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RESUMO: O hidrolisado resultante do processo de hidrdlise 4cida, metodologia comumente empregada para
diferentes materiais lignocelulésicos, contém, além dos aglicares, compostos toxicos aos microrganismos. Dentre
estes, os compostos fenodlicos, tém sido mencionados como inibidores da bioconversdo de xilose em xilitol, quer
pela sua agao individual ou pela interagao sinergistica entre ele e outros compostos presentes nos hidrolisados como
o furfural, hidroximetilfurfural e o acido acético. Os compostos fendlicos conferem, ainda, ao hidrolisado uma
coloragdo escura, a qual interfere no processo de “downstrean” do xilitol. Este trabalho avaliou dois procedimentos
de destoxificagdo do hidrolisado de bagago de cana-de-agucar: ajuste de pH combinado a adsor¢do em carvao
ativo e floculagdo por polimero de origem vegetal. Os fenois totais e as concentragdes de xilose e glicose foram
determinados pelo método de Folin-Ciocalteu e através de cromatografia liquida, respectivamente. Ambos os
tratamentos resultaram em redugdo da concentracdo de fenois totais. Porém, o uso de carvao ativo resultou em
maior perda deste composto (88.5% remogdo), o que representa 17.8% de aumento em comparagdo ao emprego
do polimero. A perda de xilose foi minima (9%) para ambos os tratamentos empregados. O tratamento de ajuste de
pH combinado a adsor¢do em carvao ativo foi mais eficiente do que o procedimento de floculagdo por polimero.
Considerando estes ensaios preliminares e também o baixo custo e biodegradabilidade do polimero, pesquisas
devem ser realizadas para que se estabelecam condi¢des mais eficientes do uso deste composto, melhorando a
fermentabilidade do hidrolisado e diminuindo a perda de xilose.

Palavras-chave: Hidrolisado de bagago de cana-de-agucar. Destoxificagdo. Xilitol. Xilose. Compostos

fenolicos.

SUMMARY: The hydrolysate resulting from the acid hydrolysis process, a method usually employed for
different lignocellulosic materials, contains, besides sugars, compounds that are toxic to the microorganisms. Among
them, there are the phenolic compounds, that have inhibitory effect on the xylose-to-xylitol bioconversion, due to
their individual action and also to their synergistic interaction with other compounds present in the hydrolysates,
such as furfural, hydroxymethylfurfural and acetic acid. Furthermore, the phenolic compounds are responsible
for the dark color of the hydrolysate, which interferes in the xilitol downstream process. This work evaluated two
procedures of sugarcane bagasse hydrolysate detoxification: pH adjusting with active charcoal adsorption, and a
vegetable-origin polymer flocculation technique. The total phenolics and the xylose and glycose concentrations
were determined by Folin-Ciocalteu method and liquid chromatography, respectively. Both treatments resulted
in reduction of total phenolics concentration. However, the use of active charcoal resulted in higher loss of this
compound (88.5% removal), that represents 17.8% increase when comparised to the use of polymer. The xylose
loss was minimum (8%) for both used treatments. The treatment using the combination of pH adjustment and
active charcoal adsorption was more efficient than the procedure that used vegetable-origin polymer. Considering
these preliminary assays and also the polymer low cost and its biodegradability, researches must be performed in
order to establish conditions for the most effective use of this compound, improving the hydrolysate fermentability
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and decreasing the xylose loss.

Keywords: Sugarcane bagasse hydrolysate. Detoxification. Xylitol. Xylose. Phenolic compounds.

INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agtcar do mundo, tendo sido estimada uma
produgdo de 475,07 milhdes de toneladas para a safra 2007/2008, superior em 10,62% a safra
de 2006/2007 (CONAB, 2007). Considerando que cada tonelada de cana processada tem o
potencial de gerar 280 kg de bagaco, e que seu aproveitamento nos setores sucroalcooleiros para
geracdo de energia fica em torno de 70 e 90% (ABRABI, 2005), o excedente de bagago, ainda, ¢
enorme o que tem impulsionado as pesquisas na busca de alternativas de seu aproveitamento.

