clark CO, 2010).
At present, commercial xylitol production is achieved through the catalytic
hydrogenation of purified xylose from biomass hemicellulosic hydrolysates. This
process is inefficient and expensive, owing to the high complexity of the xylose
purification procedure and the need to separate catalyst residues and byproducts
generated during the process of xylitol hydrogenation (Pal et al., 2016; Rao et al., 2016).

An alternative strategy for the production of xylitol involves biotechnological pathway
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using hemicellulosic hydrolysate; this method does not require xylose purification or
high temperatures and pressures (Dusséan et al., 2016; Thancharoen et al., 2016; Lopez-

Linares et al., 2018).

Sugarcane bagasse is a lignocellulosic waste rich in sugars. According to the
Brazilian National Supply Company (CONAB), around 94.1 tons of bagasse was
obtained from 625.96 thousand tons of sugarcane produced in the 2018/19 harvest
(Conab, 2018). Brazil is one of the world’s largest sugarcane producers. Sugarcane
bagasse has a complex structure formed roughly of 20-30% lignin, 40-45% cellulose,
and 30-35% hemicelluloses, with limited amounts of extractives and ash (Rodrigues et
al., 2001, Hernandez-Pérez et al., 2016). The high concentration of D-xylose in the
hemicellulosic fraction of the sugarcane bagasse and the high capacity of D-xylose
assimilation by several yeasts are the main reasons that drive the use of this raw
material for the production of xylitol (Guaman-Burneo et al., 2015; Hernandez-Pérez et
al., 2016; Jiang et al., 2016; Arruda et al., 2017). However, the pretreatment process
generates several by-products such as furans (furfural and 5-hydroxymethylfurfural),
carboxylic acids (i.e., levulinic, formic, and acetic acids), and phenolics (e.g., phenol,
vanillin, vanillic acid, coumaric acid) (Rodrigues et al., 2003, Li et al., 2016). These
compounds may inhibit the bioconversion of xylose to xylitol by yeasts; their removal
or reduction from the medium may be achieved through activated charcoal, resin,
solvent extraction, and vacuum evaporation (Rodrigues et al., 2001; Lopez-Linares, et

al., 2018).

For biotechnological production of xylitol, factors other than the carbon source and
microbial strains, such as temperature, pH, nitrogen source, cell concentration, and

oXygen concentration, are important. Oxygen concentration is considered as one of the
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most limiting parameters (Su et al., 2015). The use of nitrogen sources in fermentation
media could enhance cell biomass generation or metabolite formation. While the low
ratio of carbon to nitrogen favors the generation of cell biomass, high ratio facilitates
the formation of metabolites. Yeasts are able to assimilate different sources of inorganic
nitrogen, such as peptone, yeast extracts, ammonium sulfate ([NH4]2SO.), and urea,
which are extensively studied for the production of xylitol (Hongzhi et al., 2011).
Another source of nutrients studied for xylitol production is rice bran, which is
considered as a rich source of proteins, Fe, Zn, and Mn and vitamins B and E (Saunders,
1985; Vallejos et al., 2016; Favaro et al., 2017). Supplementation of the sugarcane
bagasse hemicellulosic hydrolysate with nutrients such as rice bran has been widely
used in several studies such as for the formulation of culture media to produce xylitol by
Candida (Meyerozyma) guilliermondii (Rodrigues et al., 2001; Pereira et al., 2011,

Arruda et al., 2017).

Candida tropicalis and Meyerozyma guilliermondii are yeasts commonly studied for
the production of xylitol (Dalli et al., 2017; Arruda et al., 2017; Lopez-Linares et al.,
2018). New yeasts species have been identified as xylitol producers and include
Scheffersomyces amazonensis (Cadete et al., 2017, 2012), Spathaspora brasiliensis, Sp.
roraimanensis, Sp. suhii, Sp. xylofermentans (Cadete et al., 2016), and Sugiyamaella
xylolytica (Sena et al., 2017). Yeasts of the genus Cyberlindnera and Wickerhamomyces
have been studied as potential producers of xylitol. Cyberlindnera xylosilytica was able
to produce high yield (0.726 g-g™*) of xylitol in the presence of xylose (50 g-L ™) as a
carbon source (Cadete et al., 2015). Junyapate et al. (2014) reported that
Wickerhamomyces rabaulensis is a xylitol-producing yeast (0.36 g-g 1) that utilizes

xylose (10 g-L 1) as the carbon source. During studies on yeasts associated with rotting
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wood in forest ecosystems in Brazil, we have isolated several novel strains of C.
xylosilytica and W. rabaulensis (Freitas, 2014; Cadete et al., 2015; Cadete et al., 2017;
Brandd&o et al., 2017). These strains were not characterized based on their potentials for

xylitol production.

In this work, different strains of C. xylosilytica and W. rabaulensis were screened in the
semi-defined medium for the selection of yeast strains with maximum xylitol
production capacity. The growth profiles of these strains were evaluated using
sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate supplemented with different
concentrations of rice bran, yeast extract, and (NH4)2SOs. We examined the influence of
cell concentration and oxygen conditions on the fermentation of sugarcane bagasse
hemicellulosic hydrolysate medium supplemented with rice bran and yeast extract using

two of the best xylitol-producing strains of C. xylosilytica.

