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Resumo

O xilitol tem se mostrado um produto de grande valor comercial para a industria alimen-
ticia, farmacéutica e odontoldgica, em virtude de suas caracteristicas benéficas, como sua
dogura e a prevenc¢ao de caries, simultaneamente a que ¢ indicado para obesos e tolerado
por diabéticos. O xilitol pode ser obtido pelas vias quimicas e biotecnologicas. Segundo a
literatura, a produgdo quimica do xilitol envolve um processo dispendioso, pouco produ-
tivo, em resposta ao processo de purificagdo. A via biotecnoldgica, por sua vez, tem-se tor-
nado uma excelente alternativa para sua produgao, empregando-se processos fermentativos
realizados por microrganismos. Neste trabalho foi estudada a utilizagao da via biotecno-
légica, utilizando-se a levedura Candida guilliermondii e bagago de cana-de-agticar como
substrato, um residuo agroindustrial de baixo custo empregado para fermenta¢ao da xilose.
Realizaram-se ensaios em duplicata, onde foi testada a capacidade fermentativa de trés ce-
pas de C. guilliermondii nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas. Inicialmente, foi realizada
hidrolise acida para conversao da xilana em xilose. Utilizou-se, em seguida, carvao ativado
para purificagao do hidrolisado e suplementagdo do meio de fermenta¢ao com sulfato de
amonio e farelo de arroz. O processo fermentativo ocorreu em misturador shaker a 150rpm
e temperatura de 30 °C. O estudo teve como objetivo estimar por meio do crescimento das
leveduras e o consumo de xilose os melhores parametros para produgédo do xilitol. Entre as
cepas utilizadas a de melhor resultado foi a LBP018, onde se obteve a maior quantidade de
biomassa e consumo de xilose.
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1 INTRODUCAO

Materiais lignoceluldsicos sao fontes abundantes de compostos organicos, apresentando grande
potencial de uso como matéria-prima em processos industriais para a produ¢ao de alimentos, combusti-
veis, insumos quimicos, enzimas e bens de consumo diversos (KRISHNA; REDDY; CHOWDARY, 2001).
No Brasil, um dos residuos lignocelulésicos mais abundantes é o bagago de cana-de-agucar; grande parte
deste é utilizada pela propria industria como fonte de energia. H4, entretanto, um grande excedente desse
material, o que motiva pesquisas visando ao seu aproveitamento. Uma potencial alternativa seria o em-
prego do bagac¢o de cana-de-agticar como matéria-prima para a producao de xilitol (SILVA et al., 1997).

A cana-de-agtcar é cultivada em mais de cem paises. Entre as culturas comerciais é a que con-
seguiu desenvolver mais eficientemente o mecanismo da fotossintese, o qual lhe permite fixar a energia
solar e transformad-la em massa verde, composta fundamentalmente de diferentes agucares e substancias
lignocelulésicas. Essa elevada capacidade fotossintética determina também maior coeficiente de absor-
¢do de CO, atmosférico, superior ao das florestas de zonas temperadas, o que contribui para atenuar o
efeito estufa (MANUAL..., 1999).

O bagago de cana-de-agticar ¢ um abundante residuo agroindustrial; apresenta em sua compo-
sicao 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina (PANDEY et al., 2000). O acido sulftrico
diluido tem sido utilizado para a hidroélise do bagago, liberando em torno de 83% da xilose complexada
na fragao hemicelulésica da fibra vegetal (PESSOA JUNIOR; MANCILHA; SATO, 1997).

O xilano é o componente principal da fragao de hemicelulose de madeiras duras e dos residuos
agroindustriais; é formado por unidades de xilose e pode ser hidrolisado nesse agucar pela a¢ao de acidos.
O residuo solido resultante da hidrélise acida contém tanto fragdes de lignina quanto de celulose que podem
ser separadas e utilizadas de maneiras diversas. A fase liquida resultante da hidrdlise acida pode ser utilizada
para realizar a fermentacédo para producéo de xilitol (PARAJO; DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998).

As hemiceluloses sdo heteropolimeros de pentoses e hexoses e correspondem de 10 a 40% da
matéria seca dos residuos lignoceluldsicos. Essa fragdo pode ser convertida em agticares monomeéricos,
principalmente xilose, em temperaturas abaixo de 200 °C na presenca de acidos diluidos (NEUREITER
etal., 2002).