Em termos de composi¢ao, o bagago de cana ¢ constituido por trés fragdes principais
(celulose, hemicelulose e lignina) que, juntas, perfazem mais de 90% da massa total. A elevada
concentragdo de xilose na fracao hemiceluldsica do bagaco, o que corresponde em até 80% do total
de actcar nesta fragdo (RODRIGUES et al., 2001) e a capacidade de sua assimilagdo por varias
leveduras (FELIPE, 2004) impulsionam as pesquisas para seu aproveitamento em diferentes
processos de bioconversdo, e para a produgdo de xilitol. Entretanto, para este bioprocesso,
¢ necessaria a liberacdo de seus acucares da fracdo hemicelulosica por procedimentos de
hidroélise como a hidrdlise alcalina, a enzimatica e a acida, sendo que esta ultima tem sido a
mais empregada nas pesquisas biotecnoldgicas de obtengdo de xilitol a partir de diferentes
materiais lignocelulosicos (FELIPE, 2004). H4 de se destacar que, durante a hidrolise acida,
na qual se utiliza alta pressdo e temperatura (ROBERTO et al., 2003), além dos agucares de
interesse, sdo gerados varios subprodutos os quais podem ser divididos em trés grandes grupos
de acordo com a sua origem: derivados do furano (furfural e hidroximetilfurfural), derivados
da lignina (compostos fenolicos) e acidos fracos (acético, formico e levulinico) (PALMQVIST;
HAHN-HAGERDAL, 2000). Segundo Rodrigues et al. (2001), cations como ferro, cromo e
niquel estdo também presentes no hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana obtido por
hidrolise 4cida. O reator de ago inoxidéavel utilizado no processo de hidrélise ¢ uma fonte em
potencial de liberagdo destes cations durante o preparo do hidrolisado (WATSON et al., 1984).

Os subprodutos gerados durante o processo de hidrélise do bagaco afetam negativamente
o metabolismo microbiano, prejudicando a conversdo dos agtcares nos produtos de interesse
(PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000; RODRIGUES et al., 2001; FELIPE, 2004;
MARTON et al., 2006). Por outro lado, segundo Silva; Matos; Carvalho (2005), a hidrolise
acida podera ser vantajosa ¢ minimizar a forma¢ao de produtos de degradacdo, desde que
as condic¢des de hidrdlise (temperatura, tempo de residéncia e concentracdo de 4cido) sejam
otimizadas.

Pesquisas relacionadas aos efeitos inibitorios da atividade microbiana, causados em

Nucleus, v. 5. n. 1, mar. 2008



168

funcao da presenca nos hidrolisados hemicelul6sicos de compostos toxicos aos microrganismos,
revelam que tais efeitos dependem ndo s6 do tipo e concentracdo dos compostos, mas também
da atuacdo sinergistica entre eles (FELIPE, 2004). No caso dos compostos fenolicos, os quais
exercem efeito inibitorio consideravel nas fermentagdes de hidrolisados hemiceluldsicos, a agao
destes esta relacionada a perda da integridade da membrana bioldgica com conseqiiente prejuizo
no seu papel de barreira seletiva e matrizes enzimaticas, observando-se a diminui¢do da inibi¢ao
da fermentagdo quando mondmeros de acidos fendlicos sdo, significantemente, removidos do
hidrolisado (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). Felipe et al. (1999), avaliando o efeito
toxico do fenol na fermentacao de meio semi-sintético por Candida guilliermondii, constataram
que a presenca de baixa concentracdo (0,05 g/L) deste composto no meio foi suficiente para
inibir, drasticamente, a assimilacdo de xilose por esta levedura com danos a morfologia celular.
Segundo estes autores, provavelmente ocorreu inibi¢do da atividade da xilose redutase, enzima
chave no passo inicial de assimila¢@o de xilose, ou do transporte de xilose através da membrana
plasmatica, ja que a assimilacdo desta pentose foi, também, drasticamente afetada.

Em funcdo da presenca nos hidrolisados hemiceluldsicos, de compostos toxicos aos
microrganismos, diferentes métodos quimicos, fisicos e bioldgicos tém sido empregados para a
remocao destes de forma a favorecer a fermentabilidade dos hidrolisados como a alteragdo de
pH, por meio da adigdo de dcidos e bases (ROBERTO et al., 1991), a combinacao da alteragdo de
pH e adsor¢do em carvao vegetal ativado (ALVES et al., 1998; MARTON, 2002), a combinacao
da adsor¢do em carvao vegetal e resinas de troca idnica (CARVALHO JUNIOR; MARTON;
FELIPE, 2005) e a floculagdo por polimeros vegetais (SILVA et al, 2006).