2. Material and methods

2.1 Screening for xylitol-producing strains in semi-defined medium containing xylose
2.1.1 Yeasts strains and inoculum medium

Table 1 shows the origin of C. xylosilytica and W. rabaulensis strains used in this
study. Methods of isolation of these yeast strains are described in Cadete et al., (2012).
The yeasts were isolated from bark tree, decaying wood, sugarcane filter cake, insects
frass, water, cactus samples (Freitas, 2014; Cadete et al., 2015; Cadete et al., 2017,
Branddo et al., 2017). These isolates were stored in the Collection of Microorganisms
and Cells of Federal University of Minas Gerais at —80 °C. For pre-inoculum
preparation, yeast strains were grown on yeast extract-malt extract agar (YMA)

(glucose, 10 g-L™*; peptone, 5 g-L™%; yeast extract, 3 g-L™*; malt extract, 3 g-L™*; and
129
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agar 20 g-L™1) for 24-48 h at 30 °C. Each tested strain was grown in 125-mL
Erlenmeyer flasks containing 50 mL of YPX broth (yeast extract, 10 g-L™%; peptone, 20
g-L%; and D-xylose, 30 g-L 1) in an orbital shaker at 30 °C and 200 rpm for 24 h
(Arruda et al., 2017; Lorliam et al., 2017). Cells were recovered by centrifugation
(3,000 xg for 15 min), washed twice with sterile distilled water, and an aliquot from the
final solution was transferred to fresh fermentation medium to obtain an initial cell

concentration of 0.5 g-L™* (Cadete et al., 2015).
2.1.2 Screening for xylitol-producing strains

Screening for xylitol-producing yeasts in YPX broth (yeast extract, 10 g-L™!; peptone,
20 g-L7!; and D-xylose, 60 g-L™!) was carried out in 125-mL Erlenmeyer flasks
containing 50 mL of medium in an orbital shaker at 30 °C and 200 rpm for 72 h (Cadete
et al., 2015; Thancharoen et al., 2016; Lorliam et al., 2017). The experiments were
performed in duplicate. Samples were taken at regular intervals of 12 h. Cell
concentration was determined and the culture broth was centrifuged (3,000 xg for 15
min). The supernatants were stored at —20 °C for subsequent analysis of the sugars and
toxic compounds by high-pressure liquid chromatography (HPLC) (Cadete et al., 2015).
The results were expressed as xylitol concentration (g-L™!), sugar consumption (%),

xylitol yield (Yus; g-g7'), and xylitol volumetric productivity (Qp; g-L™!-h™1).

2.2 Screening for xylitol-producing strains using sugarcane bagasse hemicellulosic

hydrolysate

2.2.1 Preparation of sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate
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Sugarcane bagasse was dried to 10% moisture in sunlight and stored at room
temperature (25°C) before pretreatment. Sugarcane bagasse was pretreated with diluted
sulfuric acid (100 mg H2SO.4/g dry matter) at a solid:liquid ratio of 1:10. The reaction
was conducted in a 50 L stainless steel reactor at 121 °C for 20 min. After this step, the
residual solid material was separated by centrifugation and the liquid phase
(hemicellulosic hydrolysate) was vacuum concentrated in a 30 L stainless steel
evaporator at 70 °C to increase the xylose concentration to 60 g-L~* (Rodrigues et al.,

2010; Dussan et al., 2016; Arruda et al., 2017).

The vacuum evaporated hemicellulosic hydrolysate was treated with the overliming
detoxification method, wherein calcium oxide was added to raise the initial pH (0.87) to
7.0, followed by the addition of phosphoric acid to decrease the pH to 5.5. At each step,
the precipitate was removed by centrifugation (2,000 xg for 20 min). Activated charcoal
powder (2.5% m/v) was added to Erlenmeyer flask (2,000 mL) containing 1,100 mL of
hemicellulosic hydrolysate (pH 5.5). The mixture was maintained at 200 rpm and 30 °C
for 1 h. The solids were removed by centrifugation (2,000 xg for 20 min). Before
fermentation, the vacuum-evaporated and detoxified hemicellulosic hydrolysate was
autoclaved at 111 °C (0.5 atm) for 15 min (Hernandéz-Pérez et al., 2016; Arruda et al.,
2017). The sugar composition of the hemicellulosic hydrolysate was determined by high

performance liquid chromatography (HPLC).

2.2.2 Supplementation of sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate

The supplementation of sugarcane hemicellulosic hydrolysate was performed using
Design of Experiments (DoE). The experiments were conducted based on 22 full

factorial design with four replicates in the central point. The effects of the independent
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variables, (NH1)2S04 (g-L™") (X1, S), rice bran extract (X2, F), and yeast extract (Xs, E),
were evaluated on xylitol production (g-L™") (Y1) by the yeast strains. The levels and

coded levels (—1, 0, 1) of the independent variables evaluated are listed in Table 2.

The experimental data were analyzed by multiple regression analysis through least
square method. All the terms of the model were statistically tested and verified using F-
test (analysis of variance [ANOVA] at probability levels (p < 0.05). Adequacy of the
developed models was tested by performing R?, adjusted coefficient of R2-adj, normal
probability plot, and residuals versus the fit values (Rodrigues et al., 2012). All
numerical analyses were estimated using Design-Expert Version 6.0.6 software (Stat-
Ease Inc., USA). The response and contour plots were developed using Statistica for

Windows™ release 5.1 software (StatSoft Inc., USA).
2.2.3 Fermentation of sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate

The screening for xylitol-producing yeasts using sugarcane bagasse hemicellulosic
hydrolysate (32 to 37 g-L ! xylose) was carried out in 125-mL Erlenmeyer flasks
containing 50 mL of medium in an orbital shaker at 30 °C and 200 rpm for 120 h.
Sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate was supplemented with rice bran extract
(5.0-10.0 g-L ") (Guaman-Burneo et al., 2015; Arruda et al., 2017), (NH4)2SO4 (0-2
g-L™!") (Guaman-Burneo et al., 2015; Hernandez-Perez et al., 2016; Arruda et al., 2017),
and yeast extract (1.0-2.0 g-L™") (Lorliam et al., 2017) according to 22 full factorial
design with four central points (Table 2). The experiments were performed in duplicate.
Samples were taken at regular intervals of 24 h and cell concentration was determined
for spectrophotometry. The culture broths were centrifuged (3,000 xg for 15 min) and

the supernatants were stored at —20 °C for the subsequent analysis of sugars and toxic
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compounds by HPLC (Cadete et al., 2015). The results were expressed as xylitol
concentration (g-L™!), sugar consumption (%), xylitol yield (Yps, g-g~'), and xylitol

productivities (Qp, g-L -h™1).

2.3 Influence of cell concentration and volume of medium on sugarcane bagasse

hemicellulosic hydrolysate bioconversion

An experimental factorial design 22 was performed with four central points by
varying cell concentration (1.0, 5.0, and 10.0 g-L™!) and medium volume (25, 50, and 75
mL) (Table 3). The hydrolysate culture assays were carried out in 125-mL flasks
containing sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate (40 g-L™! of xylose)
supplemented with 1.0 g-L™! of yeast extract and 10.0 g-L! of rice bran extract
(Guaman-Burneo et al., 2015; Arruda et al., 2017) at 30 °C and 200 rpm. The assays
were monitored by taking samples at time intervals of 0, 24, 48, 72, 96, and 120 h.
Samples were stored at 20 °C for further analysis. All experiments were performed in

duplicates.

2.4 Determination of cell concentration

Cell concentrations were determined using a Beckman DU 640B spectrophotometer
(Beckman Coulter, Pasadena, California, USA) by reading the optical density at 600 nm
wavelength and from the previously determined calibration curve (dry weight x

Abs600) (Cadete et al., 2016; Dussan et al., 2016).
2.5 Analytical methods

All samples were centrifuged at 2,600 xg for 15 min, and the resulting supernatants

were diluted (1:10) and filtered using a Sep-Pak C18 (Millipore) filter. The
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concentrations of D-xylose, ethanol, and xylitol in YPX medium and glucose, xylose, I-
arabinose, ethanol, xylitol, and acetic acid in sugarcane bagasse hemicellulosic

hydrolysate were determined by HPLC (Waters, Milford, Massachusetts, USA) using a
Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm) column at 45 °C and Waters 410 refraction
index detector at an injection volume of 20 pL using a mobile phase of 5 mM H2SO; at

a flow rate of 0.6 mL/min.
2.6 Fermentation parameters

Xylitol yield (Yps, 9-g71) were calculated as the ratio between xylitol concentration
and xylose consumption. Xylitol productivities (Qp, g-L*-h™*) were calculated as the
ratio between xylitol concentration and time of maximum xylitol production. The
efficiency (n, %) of xylose-to-xylitol bioconversion was calculated as the ratio between
the experimental Y s value (g-g”%) and the maximum theoretical yield value (0.917

g-g Y, as proposed by Cadete et al. (2012) and Dussan et al. (2016).
3. Results and discussion

3.1 Screening for xylitol-producing strains

Table 1 summarizes the results of xylose consumption (%), xylitol production (g-L ™),
yeast biomass (g-L 1), ethanol yield (g-L™), xylitol yield (Yps, g-g2), xylitol volumetric
productivity (Qp, g-L *-h™?), and theoretical xylitol yield (1, %) of different strains of C.

xylosilytica and W. rabaulensis.

The results were analyzed at 48 and 72 h (Table 1) of cultivation. All strains
produced xylitol using xylose as a sole carbon source in the culture medium. Ethanol

was also produced at low concentrations. The best xylitol-producing strains were C.
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xylosilytica UFMG-CM-Y407 and UFMG-CM-Y 309 and W. rabaulensis UFMG- CM-
Y6303 and UFMG-CM-Y 3716 (Table 1). These results suggest that these yeasts
express xylose reductase (XR) enzymes and are strictly dependent on NADPH or may
have preference for NADPH or exhibit low activity in the presence of NADH. Yeasts
showing this behavior produce xylitol as the main product of the metabolism of D-

xylose (Cadete et al., 2016).

Strains of C. xylosilytica tested in the present study produced 37 to 46.87 g-L ! of
xylitol, especially UFMG-CM-Y 309 strain that showed xylitol production of 46.87
g-L"tand xylose consumption of 87.92% (Table 1). Strains of C. xylosilytica tested by
Cadete et al. (2015) using culture medium containing 50 g-L* xylose, 10 g-L* yeast
extract, and 20 g-L* peptone showed a xylose consumption of 86% to 94% and a
maximum xylitol production of 33 g-L ™ (Yus 0.726 g-g *and Qp 0.459 g-L 1-h™?) after
72 h of incubation. Guaman-Burneo et al. (2015) used a medium with 50 g-L™* xylose,
20 g-L* rice bran extract, 2 g-L* (NH4)2SO4, and 0.1 g-L™* calcium chloride
(CaClz-2H20; pH 5.5) and a cell concentration of 1 g-L~*in 250-mL flasks with 100 mL
of medium at 200 rpm and 30 °C for 72 h. Xylitol production value for C.

galapagoensis was found to be 17.01 g-L* (Ypis,0.50 g-g * and Qp, 0.23 g-.L %-h™).