O xilitol é um poliol com propriedades fisico-quimicas importantes as industrias alimenticias e
farmacéuticas. A produgio de xilitol por fermentagdo podera ser uma alternativa ao processo conven-
cional de obten¢ao desse adogante em razao da descoberta de leveduras com alta capacidade de fermen-
tacdo de xilose (FELIPE et al., 2003).

Pesquisas indicam que o xilitol apresenta uma caracteristica peculiar de ndo fermentacio pela maio-
ria das bactérias presentes na cavidade bucal, tornando a placa dentaria menos aderente e de facil remogao
a escovagdo, podendo ainda atuar como agente de remineralizagao do esmalte dentario. O xilitol ndo apre-
senta uma toxicidade que represente risco a saide humana (ELIAS; PINZAN; BASTOS, 2006).

A fermentagdo é um processo anaerdbico alternativo utilizado por algumas espécies de micror-
ganismos. Nesse processo, os substratos que podem ser fermentados, assim como os produtos finais
dependem da espécie microbiana. Os agticares sdo excelentes substratos fermentéveis, pois produzem
intermedidrios que podem ser reduzidos (HARVEY; CHAMPE; FISHER, 2008). O composto reduzido
resultante geralmente ¢ eliminado para o meio externo da célula (TRABULSI et al., 1999).

Em virtude da capacidade de microrganismos fermentarem a xilose presente nos hidrolisados,
surgiu a via biotecnoldgica de producao do xilitol; trata-se de uma alternativa ao processo convencional
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de obtengdo desse adogante; nesse processo niao sao necessarias extensivas etapas de purificagdo dessa
pentose como na via quimica (FELIPE et al., 2003).

O metabolismo de xilose em leveduras consiste em sua redugéo a xilitol por intermédio da enzima
xilose redutase que requer como cofator o NADPH + H +, seguida da oxidagdo a xilulose pela enzima
xilitol desidrogenase que requer como cofator o NAD (FELIPE et al., 2003). Quanto as leveduras, va-
rias espécies foram identificadas como produtoras de xilitol, destacando-se as do género Candida, pela
maior eficiéncia de conversao (LIMA; FELIPE; TORRES, 2003). De acordo com Roberto, Mancilha e
Sato (1998), o crescimento das células de levedura demonstra dependéncia na producao de xilitol, pois é
um produto intermediario no catabolismo de leveduras.

A produgdo do xilitol pela via biotecnoldgica ocorre por fermentagdo submersa. A técnica de fer-
menta¢ao submersa possui relativa facilidade de cultivo em grande escala, ja que garante a homogenei-
dade do meio e facilidade no controle dos parametros do processo, principalmente se monitorados por
sensores adequados (PINHEIRO, 2006).

No presente estudo, foi verificado o crescimento de trés linhagens de C. guilliermondii relacionan-
do ao consumo de xilose, com o objetivo de utilizar esses dados como indicadores dos melhores pardme-
tros disponiveis a produgéo de xilitol.

2 METODOLOGIA

A metodologia desenvolvida envolveu a obtengdo da cepa, preparo do indculo, hidrélise acida e
fermentagdo, conforme as etapas descritas a seguir.

2.1 OBTENCAO DA CEPA

Culturas puras do microrganismo Candida guilliermondii foram obtidas da unidade de pesquisa
de bioprocessamento e gendémica microbiana do departamento de agricultura dos Estados Unidos. Os
pellets das cepas LBP018, LBP075 e LBP076 foram entao ativados em meio Levedura-Malte (YM), e en-
tdo mantidas em tubos inclinados de meio agar YM acondicionados a baixa temperatura.

2.2 PREPARO DO INOCULO

O preparo do meio de crescimento da cepa foi realizada de acordo com a metodologia de Felipe
et al. (2003), utilizando-se nutrientes (NH,),SO, (2 g/L), solugdo de extrato de farelo de arroz (20 g/L),
CaCl,.2H,0 (0,1 g/L) e 30g/L de xilose. Esse meio foi inoculado com a cepa utilizando a al¢a de platina
e entdo colocado sob agitacao constante de 150 RPM a 30 °C por 24 h, de acordo com Matos, Felipe e
Silva (2003).