Roberto etal. (1991) avaliaram a destoxificagdo do hidrolisado hemicelulosico de bagaco
de cana, obtido por “steam explosion”, pelo método de alteracdo do pH, o qual consistiu na
elevagdo deste por meio da adi¢ao ao hidrolisado de um élcali, seguida da sua redug¢@o com acido
e verificaram a melhoria da fermentabilidade do hidrolisado apos este procedimento. Segundo
estes autores, o tratamento empregado proporcionou a remog¢ao de compostos fendlicos que foi
favorecida pela presenca de ions calcio devido a base utilizada no tratamento. Comportamento
semelhante foi encontrado por Alves et al. (1998), avaliando a metodologia de alteracdo de
pH combinada a adsor¢do em carvao vegetal, na destoxificacdo do hidrolisado hemiceluldsico
de bagago de cana, porém, obtido por hidrélise acida. Esses autores atribuiram aos ions célcio
presente no meio, a capacidade de perda de compostos toxicos aos microrganismos, ocorrida
durante a etapa de precipitagdo, apds o ajuste de pH do hidrolisado com 6xido de calcio. Para
Martinez et al. (2001), o tratamento pela alteracdo de pH contribuiu para a precipitacdo de
compostos aromaticos e para a conversao de furfural em alcool furfurilico, enquanto Amartey e
Jefries (1996) relataram que os agucares podem ser também degradados durante este processo.

Marton (2002), ao avaliar a destoxificagdo do hidrolisado hemiceluldsico de bagago de
cana, também obtido por hidrolise 4cida, pela metodologia de alteragdo de pH combinada a
adsor¢do em carvao vegetal ativado, constatou que este procedimento reduziu a concentragao

de compostos fenolicos, porém propiciou a remog¢ao, também, de xilose. Segundo o mesmo
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autor, a condi¢do de maior remog¢do de compostos toxicos ndo coincidiu com a de maior
fermentabilidade do hidrolisado. Foi estabelecido neste trabalho, como a melhor condicdo para
a destoxificagdo de hidrolisado de bagaco de cana, a combinagao do ajuste de pH do hidrolisado
pela sua elevagdo para 7,0, com oxido de calcio e reducdo para pH 2,5, com acido fosforico
seguida da adsor¢cdo em carvao vegetal ativado (1%p/v), sob agitagdo de 100 rpm, a 60°C
durante 30 minutos. Nestas condi¢des de tratamento, foi obtida a reducao de 76% de fenois,
porém, perda de 22% de xilose.

A utilizagdo de resinas de troca idnica também tem sido empregada para o tratamento
de hidrolisados hemicelulosicos, e seu mecanismo de atuacdo deve-se a capacidade destas de
adsorver diversos subprodutos do hidrolisado, e também de clarificagdo do mesmo (CANILHA
et al, 2004; MARTON, 2005). Em trabalho realizado por Carvalho Junior; Marton; Felipe
(2005) ,no qual se utilizou a combinacdo de resinas e carvao, verificou-se a eficacia deste
procedimento na remocao de 95% de fendis com conseqiiente melhoria da fermentabilidade do
hidrolisado de bagago, porém ocorreu perda de 40% de D-xilose, o que ¢ indesejavel; além do
fato das resinas serem caras e exigirem extensivas etapas de regeneracdo. Segundo os mesmos
autores, tratamento com resinas e carvao ¢ mais eficaz para a remocao de fendis do hidrolisado
de bagago de cana em comparacdo a utilizacdo de metodologia de alteragao de pH combinada
a adsor¢dao em carvao vegetal ativado.

Na busca de métodos mais eficientes e de baixo custo para o tratamento do hidrolisado
hemicelulosico de bagaco de cana, pesquisas se iniciaram com a utilizagdo de polimeros
vegetais (SILVA, 2006). Os polimeros a base de tanino vegetal podem ser empregados como
um tratamento alternativo, a fim de remover compostos toéxicos do hidrolisado hemicelulésico,
uma vez que estes polimeros possuem capacidade de se ligarem as proteinas, insolubilizando-as,
além de formarem complexos com metais e removerem fenois de efluentes e d4guas, bem como
de serem biodegradaveis, de baixo custo e de facil manipulagio (ACQUAQUIMICA, 2008 a
e b). Em trabalhos recentes, utilizando estes polimeros para a destoxificagdo do hidrolisado
hemiceluldsico de bagago de cana, obtido da moagem artesanal durante preparo de caldo de
cana, foi constatada a capacidade destes de removerem valores superiores a 80% de compostos
fenolicos e ions metalicos, sem perda significativa de xilose (SILVA, 20006).

Uma vez que estes procedimentos de destoxificacio vém sendo realizados como
metodologias isoladas, e os hidrolisados de bagaco de cana empregados apresentam variagdes nas
concentragdes de agucares e de compostos toxicos, a avaliagao simultanea destes procedimentos
em um Unico hidrolisado poderd assegurar uma analise mais precisa dos resultados, de forma
a se obter uma metodologia eficaz para contornar o problema da toxicidade destes compostos
aos microrganismos e melhorar a fermentabilidade dos hidrolisados para que estes possam ser
eficientemente empregados em processos de bioconversao como para a producao de xilitol.