In the present work, 60 g-L " xylose led to xylitol production of 30-39.66 g-L*and
Y s 0f 0.55 to 0.71 g-g~* with W. rabaulensis strain UFMG-CM-Y3716 (Table 1).
Junyapate et al. (2014) used culture medium with 10 g-L ! xylose and reported xylitol

production values of 1.78 to 3.30 g-L *and Yps0f 0.17 to 0.32 g-g * for W. rabaulensis.
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Among the 16 strains tested, two strains of each species were selected based on the
statistical analysis performed with ANOVA (p < 0.05) using parameters xylitol yield
(Ypis) and volumetric productivity (Qp). The yeasts that were statistically significant and
deemed as the best xylitol producers were C. xylosilytica UFMG-CM-Y 309 and
UFMG-CM-Y409 and, W. rabaulensis UFMG-CM-Y 3716 and UFMG-CM-Y3747.
These yeasts were used for the subsequent tests in the presence of sugarcane

hemicellulosic hydrolysate.

3.2 Xylitol production by the yeast strains from sugarcane bagasse hemicellulosic
hydrolysate medium

The xylitol production by C. xylosilytica UFMG-CM-Y 309 and UFMG-CM-Y 409
and W. rabaulensis UFMG-CM-Y 3716 and UFMG-CM-Y 3747 strains from sugarcane
bagasse hemicellulosic hydrolysate medium was studied using a 22 full factorial design
augmented with quadruplicates at the central point. The levels and coded levels (-1, 0,
1) of the independent variables evaluated are shown in Table 2. For each yeast strain,
the optimum supplementation of (NH4)2SO4 (S, X1), rice bran extract (F, X2), and yeast
extract (E, X3) was established to improve xylitol production (g-L™") (Y1, Y2, Y3, and

Ya).

Xylitol production ranged from 1.94 g-L ™t (Assay 01, W. rabaulensis UFMG-CM-
Y3716) to 14.06 g-L~* (Assay 03, C. xylosilytica UFMG-CM-Y409) (Table 2). Assay 03
used rice bran extract (10 g-L™%, Xz, F) at high level. In all cases, the addition of rice
bran extract was associated with the addition of yeast extract and lack of (NH4)2SOa4to
enhance xylitol production (Y1, Y2, Y3,and Y3). Bera and Mukherjee (1989) mentioned

that the rice bran protein concentrate had maximum solubility (> 75%) at pH 9.0-10.5
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and minimum (~13%) solubility at pH 4.5-5.5. In this work, the rice protein was
extracted with water at pH around 6.0, which probably contributed to the
supplementation of the medium with low amount of soluble proteins needed to be

enriched with low amount of yeast extract for the improvement in xylitol yield.

[Table 2 about here.]

At this stage of the experiment that corresponded to the factorial design 22 (Assays 01
to 08) with four central points (PC1, PC2, PC3, and PC4), were selected from second-
order factors and interactions that were significant at 95% confidence level (Table 4). In
addition, the xylitol production values (Y1, Y2, Y3,and Y3) (Table 2) obtained under the
same experimental conditions (PC1, PC2, PC3, and PC4) for all yeasts showed small

variations, indicative of the excellent repeatability of the process.

In general, xylitol production by C. xylosilytica UFMG-CM-Y 309 and UFMG-CM-
Y409 was higher than that by W. rabaulensis UFMG-CM-Y 3716 and UFMG-CM-
Y3747 strains with sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate (Table 2). For W.
rabaulensis UFMG-CM-Y3716 and UFMG-CM-Y 3747, only the addition of yeast
extract (Xa) significantly improved xylitol production at 95% confidence level (p <
0.05) (Table 4). These strains showed the highest production of xylitol (39.66 g-L™")
during screening with xylitol-producing yeast medium containing xylose (60 g-L™!) but
produced low amount of xylitol (< 4.5 g-L™") after 72 h of cultivation in sugarcane

hemicellulosic hydrolysate medium.

For C. xylosilytica UFMG-CM-Y 309 and UFMG-CM-Y 409, the linear and second-
order models were tested for xylitol production response variable, and the second-order

model was fitted using Design-Expert software. For both yeasts, multiple regression
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analysis coefficients were calculated using xylitol production values from Table 2. For
C. xylosilytica UFMG-CM-Y 309, the linear term of the variable X1 ([NH4]>SO4) and
the interactions between the two organic nitrogen sources rice bran extract and yeast
extract (X2X3) were statistically significant at 5% significance level (p < 0.05) (Table
4). However, for C. xylosilytica UFMG-CM-Y4009, the linear term of the variable X
and its interaction with yeast extract concentration (X1X3) were statistically significant
at 5% significance level (p < 0.05) (Table 4). Factors and interactions that were not
statistically significant at 95% confidence level were obtained from the model

composition.

[Table 4 about here.]

Table 5 displays the ANOVA for xylitol production by C. xylosilytica UFMG-CM-
Y309 and UFMG-CM-Y409. The significance levels for the factors and interactions
showed a confidence level of 95%. This observation indicates that the F-value was
higher than the tabulated F-value (Table 5). This model shows that the lack-of-fit error
is insignificant, indicative of the accuracy of the fitted model for the prediction of the
response. We evaluated the normal probability plots and histograms of residuals (data
not shown) and found that the residuals showed no unusual structure, suggesting that
the models proposed for both yeast strains are adequate and there are no reasons to

suspect any violation of the independence or constant variance assumption.

[Table 5 about here.]