O preparo da suspensao de células foi realizado com base na metodologia de Canettieri, Silva e Felipe
(2002), com centrifugac¢ao do liquido contido no recipiente de crescimento do microrganismo a 2000 RPM
por 15 minutos, seguido por dilui¢do do centrifugado em 30 mL de agua destilada estéril. A suspensao foi
acondicionada em baixa temperatura e sofreu contagem de células para verificagao de sua viabilidade.
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2.3 HIDROLISE ACIDA

O bagago de cana foi coletado com produtores de caldo de cana na Regiao Sul de Curitiba. O
residuo coletado sofreu tripla lavagem para remogao de qualquer residuo de agticar. Apés a lavagem, o
bagaco permaneceu por 48 horas em estufa a 60 °C para o processo de secagem. Esse bagaco foi triturado
e peneirado em 180 mesh. Antes de utilizar o bagago para hidroélise, foi secada novamente a porgio a
utilizar na estufa a 50 °C e entdo utilizado 1 g.

A hidrdlise dcida ocorreu de acordo com a metodologia utilizada por Matos, Felipe, Silva (2003).
Foi adicionado 10 mL de H,SO, 1M, o recipiente foi entdo lacrado e levado a autoclave na temperatura de
121 °C por 20 minutos. Seguindo a metodologia de Mussatto e Roberto (2003), o pH foi elevado até 2,0
quando foi adicionado carvao ativado na propor¢io de 1/40 o hidrolisado foi filtrado em papel filtro com
o uso de bomba a vacuo. Apds agitagao em shaker a 150rpm por 24 horas o hidrolisado foi centrifugado a
2500 rpm por 30 minutos. Com a utilizacao de tampao NaOH 6M o pH foi elevado até 6,0, condi¢do sob
a qual ha os melhores valores fermentativos do xilitol de acordo com Sene (2000). Mussatto e Roberto
(2003) obtiveram bons resultados com o pH 6,5; por este motivo ele também foi testado.

2.4 FERMENTACAO

A fermentagao ocorreu de acordo com a metodologia de Felipe et al. (2003). No processo, 1 mL da
suspensao de células com viabilidade verificada mediante contagem de células de cada uma das cepas de
Candida foi inoculado no respectivo hidrolisado de bagago de cana. Os recipientes foram colocados em
shaker a temperatura de 30 °C e 150 rpm de agitagdo constante pelo periodo proposto de 24 h, 48 h, 72
h e 96 h. O meio de fermentagéo foi constituido do hidrolisado tratado e suplementado com nutrientes
(NH,),SO, (2 g/L), e farelo de arroz (20 g/L). As fermentagdes ocorreram em frascos Erlenmeyer de 125
mL com um volume total de 40 mL.

2.5 METODOS ANALITICOS

Realizou-se balango de massa com o objetivo de verificar o aumento da biomassa das leveduras.
Apés fermentagao, o papel filtro foi secado na estufa a 60 °C e pesado na balanca analitica. As amostras
de fermentagdo foram entdo filtradas em papel filtro com a utilizagdo de bomba a vacuo. O filtrado
foi coletado e armazenado em tubos Falcon e acondicionados a baixa temperatura no refrigerador. As
células de leveduras ficaram retidas no papel filtro. O aumento de biomassa foi calculado comparando
o crescimento das leveduras tomando por referéncia o tempo 0 h, onde nédo ha crescimento. Além de
balan¢o de massa, também foi realizada a analise da concentracao de xilose por meio da reagdo com o
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) de acordo Dagnoni, Roesler e Palma (1998), onde se desenvolve uma
coloragao amarelo-café, cuja absorbancia é de 540 nm. Para dosagem, as amostras foram diluidas de
forma a se obter como resultado amostras com concentragao inferior a um 1 g/L. Com a utilizag¢ao de
espectrofotometro a densidade optica foi verificada e os valores de concentragdo do agticar foram obtidos
por projecao sobre uma reta padrao de xilose. Os resultados da concentragio de xilose foram expressos
em porcentagem, tomando o tempo inicial como 100%.
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3 RESULTADOS