A importancia das pesquisas sobre xilitol se deve as suas propriedades peculiares, as
quais permitem sua crescente aplicacdo em diversos segmentos industriais. Este produto ¢

um dlcool pentahidroxilado (C,H,,0,), obtido comercialmente por processo quimico (Patente
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# 4.008.285) a partir de materiais lignoceluldsicos ricos em xilana (polimero de D-xilose)
(MELAJA; HAMALAINEN, 1977). Este tem sido empregado nas indstrias alimenticia,
farmacéutica e odontologica em diferentes paises (CCC, 2007), enquanto, no Brasil, a sua
utilizagdo esta voltada, principalmente, para produtos como creme dental, gomas de mascar e
pastilhas. Na Asia, atualmente, cerca de 80 a 90% das gomas de mascar vendidas tém xilitol
nas suas formulac¢des (CCC, 2007). A ampla aplicagdo do xilitol se deve as suas caracteristicas
importantes como poder adogante semelhante ao da sacarose e superior ao de polidis comuns,
além de valor calérico reduzido (HYVONEN; KOIVISTOINEN; VOIROL, 1982). Aliada
a estas propriedades, merece destaque a sua ndo cariogenicidade, uma vez que este ndo ¢
assimilado pelos microrganismos da flora bucal, além deste promover a remineralizagdo dos
dentes, revertendo lesdes recém formadas (SHEN et al., 2001).

Uma outra caracteristica importante do xilitol ¢ o seu metabolismo independente
da insulina, tornando-o um substituto de outros actcares na dieta de diabéticos (PEPPER;
OLINGER, 1988). Este adogante também pode ser empregado no tratamento de outras desordens
metabolicas, como a deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenasse e a obesidade, uma
vez que a ingestdo de alimentos contendo xilitol contribui muito pouco para a formagao de
tecidos gordurosos quando comparado a outros agucares (MANZ et al., 1973).

Outra aplicagdo clinica do xilitol, constatada em pesquisas com ratos, ¢ a sua utilizacdo
na prevenc¢do de osteoporose, pela sua capacidade de impedir a progressdo desta doenca pelo
aumento da massa dssea e propriedades biomecanicas dos ossos (MATTILA, KNUUTTILA;
SVANBERG, 1998). Pesquisas também comprovaram a sua eficicia no tratamento de doencas
respiratdrias, como a fibrose cistica, uma doenca que afeta, principalmente, os pulmdes e o
sistema digestivo (ZABNER et al., 2000). Estes autores constataram, em testes com humanos,
que o uso inalatorio do xilitol em “spray” resultou na diminui¢do da concentragdo salina da
camada superficial da membrana respiratoria, o que favoreceu a imunidade propria desta
superficie e, como conseqiiéncia, reduziu o nimero de bactérias do género Staphylococcus
coagulase-negativa na cavidade nasal de voluntdrios, diminuindo o risco de infecgdes bacterianas
pulmonares.

Em fung¢do das importantes propriedades do xilitol, o qual pode ser obtido da fermentacao
de hidrolisados hemiceluldsicos ricos em xilose e devido a presenga nestes de compostos
toxicos aos microrganismos, este trabalho busca avaliar, comparativamente, metodologias de
destoxifica¢do do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar, de forma a contribuir
para o estabelecimento de um procedimento eficaz de destoxificacdo que permita a maxima
remocao de fendlicos e minima perda de xilose com conseqiiente melhoria da bioconversao de

xilose em xilitol pela levedura Candida guilliermondii.
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1 MATERIAL E METODOS

1.1 OBTENCAO E CONCENTRACAO DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO DO
BAGACO DE CANA

O hidrolisado foi obtido por hidrolise acida do bagaco (proveniente da Usina Guarani,
Olimpia-SP), na planta piloto do Departamento de Engenharia Quimica (DEQUI) da Escola de
Engenharia de Lorena-USP. A hidrolise ocorreu em reator de aco inox AISI 316 com capacidade
total de 350 litros, segundo condigdes previamente estabelecidas: temperatura de 121°C, por 10
minutos, empregando 100mg de H,SO, concentrado por 1g de matéria seca e uma relagdo final
matéria seca — solugdo acida de 1:10 (MARTON et al., 2006).