Mathematical models (Eq. 1 and Eq. 2) were developed to determine the optimal
values of the fermentation conditions that maximized the value of xylitol production for
C. xylosilytica UFMG-CM-Y309 and UFMG-CM-Y409, respectively. Eg. 1 and Eq. 2
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describe the xylitol production predicted by the models as a function of the coded
variables in reparameterized models that contain only the statistically significant terms
(Table 5). Here, Y1 and Y2 correspond to the xylitol production (g-L™?) by C.
xylosilytica UFMG-CM-Y 309 and UFMG-CM-Y4009, respectively, while X1, X2, and
X3z correspond to the values coded for the variables (NH4)2SOs, rice bran extract, and

yeast extract, respectively.

Y, =+10,03—0,498X, +0,103X , —0,205X ; —0,605X , X 5

1)
Y, = +13,02—0,388X, — 0118 X5 + 0,543X, X5

)
Eqg. 1 displayed a positive value only for the rice bran extract mean effect (Xz2), which

means that xylitol production was favored with the highest coded levels (+1). The
opposite situation was observed for the mean effects of (NH4)2SO4 concentration (X1)
and yeast extract concentration (X3) (Eg. 1), which showed negative values. This
observation indicates that xylitol production by C. xylosilytica UFMG-CM-Y 309 was
favored in lower coded levels (—1). The main effects must be interpreted together,
owing to the existence of significant interaction effect (X2Xz). These results may be

better visualized in Fig. 1a.

[Figure 1 about here.]

The response surface and contour curves (Fig. 1a) present the existence of an optimal
area for xylitol production by the interaction effects of rice bran extract and yeast
extract in the absence of (NH4)2SO4 (lower level, —1) in fermentation medium. Here, the
strength of rice bran extract (10 g-L™1) in sugarcane hemicellulosic hydrolysate favored

xylitol production when the concentration of yeast extract was maintained at its lower
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level (1.0 g-L1Y). These results indicate that it was possible to reduce a nitrogen source
as expensive as yeast extract with the use of an alternative source (rice bran) and still

maintain the highest production of xylitol.

Highest xylitol production by C. xylosilytica UFMG-CM-Y409 (Fig. 1b) was favored
by the interaction between (NH4).SO4and yeast extract (X1X3s) that was significant at
95% confidence level. In this case, xylitol production was favored in the fermentation
medium with the lowest concentration of yeast extract (1 g-L™*) and was associated with
the absence of (NH4)2SO4 (Fig. 1b). For xylitol production by C. xylosilytica UFMG-
CM-Y4009, the rice brain extract had no significant effect at 95% confidence level and
was kept at the lowest level (5 g-L ). However, yeast extract should be maintained at its
upper level (2.0 gL 1) while (NH4)2SO4 should be kept at its lower level to improve

xylitol production by C. xylosilytica UFMG-CM-Y409 (Fig. 1b).

The strains C. xylosilytica UFMG-CM-Y 309 and UFMG-CM-Y409 and W.
rabaulensis UFMG-CM-Y3716 and UFMG-CM-Y 3747 produced high amounts of
xylitol in the medium supplemented with 60 g-L~* xylose. However, the strains C.
xylosilytica UFMG-CM-Y309 and UFMG-CM-Y 409 showed better xylitol yields
(11.97 g-L %, Y5 0.55 and 14.06 g-L 2, Y5 0.63, respectively) in the presence of
sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate medium supplemented with maximum
rice bran (10 g-L™*) and minimum yeast extract (1 g-L ) as sources of nutrients. The
improvement in xylitol production by these new yeast strains in the presence of
sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate medium was possible through the use of
an alternative nitrogen source (rice bran extract) and by reducing the amount of the

more expensive nitrogen source (yeast extract). These yeast strains were used for
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subsequent tests in sugarcane hemicellulosic hydrolysate to evaluate the effects of

different cell concentrations and volumes of medium.

We studied xylitol production, xylose consumption, and cell growth of C. xylosilytica
UFMG-CM-Y309 and UFMG-CM-Y409 strains in sugarcane bagasse hemicellulosic
hydrolysate medium supplemented with rice bran and yeast extract using a 22 full
factorial design augmented with quadruplicates at the central point. Evaluations of the
different cell concentrations and volumes of medium (Fig. 2a-d) and the fermentative
parameters for all experiments are summarized in Table 3. In general, the results
obtained in the present work showed that cell growth, xylose consumption, and xylitol
production improved with low cellular concentrations (1.0 g-L %) and reduced initial

oxygen availability (25 mL) in Erlenmeyer flasks (125 mL).

Oxygen has a relevant role as a final electron acceptor in the maintenance of the
redox equilibrium in two initial steps of xylose metabolism. Reduction in oxygen
consumption rates or anaerobic conditions may result in the inhibition of the oxidation
of NADH to NAD™ (Su et al., 2015; Cadete et al., 2016). In this case, another electron
acceptor becomes necessary to oxidize NADH. In the absence of any electron acceptor,
the cell may not maintain the redox balance and would be unable to ferment D-xylose
into ethanol, resulting in the accumulation of xylitol. Oxygen is also necessary to
generate energy during xylose transport in the cell (Bellido et al., 2013). The use of
xylose for cell growth or xylitol production was dependent on the initial availability of
oxygen, as these experiments were performed under conditions of increasing and
decreasing oxygen levels established using different volumes of medium (25, 50, and 75
mL) (Table 3). It was observed that the ability of the yeast to assimilate xylose was

affected with the reduction in the initial oxygen condition (medium volume of 75 mL),
141
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405  which could be associated with the limitation of NADPH supply required for XR
406  activity (Silva and Felipe, 2006). As a consequence, the production of xylitol was

407  affected even with the use of rice bran and yeast extract as nutritional supplements.