O Grafico 1 exibe a comparagédo entre o consumo de xilose de LBP018 nos pH 6,0 e 6,5. O consu-
mo de xilose no pH 6,0 ocorre de maneira mais rapida. Nas primeiras 24 horas ha redu¢ao da concentra-
¢do de xilose para 13,9% contra 40,6% durante o pH 6,5. Passadas 48 horas de fermentagdo ha 11,99% de
xilose na fermenta¢ao com pH 6,0 e 14,38% no pH 6,5. Ao término do processo fermentativo a concen-
tragdo de xilose no pH 6,0 é de 11,74% e no pH 6,5 é de 9,734%.

100%
80%
60% 1
40% 1
20% 1

) 24h 48h 72h

mpH 50| 100% 13,90% | 11,99% | 11,74%
apH 85| 100% 40,60% | 14,38% 9.35% .
Grafico 1: Concentra¢io de xilose (%) no processo fermentativo de
LBP018 em funcdo do pH

O Grafico 2 representa o crescimento das trés linhagens de C. guilliermondii no pH 6,0 ao longo
de 72 horas de fermentag¢ao. LB018 apresentou os melhores resultados no tempo 24 com 1,3125 g/L de
crescimento de biomassa, contra 0,86625 g/L de LBP075 e 0,1475 g/L de LBP076. Ao chegar ao tempo de
48 horas, a diferenca se manteve. LBP018 atingiu 1,8225 g/L de crescimento de biomassa contra 1,56625
g/L de LBP075 e 0,91 g/L de LBP076. Passadas 72 horas de fermentagdo, LBP018 atingiu 2,385 g/L de
crescimento contra 1,68125 g/L de LBP075 e 0,9125 g/L de LBP076. Apds 96 horas de fermentagao, o
crescimento de LBP018 era de 1,23375 g/L.
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Grafico 2: Crescimento da biomassa (g) de leveduras produtoras
de xilitol no pH 6,0 realizadas pelas trés linhagens de
C. guilliermondii no pH 6,0 ao longo de 72 h de fer-
mentagao
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Ap6s 24 horas do inicio do processo fermentativo, a concentragao de xilose foi de 13,9% para
LBP018, 39,53% para LBP075 e 27,77% para LBP076. Passadas 48 horas de fermentagdo, LBP018 apre-
sentou 11,99% restante de xilose, LBP075 13,26% e LBP076 11,01%. Apds 72 horas do inicio, LBP018
mostrou 11,74% restantes de xilose, LB075 8,1942% e LBO76 13,26%.

100°%

50% |

o1

RIBPOTE | T00% | 1390% | 11,99% | 11,74%
OiBPOTS | 100% |3953% | 1353% | 819%
BIBPOTE | 100% |2777% | 11,01% | 13,26%

Grafico 3: Variagdo da concentragdo de xilose (%) das trés linhagens de C.
guilliermondii durante o processo fermentativo com pH 6,0

No presente estudo, algumas condi¢des fermentativas da xilose foram previamente investigadas
como pH (MUSSATTO; ROBERTO, 2003; SENE, 2000), agitacao, temperatura (MATOS; FELIPE; SIL-
VA, 2003), substrato (TAMANINI; HAULY, 2004) e levedura. As variaveis investigadas foram as dife-
rentes cepas de C. guilliermondii, o tempo de fermentagdo e o pH. Metodologia adicional foi utilizada
para otimizar o processo como carvao ativado (MUSSATTO; ROBERTO, 2003), assim como a adi¢ao de
nutrientes (FELIPE et al., 2004).

Tanto a concentragédo de xilose quanto o crescimento da biomassa das leveduras foram analisados.
Os valores comparativos de analise da varidvel pH sdo apresentados no Gréfico 1. Com 24 horas de fer-
mentagdo, a diferenca na concentragdo de xilose mostrou-se bastante significativa. LBP018 consumiu a
xilose mais rapidamente no pH 6,0, indicando que este forneceu melhores condi¢des para o microrganis-
mo quando comparado ao pH 6,5. Esses dados refor¢am o que foi observado por Sene (2000). No estudo
de Roberto, Mancilha e Sato (1998) observa-se que o crescimento e concentracdo do xilitol demonstra-
ram dependéncia da produgao de xilitol nas células, pois segundo ele, este é um produto intermediario
do catabolismo dessas leveduras. Um dos principais objetivos do presente estudo foi verificar o melhor
parametro para producao do xilitol entre os experimentos realizados. Inferindo-se que o crescimento
da levedura esta diretamente ligado a producao de xilitol, como afirmado por Roberto, Mancilha e Sato
(1998), assim como o consumo da xilose, é possivel toma-los como indicadores da produgio de xilitol.