Apos a hidrdlise, o hidrolisado foi, primeiramente, concentrado a vicuo em concentrador
de aco inoxidavel a 70°C, visando a elevar o teor inicial de xilose em fun¢do de que o aumento
da concentragdo inicial desta pentose favorece a producdo de xilitol por Candida guilliermondii
(FELIPE et al., 1997), além de propiciar, também, a remocao parcial de compostos toxicos
volateis ( RODRIGUES et al., 2001). Apds este procedimento, o hidrolisado foi, entdo,

submetido aos diferentes métodos de destoxificagao.
1.2 PROCEDIMENTOS DE DESTOXIFICACAO DO HIDROLISADO

O hidrolisado, apos sua concentragdo e determinacdo de agucares e fenois totais, foi
submetido aos procedimentos abaixo:
o Alteragdo de pH e adsor¢do em carvao vegetal ativado
O procedimento realizado consistiu na alteracdo do pH do hidrolisado, combinado
a adsor¢ao em carvao vegetal ativado (Carbonato delta-A), produzido pela BRASILAC.
A alteragdo do pH ocorreu por adicdo ao hidrolisado (pH 0,8) de 6xido de calcio comercial
(CaO) até pH 7,0, seguido da redugdo para 2,5, com 4cido fosforico (H,PO,). Apos esta etapa, o
hidrolisado foi misturado ao carvao (1%) sob agitagdo em incubadora de movimento rotatorio
(New Brunswick, Scientific Co.) a 100rpm, a 60°C, durante 30 minutos. Ao final de cada etapa
de tratamento (alteracdo de pH e adsor¢do com carvao), o precipitado resultante foi removido
por filtragdo a vacuo, para remoc¢ao do precipitado formado (MARTON et al., 2006).
o Floculagdo por polimero de origem vegetal
O hidrolisado teve seu pH inicial (0,8) ajustado para pH 8,0 com CaO, e, apos filtracao,
para remogao do precipitado formado, foi deixado em contato com polimero Acquapol (5% v/
v), comercializado pela Acquaquimica (ACQUAQUIMICA, 2008 a), em frascos Erlenmeyer de
125 mL, sob agitacdo de 200 rpm a 25°C por 45 min. Para a remogao do precipitado formado,
o hidrolisado foi centrifugado a 4000 rpm por 10 min, conforme metodologia estabelecida por
Silva (2006).

Ap6s a verificacdo da eficacia dos métodos de destoxificagdo feita a partir da avaliagao
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da reducdo da concentragdo dos fendis, bem como da perda de agucares e da clarificacdo do

hidrolisado, estes foram empregados para as fermentacdes.
1.3 MEIO E CONDICOES DE FERMENTACAO

e  Microrganismo e preparo do inoculo

Os experimentos foram realizados com a levedura Candida guilliermondii FTI 20037,
sendo o indculo obtido a partir do cultivo desta levedura em meio contendo xilose (30g/L),
(NH,),SO, (2¢g/L), CaCl,.2H,0 (0,1g/L) e extrato de farelo de arroz (20g/L). O cultivo foi feito
em frascos Erlenmeyer de (125 mL), contendo 50 mL do meio em incubadora de movimento
rotatdrio (New Brunswick, Scientific Co.) com agitagdo de 200 rpm, a 30°C por 24 horas. Apos
este periodo, as células foram recuperadas por centrifugacao a 2000 x g, lavadas com agua
destilada esterilizada, sob nova centrifugacdao. O sobrenadante foi descartado e a massa celular
foi empregada para obtencdo de uma suspensao em agua esterilizada, a qual foi utilizada como
indculo. A concentracdo inicial de células em cada frasco Erlenmeyer correspondeu a 1,0 g/L de
células, em funcao de esta ter sido a considerada como favoravel a esta bioconversao, de acordo
com estudos de Felipe et al. (1997).

o Condigoes de fermentacdo

As fermentacdes foram realizadas em meio formulado com os hidrolisados tratados sob as
condigdes estabelecidas, suplementados com os mesmos nutrientes empregados para o preparo
do indculo, exceto a xilose. Para todas as condicdes avaliadas, o pH inicial de fermentagao foi
5,5 e, quando necessario, este foi corrigido com solugdo de NaOH-3N, durante o preparo do
meio. As fermentagdes foram realizadas em frascos Erlenmeyer (125 mL) em triplicata, com 50
mL dos meios, a 30°C, sob agitacdo de 200 rpm em incubadora de movimento rotatdrio (New
Brunswick, Scientific Co.), por 66 horas.

A performance fermentativa foi avaliada a partir da determinagdo do consumo de

acucares e da formagao de xilitol.