408 [Table 3 about here.]

409 In response to the reduction in the initial oxygen availability (25 mL of medium),
410  xylose consumption was faster than that observed with lower initial availability of

411  oxygen (75 mL of medium) (Fig. 2a and 2c). The growth of C. xylosilytica was

412 susceptible to the levels of oxygenation. Assay 01, wherein the oxygenation condition
413 was higher (with 25 mL of medium), promoted an increase of 283% and 410% in the
414  cell mass of C. xylosilytica UFMG-CM-Y 309 (Fig. 2) and C. xylosilytica UFMG-CM-
415  Y-409 (Fig. 2), respectively, in 120 h of culture. As the increase in the cell

416  concentration from 5 to 10 g-L "t had no effect on cell growth, these values were

417  maintained for all samples collected in 120 h (Table 3).

418  [Figures 2 about here.]

419 A significant increase in xylitol production was observed in Assay 01. The best

420  values of the fermentation parameters for xylitol production were observed at 96 h for
421  both strains; C. xylosilytica UFMG-CM-Y 309 exhibited higher production of xylitol
422 (22.139-L 7% 0.75 g-g %) (Fig. 2). Thus, although oxygen availability is a critical factor
423 for xylose-to-xylitol bioconversion, it may be possible to improve this bioprocess by
424  increasing xylose consumption under conditions of oxygen limitation and decreased cell
425  concentration. The highest yield of xylitol obtained using C. tropicalis in sugarcane

426  bagasse hydrolysate detoxified with activated carbon was lower than that found in the

427  present study (Yps0.66 g-g 1Y) (Marton et al., 2006). According to Guaman-Burneo et al.
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(2015), C. galapagoensis was evaluated at an initial cell concentration of 1.0 g-L tin
the presence of sugarcane bagasse hemicellulose hydrolysate (49.7 g-L™* of xylose) and
showed the second largest production of xylitol (17.01 g-L*and Y5 0.50 g-g ). Under
same conditions, these authors tested a C. tropicalis strain that showed higher values of
xylitol (27.12 g-L tand Ypis 0.67 g-g1). Hernandez-Pérez et al. (2016) cultivated C.
(Meyerozyma) guilliermondii in sugarcane straw hemicellulosic hydrolysate (50 g-L !
xylose) supplemented with rice bran (20 g-L ™), (NH4)2S04 (2.0 g-L ™), and CaCl,-2H,0
(0.1 g-L™1) at an initial cell concentration of 1.0 g-L for the production of xylitol at
different volumes (25 or 50 mL) of medium in 125-mL Erlenmeyer flasks. The best
results were observed with 25 mL of medium, with xylitol production of 16.20 g-L !

and xylitol yield of Yy 0.47.

In all assays, the central points (5 g-L™* of cell concentration and 50 mL of medium)
showed minor variations. C. xylosilytica UFMG-CM-Y309 produced 7.80 g-L* of
xylitol in 96 h and consumed approximately 40% of xylose, while C. xylosilytica
UFMG-CM-Y409 produced 9.10 g-L™* xylitol on an average consumption of 42%

xylose, indicating the great reproducibility of the process.

Based on these results, the improvement in xylitol production by the C. xylosilitica
strains in medium containing hydrolysate hemicellulosic sugarcane bagasse was

considered to be higher availability of oxygen and lower cell concentration.
4. Conclusion

C. xylosilytica strains showed higher production of xylitol, followed by W. rabaulensis

strains. The combination of rice bran (10 gL ) and yeast extract (1.0 gL 1), favored the
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production of xylitol by C. xylosilytica in sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate.
This study also confirmed the high xylitol yield obtained from C. xylosilytica in the
presence of high oxygen availability and low cell concentration. These results suggest
that nutritional supplementation, cell concentration, and oxygen availability are
important variables for the biotechnological production of xylitol from lignocellulosic
materials by these yeast strains.
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Figure 1: Response surface for xylitol (g-L™1) production by Cyberlindnera xylosilytica strains