Os valores de crescimento das diferentes cepas produtoras de xilitol em pH 6,0 sdo apresentados
no Grafico 2. Os melhores resultados foram obtidos por LBP018, a qual apresentou um aumento de 52,5
mg em apenas 24 horas de fermentagao e apds 72 horas acumulou um aumento de 94,54 mg. Apos 96
horas, a massa sofreu redugio, indicando que as leveduras comegaram a morrer nesse periodo, como
demonstrado no Grafico 4. LBP076 foi capaz de crescer apenas 36,4 mg, apresentando um aumento de
biomassa pouco significativo.
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O intenso crescimento de LBP018 nas primeiras 24 horas pode ser explicado em razao do consu-
mo de outros aguicares em baixa concentragdo, como glicose, que sdo exauridos muito rapidamente. De
acordo com Roberto, Mancilha e Sato (1998), quando o consumo de xilose se inicia, o que ocorre apds
um periodo de aproximadamente 10 horas, a taxa de crescimento da levedura decai gradualmente. Isso
também explica o elevado crescimento das leveduras nas primeiras 24 horas de fermentagao, principal-
mente da LBP018.

Os resultados da variagdo da concentragao de xilose durante o processo fermentativo sdo apresen-
tados no Grafico 3. LBP018 apresentou os melhores resultados. Essa linhagem pode reduzir a concen-
tragao de xilose a apenas 13,9% nas primeiras 24 horas enquanto LB075 foi capaz de reduzi-la a 39,53%
e LBP076 a 27,77%. Apds 48 horas de fermentagdo todas as linhagens de Candida alcangaram uma con-
centragdo similar de xilose. Ap6s 72 horas de fermentagdao LBP075 exauriu 91,8% da xilose, enquanto
LBP018 conseguiu consumir 91,42% e LBP076 86,74%. Matos, Felipe e Silva (2003) obtiveram 76% de
consumo de xilose apds 48 horas do inicio do processo.

Relagbes entre a concentragao de xilose e o crescimento das trés linhagens de leveduras sao apre-
sentadas nos graficos 4, 5 e 6. A concentragdo de xilose é inversa ao crescimento das leveduras. A relagao
entre o crescimento das leveduras e o consumo de xilose existe em virtude do metabolismo da C. guillier-
mondii, o qual é estritamente direcionado a produgéo de xilitol. Analisando-se o periodo de 72 horas de
fermentacao observa-se que o consumo de xilose é reduzido, bem como o crescimento. Segundo Silva et
al. (2007), um decréscimo na concentragdo de xilitol apds 72 horas foi observado, indicando que o poliol
xilitol pode ser assimilado por C. guilliermondii, portanto, a redugao dos valores de rendimento da pro-
dugdo de xilitol pode estar diretamente associada com o consumo de xilitol pela levedura.

Analisando-se os diferentes dados em conjunto os melhores resultados foram obtidos apds 48
horas de fermentagao, periodo no qual aproximadamente 90% da xilose foi consumida e as linhagens de
C. guilliermondii atingiram uma média de 85,93% de seu crescimento maximo. Parajé, Dominguez e Do-
minguez (1996) obtiveram mais de 92% de consumo de xilose utilizando hidrolisado de casca de arvore
como substrato e Matos, Felipe e Silva (2003) obtiveram em seu estudo o melhor periodo de fermentagao
como 48 horas. Assim como observado em outros estudos, no presente trabalho descartam-se os tempos
de fermentagdo acima de 72 horas para a producao de xilitol, pois ap6s esse periodo as leveduras tendem
a consumir o xilitol produzido e ha queda da biomassa.
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Griéfico 4: Concentragdo de xilose (%) e da biomassa (g) de LBP018 no pH 6,0
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Grafico 5: Concentragéo de xilose (%) e da biomassa (g) de LBP075 no pH 6,0
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Grafico 6: Concentragéo de xilose (%) e da biomassa (g) de LBP076 no pH 6,0