1.4 METODOS ANALITICOS

e Determinac¢do da concentracdo de acucares e xilitol
As concentragdes dos agucares glicose e xilose, bem como de xilitol foram determinadas

por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) nas seguintes condi¢des previamente
estabelecidas: coluna “Bio-Rad Aminex” HPX-87H mantida a 45 °C; detector de indice de
refracdo RID 6A; eluente acido sulfurico 0,01N, fluxo de 0,6 mL/min.; volume da amostra
injetada, 20 uL. As amostras foram, previamente, diluidas e filtradas em filtro “Sep Pack” C18
(MILLIPORE) (RODRIGUES et al., 2006).

e Determinag¢do da concentragdo de fenois totais

A concentragdo de fenois totais foi determinada, utilizando-se o método de Folin-
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Ciocalteu, descrito por Singlenton, Orthofer e Lamuela-Raventds (1999). Primeiramente, foram
preparados 3 mL de amostra do hidrolisado diluido e adicionados a este 0,2 mL de reagente de
Folin. Passados 3 a 5 minutos, adicionou-se 0,8 mL de solugao de carbonato de sodio (150 g/L).
Os tubos foram agitados em vortex e mantidos no escuro. Decorridos 30 minutos, a absorvancia
da solugao resultante foi lida a 760 nm em espectrofotdmetro computadorizado BECKMAN

DU 640 B e comparada a uma curva de calibragdo em que se utilizou vanilina, como padrao.
1.5 DETERMINACAO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS

* Fator de Rendimento de D-xilose em Xilitol (Y,

O fator de rendimento foi calculado pela equacao 1:

YP/S =AP= B,f—_ Pi— )

AS S-S

Em que:

S. e S, correspondem as concentragdes inicial e final de xilose (g/L);

P, e P, correspondem as concentragdes inicial e final de xilitol (g/L).

e Produtividade Volumétrica de Xilitol (Q p)
A produtividade volumétrica de xilitol foi calculada de acordo com a equagao 2:

Q,=AP=P—P (2)
AT T,-T,

Em que:
P. e P, correspondem as concentragdes inicial € final de xilitol (g/L);

T, e T, correspondem aos tempos inicial ¢ final de fermentagéo (h).
2 RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracdes dos agucares glicose e xilose, bem como de fendlicos presentes
no hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana ndo tratado (A), assim como posterior aos
tratamentos, como a alteracdo de pH combinado a adsor¢ao em carvao vegetal ativado (B) e
floculacdo por polimero vegetal (C), estdo apresentadas na Tabela 1. Observa-se nesta Tabela
que o hidrolisado continha predominancia da pentose (xilose) em relagdo a hexose (glicose).
A predominancia de xilose no hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana ¢ imprescindivel,
uma vez que esta pentose, substrato para a obtencdo de xilitol, influencia este bioprocesso,
em fun¢do de sua concentragdo no meio (ROSA et al, 1998; FELIPE et al., 1997). Quanto
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a glicose, relatada como responsavel por exercer a repressao catabolica do metabolismo de
xilose (BICHO et al. 1988; SUGAI; DELGENES, 1995), foi encontrada como benéfica a este
bioprocesso nas fermentagdes do hidrolisado de bagaco de cana, na propor¢do glicose:xilose
igual a 1:5 (SILVA; FELIPE, 2006). Verifica-se, ainda, nesta Tabela, a presenga de elevada
concentragdo de fendis no hidrolisado (9,60 g/L), compostos resultantes do procedimento de
hidrolise 4acida do bagago e considerados toxicos aos microrganismos devido a interferéncia nas
membranas celulares (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).

Tabela 1: Concentragdo de actcares e fenoéis totais dos hidrolisados de bagago de cana obtidos
por hidrdlise acida anterior aos métodos de destoxifica¢ao (A); apds tratamento
combinando altera¢do de pH e adsor¢ao em carvao vegetal ativado (B) e apds
tratamento com polimero de origem vegetal (C).

Sem

Componentes tratamento Tratamento Tratamento
do hidrolisado (g/L) (A) (B) ©)
Aclicares Glicose 2,35 0,77 1,07