UFMG-CM-Y309 (a) and UFMG-CM-Y409 (b).
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Figure 2: Profiles of xylose consumption (e), xylitol production (m) and cell biomass production (A)
for C. xylosilytica (UFMG-CM-Y309, solid line and UFMG-CM-Y 409, dashed line) in SCHH with
different cell concentrations and initial availability of oxygen. (A) 1.0 g-L *and 25 mL; (B) 1.0 g-.L?
and 75 mL; (C) 100 gL' and 25 mL; (D) 100 gL' and 75 mL.
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Screening for xylitol-producing strains in semi-defined medium containing D-xylose (60 g-L1).
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Yeast strain  Lineage code B(';T?;'s )((gy:_'t?)l E(;hET)JI consﬁr)llwlgtsi(e)n % (; S/_Sl) ( g.l?lp.)h'l) n (%)
Time (h) 48 12 48 72 48 72 48 12 48 72 48 72 8 72
C. UFMG-CM-Y408 279 467 21.36+0.210 36.95+0.521 0.75 0.76 54.60 77.14 0.65°%¢"  0.80°¢ 0.45' 0.51¢ 7091 86.82
xylosilytica UFMG-CM-Y309 392 785 29.03+0.212 46.87+0.467 0.00 0.0 60.88 87.92 0.78b¢ 0.872 0.60¢f9 0.652 84.87 94.88
UFMG-CM-Y409 3.88 7.05 28.01+0.495 42.36+0.792 0.00 0.0 5447 81.87 0.83% 0.84ab 0.58¢ 0.59° 90.85 91.42
UFMG-CM-Y407 281 415 28.52+0.198 36.90+0.226 0.00 0.0 52.37 80.88 0.902 0.75¢4 0.59%9 0.51%¢ 97.80 81.94
NRRL YB 2097 356 512 25.05+0.240 37.19+0.579 0.00 0.0 60.39 82.74  0.68%ef 0.74¢4 0.52" 0.52¢ 74.12 80.32
UFMG-CM-Y516 397 570 30.17+0.200 33.32+0.775 0.00 0.0 75.13 89.69 0.66°%¢  0.61f¢h 0.639ef 0.467 7199 66.60
UFMG-CM-Y6303 4.07 6.16 35.22+0.792 35.15+0.788 0.00 0.0 77.69 91.47 0.74¢d 0.63"9 0.73b 0.49¢f  80.45 68.19
UFMG-CM-Y3696 8.30 11.21 30.63+0.495 30.69+0.325 122 1.80 88.14 93.94 0.58 0.55! 0.644¢ 0.43' 63.59 59.77
rabaménsis UFMG-CM-Y3708 6.4 9.55 31.96+0.820 33.84+0.088 1.00 153 87.04 93.87 0.61%¢" (Q.60%e"  0.67¢ 0.47%9  67.23 95.65
UFMG-CM-Y3716 856 11.31 34.07+0.240 39.66+0.085 0.00 0.0 82.72 94.58 0.704¢ 0.719¢ 0.71°¢ 0.55°¢ 75.79 77.16
UFMG-CM-Y3721 6.89 10.26 30.74+0.728 34.59+0.127 1.15 25 86.32 96.10 0.609" 0.60%e"  0.60%¢ 0.48f 65.27 65.97
UFMG-CM-Y3734 8.39 14.88 27.43+0.438 31.29+0.778 0.00 114 6895 86.60 0.64°%eNi (0.589M 0.579 0.43M  69.91 63.22
UFMG-CM-Y3735 9.67 16.72 32.04+0.283 30.87+0.608 0.98 143 87.88 9357  0.619N 0.55N 0.67¢d 0.43 66.58 60.24
UFMG-CM-Y3747 8.65 14.82 39.29+0.806 37.67+0.042 0.00 0.59 90.09 9331 0.72¢¢ 0.665 0.822 0.52¢4 7352 72.32
UFMG-CM-Y3754 8.77 1193 31.39+0.516 31.95+0.078 248 3.43 90.36 96.76 0.59N 0.56M 0.65¢ 0.449" 6395 60.78
UFMG-CM-Y3759 8.74 10.22 35.19+0.632 33.03x0.332 0.00 0.00 86.01 93.39 0.66%f¢  0.579¢hi 073" 0.46%9"  71.44 61.75

Yps, Qp, n are respectively the conversion, productivity and efficiency factors of xylitol. As F calc> F5%, it can be concluded that the means of the treatments differ among
themselves at 5% probability (p<0.05). The means indicated by the same letter did not differ statistically by the Tukey test (p<0.05).
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Levels and coded levels for the independent variables used in a 22 full factorial design augmented with quadruplicates at the central point for the
evaluation of the effects of hydrolysate supplementation on xylitol production by yeasts Cyberlindnera xylosilytica and Wickerhamomyces

rabaulensis.
Cyberlindnera Wickerhamomyces
S F* E* xylosylitica rabaulensis
Essay (g.LY) (gLY (gL'hH X X2 X3 UFMG-CM- UFMG-CM- UFMG- UFMG-
X1 X2 X3 Y309 Y409 CM-Y3716 CM-Y3747
Xylitol Xylitol Xylitol Xylitol
@LD Y1 (@LhHY: (@Lh) Ys (gL Ya
Factorial 1 0.00 500 1.00 -1 -1 -1 9.89+0.133  14.01+0.611 1.94+0.101 2.38+0.041
planning 23 2 200 500 1.00 +1 -1 -1 9.37+0.222  12.01+0.082 1.96+0.093 2.48+0.042
3 0.00 10.00 1.00 -1 +1 -1 11.9740.813  14.06+0.083  2.09+0.162 2.56+0.012
4 2.00 10.00 1.00 +1 +1 -1 10.1240.574  12.34+0.231 2.54+0.302 3.96+0.095
5 0.00 5.00 2.00 -1 -1 +1 11.11+0.765 12.38+0.185 2.63+0.893 3.35+0.281
6 200 5.00 2.00 +1 -1 +1 9.75+0.143  12.64+0.392 3.10+0.714 3.92+0.093
7 0.00 10.00 2.00 -1 +1 +1 9.55+0.921  13.05+0.784 3.66+0.952 3.82+0.012
8 2.00 10.00 2.00 +1 +1 +1 9.30+0.712  13.41+0.593 3.41+0.413 4.10+0.073
Central point  PC1 1.00 750 150 0 0 0 10.23+0.043  12.51+0.082 3.38+0.671 4.30+0.074
PC2 1.00 750 150 0 0 0 9.64+0.421  12.95+0.784 2.22+0.402 3.45+0.281
PC3 1.00 750 150 0 0 0 9.76+0.062  13.16+0.781 3.54+0.333  3.45+0144
PC4 1.00 750 150 0 0 0 9.70+0.083  13.73+0.393 2.54+0.301 3.45+0.351

Concentration of ammonium sulfate (S, X1), concentration of rice bran extract (F *, X5) and concentration of yeast extract (E *, Xs).
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Table 3 Levels and coded levels for the independent variables used in a 22 full factorial design augmented for the evaluation of the effect of
volume of medium and cell concentration on xylitol production by yeasts Cyberlindnera xylosilytica at 96 and 120 h of cultivation.