No estudo de Molwitz et al. (1996), o maior crescimento observado ndo apresentou produgio de
xilitol. Para Branco et al. (2005), alguns resultados similares foram obtidos. Segundo esses autores, um
elevado metabolismo permite consumo mais rapido, o qual leva a uma formagao mais rapida do produto,
porém o metabolismo pode estar direcionado a formacdo de biomassa e ndo a producio de xilitol. Veri-
ficando os dados de biomassa e consumo de xilose pode-se inferir que apesar de LBP018 crescer mais e
consumir xilose mais rapidamente, uma baixa concentragdo de xilitol poderia ser obtida em virtude do
elevado metabolismo. Entretanto, de acordo com Matos, Felipe e Silva (2003), o metabolismo da xilose
por C. guilliermondii é direcionado, preferencialmente, a formagio de xilitol. E possivel deduzir entdo
que produzido pela célula o xilitol pode ser excretado ao meio extracelular ou oxidado em xilulose, a qual
pode posteriormente ser convertida em piruvato. Isso explicaria metabolicamente a possibilidade de um
alto crescimento vinculado a uma possivel baixa concentragao de xilitol.

Nao é possivel comprovar que o alto metabolismo de LBP018 resulte em baixa produg¢io de xilitol
a ndo ser que a concentragio de xilitol seja mensurada. LBP075 ndo cresceu tanto quanto LBP018, porém,
observando-se o consumo de xilose e o crescimento dessa linhagem de C. guilliermondii pode-se inferir que
nesse caso o metabolismo estaria mais lento. Assim, o processo demonstra maior equilibrio, como visto no
Grafico 7 e, por consequéncia, espera-se um metabolismo direcionado a producéo do xilitol nesse caso.
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Grafico 7: Grafico da comparagéo entre o crescimento de LB075 (%) e o consumo
de xilose (%) no pH 6,0

4 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos no experimento foi possivel estimar por meio do crescimento das
leveduras e do consumo de xilose, os melhores pardmetros para produgao do xilitol. Entre as cepas utili-
zadas a de melhor resultado foi a LBP018, na qual se obteve a maior quantidade de biomassa e consumo
de xilose, porém alguns fatores indicaram que o xilitol possa nao ser o produto principal nesse caso. Os
dados obtidos foram bastante significativos, entretanto seria necessario realizar um estudo paralelo a
este, mensurando a concentragao do xilitol, para obten¢do de dados mais conclusivos.

Growth and Xylose consumption of Candida guilliermondii in the submerse fermentation
using sugarcane bagasse

Abstract

The xylitol has been seen as a product with a great commercial value for the food and pharmaceutical
industries as well the odontological sector for its notable characteristics like its sweet taste and prevention
of caries, while is recommended to the obese and is tolerated by the diabetics. The xylitol may be obtained
through chemical and biotechnological reactions. According to the literature the chemical production of xyli-
tol involves an expensive and unproductive process in response to its purification. On the other hand the bio-
technological has become an excellent alternative for its production, using submerse fermentative processes
made by microorganisms. In the present research was studied the use of the biotechnological reaction, using
the yeast Candida guilliermondii and sugarcane bagasse, a low cost agroindustrial residue used for xilose
fermentation, as the substrate. Tests were made in duplicate and it was verified the fermentative capacity
of three lineages of the C. guilliermondii at the times of 0, 24, 48, 72 and 96 hours. For the conversion of the
xylana into xylose it was made an acid hydrolysis. Then it was used activated coal for the purification of the
hydrolysate and supplementation of the fermentation medium with ammonium sulphate and rice bran. The
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fermentative process occurred in the shaker at 150rpm at 30°C. This study intends to estimate through the
yeast growth and the xylose consumption the best fermentative parameters to xylitol production. Among the
lineages used the best one results were obtained by the LBP018, where it was obtained the highest biomass
and faster xylose consumption.

Keywords: Xylitol. Fermentation. Biotech Process.
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