¢ Xilose 58,48 53,80 53,35
Compostos ¢ i 9,60 111 2,62
tox1c0s

O efeito dos tratamentos do hidrolisado sobre a remocao de fenois totais e dos agtcares
pode ser constatado na Tabela 1 e Figura 1, encontrando-se que ambos os procedimentos
proporcionaram a remocao de fenois, tornando-o um meio de cultivo mais favoravel ao
crescimento de microrganismos. Nota-se na Figura 1, que o tratamento pela alteracdo de pH
combinado a adsor¢do em carvao ativo (B), foi melhor método de destoxificagdo por reduzir
88,5% de fenois, valor superior em 17,8% em relacdo ao tratamento no qual se empregou
polimero vegetal (C). A concentragdo de fendis encontrada no hidrolisado, apds os tratamentos,
¢ considerada elevada e inibitoria do metabolismo de xilose por C. guilliermondii, uma vez que
Felipe et al. (1999) constataram que a presenga de apenas 0,05 g/L deste composto no meio
semi-sintético, contendo 40 g/L. de xilose como fonte de carbono, foi suficiente para inibir,
drasticamente, a assimilacao deste aguicar e crescimento da levedura. Verifica-se, ainda, nesta
Figura, que ambos os procedimentos resultaram na perda de aglicares, sendo a maior perda
observada para a glicose (67,2%), quando se utilizou a alteragdo de pH combinada a adsor¢ao
em carvao vegetal ativado (B), enquanto, quando se empregou o polimero (C), esta perda foi
de 54,5%. Com relacdo a xilose, verifica-se menor perda comparada a glicose, sendo esta
semelhante para ambos os tratamentos (aproximadamente 9%). De acordo com os resultados, a
combinacdo do tratamento pela alteragao do pH e adsor¢ao em carvao vegetal ativado propiciou
a maxima remog¢ao de fendis e a minima perda de agucares. Carvalho, Marton e Felipe (2005)
também constataram a eficdcia do tratamento pela alteracao de pH e adsor¢ao em carvao vegetal
ativado sobre a remocao de fendis do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana obtido por

hidrolise acida, cujos valores foram semelhantes aos obtidos no presente trabalho, porém, a
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perda de xilose foi superior, alcangando valores proximos a 20%.

Silva (2006), avaliando a utilizagdo de polimero vegetal para a destoxificagao do
hidrolisado hemiceluldsico de bagago de cana, porém obtido da moagem artesanal durante
preparo de caldo de cana, encontrou remogao de 75,47% de compostos fendlicos totais e perda
minima de xilose (aproximadamente 7%), valores muito semelhantes ao encontrado no presente
trabalho (Figura 1).
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Figura 1: Remogio (%) de xilose ( [ ), glicose ( [ ) e fenois totais (M) do hidrolisado

hemiceluldsico de bagago de cana apos a destoxificagdo pela alteracdo de pH combinado a

adsor¢ao em carvao vegetal ativado (B) e floculagdo por polimero vegetal (C).

O efeito dos procedimentos de destoxificagdo foi ainda verificado sobre a remocao de
cor do hidrolisado (Figura 2). Verifica-se que, quanto maior o teor de fenois, mais intensa €
a sua coloragdo, conforme pode ser verificado nas Figuras 1 e 2. Segundo Marton (2002) e
Vinals (2001), a coloracao do hidrolisado esta relacionada a presenca de fendlicos. Segundo
Martinez (2005), a colorac¢do do caldo fermentado contendo xilitol ¢ um aspecto importante na
recuperagao deste pelo processo de cristalizagdo. De acordo com o mesmo autor, esta etapa ¢
uma das mais dificeis do processo fermentativo em si, devido a baixa concentra¢ao do produto

formado e a composi¢do complexa do caldo fermentado obtido.
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Figura 2: Hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana obtido por hidrolise 4cida anterior (A) e
posterior a destoxificacdo pelos métodos de alteragdo de pH combinado a adsor¢dao em
carvao vegetal ativado (B) e floculag@o por polimero vegetal (C).

A

O efeito dos diferentes tratamentos do hidrolisado pode ser também constatado sobre
a bioconversao de xilose em xilitol pela levedura (Figuras 3 e 4). Verifica-se, na Figura 3, que
o consumo de xilose foi influenciado pelo tipo de tratamento, uma vez que a alteracdo de pH,
combinado a adsor¢do em carvao vegetal ativado (B), propiciou o consumo de 99% de xilose,
enquanto 88% desta pentose foi consumida com a utilizagdo do polimero (C). Esta condi¢do de
maior consumo de xilose (Figura 3), que correspondeu a de maior redugdo de fenois (Figura 1),
resultou em favorecimento da formacao de xilitol (Figura 3), sendo a méxima concentragdo de

22,3 g/L, o que correspondeu a um aumento de 24,3% em relacdo a utilizagdo do polimero.
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Figura 3: Consumo de xilose ( B ) e formacgdo de xilitol ( O ) por C. guilliermondii apds 66
horas de fermentagao do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agticar
submetido aos tratamentos pela alteracdo de pH combinado a adsor¢do em carvao
vegetal ativado (B) e floculagdo por polimero vegetal (C).