Assay v C* Vv c* Lineage code Time  Biomass Xylose Xylitol Y pis Qp n
Xa)  (Xs)  (Xa)  (Xs) (h) (@L")  consumption (9L (99" (@L*hh) (%)
(%)
UFMG-CM-Y309 96 3.30 63.24 18.57+0.571 0.71 0.19 77.16
01 -1 -1 250 10 120 3.83 70.72 22.13+0.882 0.75 0.18 82.27
UFMG-CM-Y409 96 4.23 64.23 19.20+0.288 0.74 0.20 80.73
120 5.10 78.34 21.01+0.773 0.66 0.18 72.43
UFMG-CM-Y309 96 1.84 27.73 6.70+0.021 0.58 0.07 63.23
02 +1 -1 75.0 10.0 120 1.85 24.46 7.85+0.213 0.77 0.07 84.44
UFMG-CM-Y409 96 1.55 40.35 11.88+0.076 0.73 0.12 79.37
120 1.60 44.36 12.47+0.764 0.70 0.10 76.18
UFMG-CM-Y309 96 10.35 48.30 13.40+0.740 0.69 0.14 75.74
03 -1 +1 250 10 120 11.38 63.33 16.31+0.706 0.64 0.14 70.27
UFMG-CM-Y409 96 10.58 66.50 11.19+0.371 0.43 0.12 47.41
120 11.12 71.52 11.40+0.449 0.41 0.10 4491
UFMG-CM-Y309 96 9.08 52.10 11.01+0.063 0.55 0.12 60.49
04 +1 +1 750 100 120 9.23 61.29 11,53+0.212 0.49 0.10 53.74
UFMG-CM-Y409 96 9.21 71.21 15.45+0.237 0.57 0.16 62.01
120 8.37 83.25 16.42+0.130 0.52 0.14 56.55

*Volume of medium (V*, X4) and the Cell concentration (C *, Xs). Yus, Qp, 1 are respectively the conversion, productivity and efficiency factors of xylitol.
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Estimates of the effects of factors and interactions for the production of xylitol (g-L™%) by
yeasts UFMG-CM-Y309, UFMG-CM-Y409 (Cyberlindnera xylosilytica), UFMG-CM-
Y3716, and UFMG-CM-Y 3747 (Wickerhamomyces rabaulensis).

Concentration of ammonium sulfate (X1), concentration of rice bran extract (Xz) and concentration of yeast

Yeast strain Factors Standard error and p-Value
effects
UFMG-CM-Y309- Average 10.030+0.14 -
Cyberlindnera Xa(L) -0.995+0.35 0.035
xylosilytica Xo(L) 0.205+0.35 0.580
Xs(L) -0.410+0.35 0.290
XXz -0.055+0.35 0.880
X1Xs3 0.190+0.35 0.607
XoXs -1.210+0.35 0.018
UFMG-CM-Y409- Average 13.02+0.12 -
Cyberlindnera Xi(L) -0.775+0.28 0.041
xylosilytica Xo(L) 0.455+0.28 0.169
X3(L) -0.235+0.28 0.444
X1Xz 0.095+0.28 0.751
X1Xs 1.085+0.28 0.012
XoXs 0.265+0.28 0.392
UFMG-CM-Y3716- Average 2.750+0.16 -
Wickerhamomyces Xi(L) 0.173+0.39 0.681
rabaulensis Xo(L) 0.518+0.39 0.248
Xs(L) 1.068+0.39 0.043
X1Xsz -0.073£0.39 0.862
X1Xs -0.063+0.39 0.881
X2X3 0.153+0.39 0.716
UFMG-CM-Y3747 Average 3.430+0.14 -
Wickerhamomyces Xa(L) 0.588+0.34 0.146
rabaulensis Xo(L) 0.578+0.34 0.152
Xs(L) 0.953+0.34 0.039
X1X; 0.253+0.34 0.493
X1Xs -0.163+0.34 0.655
X2X3 -0.253+0.34 0.493

extract (Xs).
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Table 5

Analysis of variance (ANOVA) for xylitol production by Cyberlindnera xylosilytica (UFMG-
CM-Y309 and UFMG-CM-Y409) from sugarcane hemicellulosic hydrolysate.

Source Sum of Squares DF  Mean Square F-Value p-value

< Xi(L) 1.980 1 1.980 10.830 0.0133
E’ o Xz (L) 0.084 1 0.084 0.460 0.5196
g N Xs (L) 0.336 1 0.336 1840  0.2173
§ LEQ XoX3 2.928 1 2.928 16.010 0.0052
S 2 Residual 1,280 7 0.183 - -
E LDL Lack of Fit 1.063 4 0.266 3.660 -
5 Pure Error 0.218 3 0.073 - -

Cor. Total 6.609 11 - - -

R?=0.8063 R?

(ajustado)=0.6956

-g o X1(L) 1.201 1 1.201 7.000 0.0295
g E Xz (L) 0.110 1 0.111 0.640 0.4457
? 5 X1X3 2.352 1 2.354 13.710  0.0060
2 4 Residual 1.374 8 0.171 - -
E E Lack of Fit 0.027 1 0.0267 0.1400 0.7207
§ > Pure Error 1.347 7 0.192 - -
© Cor. Total 5.040 11 - - -
R%2=0.7274 R2

(ajustado)=0.6252

Significant at 95% confidence level for all feedstock mixture. Concentration of ammonium sulfate (X1), concentration
of rice bran extract (X2) and concentration of yeast extract (Xs).
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