O favorecimento da bioconversao de xilose em xilitol, em fun¢ao do tipo de tratamento
empregado, ¢ confirmado pelos valores de rendimento e produtividade de xilitol apresentados
na Figura 4. Semelhante ao ocorrido para remocao de fenois, consumo de xilose e producao de
xilitol, o tratamento do hidrolisado pela alteragao de pH combinado a adsor¢ao em carvao vegetal

ativado (tratamento B) resultou em favorecimento destes parametros, sendo encontrado, nestas
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condigdes, 0 maximo valor de rendimento (Y, = 0,42 g/g) e de produtividade volumétrica
(Q,= 0,34 g/L.h) de xilitol. Estes valores foram 8,8% ¢ 24,0% respectivamente maiores em
relacdo aos obtidos na fermentagdo em que o hidrolisado foi submetido a destoxificagdo com
polimero vegetal (tratamento C). E evidenciado, ainda, a maior influéncia do tratamento sobre
a produtividade de xilitol, o que pode ser explicado pelo efeito toxico dos compostos sobre as
membranas biolégicas (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). De fato, as concentracdes
de fenois, encontradas no presente trabalho, apds as metodologias de destoxificacao (1,11 €2,62
g/L), sdo bem superiores a considerada inibitoria a este bioprocesso, uma vez que a presenca de
somente 0,05 g/L de fen6is no meio semi-sintético inibiu drasticamente a fermentabilidade do
hidrolisado durante pesquisas com esta mesma levedura (FELIPE et al., 1999).

Marton et al. (2006), também, avaliaram o efeito da destoxificacdo do hidrolisado
hemiceluldsico de bagaco de cana pela alteragdo de pH, combinada a adsor¢do em carvao
vegetal ativado sobre a bioconversao de xilose em xilitol por C. guilliermondii. Segundo estes
autores, esta metodologia resultou em 97% de remocao de fendis, o que propiciou valores de

rendimento (Y, =0,552 g/g) e produtividade (Q,=0,465 g/L.h) de xilitol, valores estes superiores

P/S
aos encontrados no presente trabalho.

Valores superiores de rendimento de xilitol foram constatados por Carvalho, Marton e
Felipe (2005) durante pesquisas com hidrolisado de bagago, tratado pela combinagao de carvao
vegetal ativado e resinas de troca idnica. Neste trabalho, o rendimento foi 0,89 g/g, o que
correspondeu a um aumento de 53% em relacdo ao valor obtido no presente trabalho, por outro
lado, a produtividade foi também muito baixa (0,39 g/L.h).

E importante considerar que as diferencas obtidas nessas pesquisas podem estar
relacionadas ndo apenas aos distintos procedimentos de destoxificagdo empregados que
propiciaram variagdes nos valores de remoc¢do de fendis, mas, ainda, a presenga nesses
hidrolisados de outros compostos toxicos nao avaliados no presente trabalho, os quais tém
seus efeitos potencializados pela atuacao sinérgica entre eles, além de variagdo nos teores de

acucares.
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Figura 4: Rendimento ( B ) e produtividade volumétrica ( [ ) de xilitol apds 66 horas de
fermentagdo por C. guilliermondii em hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-
de-acucar submetido aos tratamentos pela alteragao de pH combinado a adsor¢ao em

carvao vegetal ativado (B) e floculagdo por polimero vegetal (C).
CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento do hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana, utilizando
a combinagdo de ajuste de pH e adsor¢do em carvao vegetal ativado, foi mais eficiente para a
remogao de fenois totais com conseqiiente favorecimento da bioconversao de xilose em xilitol
por C. guilliermondii, em comparacdo ao tratamento em que se empregou o polimero vegetal.
Além disto, ambos os tratamentos proporcionaram, apenas, pequena perda de xilose, enquanto a
perda de glicose foi significativa. E importante mencionar que os baixos valores de rendimento
e produtividade volumétrica de xilitol encontrados em ambas condi¢des de destoxificagcdo se
devem a que, embora a concentracao de fendis, apOs o tratamento, fosse baixa, esta ¢ ainda
considerada inibitoria a este bioprocesso. Ressalta-se ainda que o hidrolisado pode conter
também acido acético, ions metalicos, que sao considerados inibitorios a este bioprocesso em
funcao de suas concentragdes no meio aliado, ao efeito sinérgico entre eles.

Em fung¢ao de serem estes ensaios preliminares, e, considerando que a perda de xilose
foi minima para o tratamento com polimero, aliado ao fato da biodegradabilidade deste, além
de seu baixo custo, pesquisas devem ser realizadas de forma a se estabelecer parametros do
processo como concentragdo, temperatura e pH de atuacao do polimero, avaliando-se também

o efeito da destoxificacdo sobre outros compostos toxicos presentes no hidrolisado.
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