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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A pesquisa inova ao utilizar leveduras nativas ainda pouco exploradas para
produzir xilitol e etanol a partir de subprodutos agroindustriais, como bagaco e palha
de cana-de-acucar. Alinhada ao ODS 7, que visa garantir acesso a energia acessivel
e limpa, promove a valorizacdo de recursos locais e a transicdo para uma economia

sustentavel baseada em biomassa renovavel.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The research is innovative in using native yeasts, still largely unexplored, to produce
xylitol and ethanol from agro-industrial by-products, such as sugarcane bagasse and
straw. Aligned with SDG 7, which aims to ensure access to affordable and clean
energy, it promotes the valorization of local resources and the transition to a

sustainable economy based on renewable biomass.
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RESUMO

A crescente demanda por combustiveis renovaveis e produtos sustentaveis tem
direcionado esforgos para o desenvolvimento de alternativas baseadas em biomassa
vegetal, como a biomassa de cana-de-acUcar. Contudo, a conversao eficiente de
materiais lignocelulésicos em biocombustiveis e bioprodutos apresenta desafios
significativos, sobretudo devido a complexidade estrutural desses materiais e a
necessidade de microrganismos com alta eficiéncia fermentativa. Nesse cenario, 0
género Spathaspora se destaca por incluir espécies de leveduras fermentadoras de
D-xilose, com grande potencial para a producao de biocombustiveis, como o etanol, e
bioprodutos de alto valor, como o xilitol. Portanto, este estudo propds uma abordagem
inovadora ao avaliar, pela primeira vez, a capacidade fermentativa de Spathaspora
boniae UFMG-CM-Y306 e Spathaspora brasiliensis UFMG-HMD19.3 em hidrolisado
hemiceluldsico da biomassa de cana-de-acgucar. Na primeira etapa, 0s experimentos
foram realizados em frascos Erlenmeyer para otimizar quatro fontes de nitrogénio
(ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de amonio) na producéo de xilitol e
etanol. Os resultados indicaram condi¢cdes especificas para cada levedura. Para S.
boniae, sem destoxificagdo do hidrolisado, os valores experimentais de xilitol foram
de 9,74 g/L (Yris= 0,455 g/g, Qp = 0,135 g/Lh) e de etanol 4,71 g/L (Yris = 0,191 g/g,
Qp = 0,065 g/Lh). Ja para S. brasiliensis, em hidrolisado destoxificado, os valores
foram de 10,11 g/L de xilitol (Yris = 0,473 g/g, Qp = 0,140 g/Lh) e 2,60 g/L de etanol
(Yris = 0,121 g/g, Qp = 0,036 g/Lh). Na segunda etapa, a producéo de xilitol por S.
boniae foi otimizada em biorreator utilizando hidrolisado sem destoxificacéo.
Parametros como agitacdo e aeracdo foram ajustados, resultando em condi¢cdes
ideais de 97 rpm e 1,5 vwvm, com valor predito de 13,96 g/L de xilitol. Além disso, a
atividade das enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH) foi avaliada,
revelando que a maior producéo de xilitol esta associada a elevada atividade de XR
(dependente de NADPH) em condicdbes de baixa agitacdo e aeracdo. Em
contrapartida, maior agitacédo favoreceu a atividade de XDH (dependente de NAD™),
resultando em menor razdo XR/XDH e desvio metabdlico para a producdo de
biomassa. O estudo demonstrou que S. boniae apresenta vantagens significativas,
incluindo maior producdo de xilitol em comparacdo ao etanol, especialmente sob
condicBes de baixa agitacdo e aeracdo. Notavelmente, a capacidade de fermentar
hidrolisado hemicelulésico sem destoxificacdo pode simplificar o processo, reduzir
custos e destaca a S. boniae como uma candidata promissora para a producao
sustentavel de xilitol e outros bioprodutos. A valorizacdo de leveduras nativas, como
as de biomas brasileiros, e o0 reaproveitamento de residuos agroindustriais reforcam
o papel desse estudo na busca por solu¢des biotecnoldgicas sustentaveis.

Palavras-chave: Spathaspora boniae, Spathaspora brasiliensis, D-xilose,
hemicelulose, biomassa de cana-de-agucar.



ABSTRACT

The increasing demand for renewable fuels and sustainable products has driven efforts
toward the development of biomass-based alternatives, such as sugarcane biomass.
However, the efficient conversion of lignocellulosic materials into biofuels and
bioproducts presents significant challenges, primarily due to the structural complexity
of these materials and the need for microorganisms with high fermentative efficiency.
In this context, the genus Spathaspora stands out for including yeast species capable
of fermenting D-xylose, with great potential for the production of biofuels, such as
ethanol, and high-value bioproducts, such as xylitol. Therefore, this study proposed an
innovative approach by evaluating, for the first time, the fermentative capacity of
Spathaspora boniae UFMG-CM-Y306 and Spathaspora brasiliensis UFMG-HMD19.3
in hemicellulosic hydrolysate from sugarcane biomass. In the first phase, experiments
were conducted in Erlenmeyer flasks to optimize four nitrogen sources (urea, yeast
extract, peptone, and ammonium sulfate) for xylitol and ethanol production. The results
indicated specific conditions for each yeast. For S. boniae, using non-detoxified
hydrolysate, the experimental values for xylitol were 9.74 g/L (Yris = 0.455 g/g, Qp =
0.135 g/Lh) and for ethanol, 4.71 g/L (Yrs = 0.191 g/g, Qp = 0.065 g/Lh). For S.
brasiliensis, with detoxified hydrolysate, the values were 10.11 g/L of xylitol (YP/S =
0.473 g/g, QP =0.140 g/Lh) and 2.60 g/L of ethanol (Yr/s=0.121 g/g, Qp =0.036 g/Lh).
In the second phase, xylitol production by S. boniae was optimized in a bioreactor
using non-detoxified hydrolysate. Parameters such as agitation and aeration were
adjusted, resulting in optimal conditions of 97 rpm and 1.5 vvm, with a predicted value
of 13.96 g/L of xylitol. Furthermore, the activities of xylose reductase (XR) and xylitol
dehydrogenase (XDH) enzymes were evaluated, revealing that higher xylitol
production is associated with elevated XR activity (NADPH-dependent) under low
agitation and aeration conditions. Conversely, increased agitation favored XDH activity
(NAD*-dependent), leading to a lower XR/XDH ratio and a metabolic shift toward
biomass production. The study demonstrated that S. boniae offers significant
advantages, including higher xylitol production compared to ethanol, especially under
low agitation and aeration conditions. Notably, the ability to ferment hemicellulosic
hydrolysate without detoxification can simplify the process, reduce costs, and highlight
S. boniae as a promising candidate for the sustainable production of xylitol and other
bioproducts. The valorization of native yeasts, such as those from Brazilian biomes,
and the reuse of agro-industrial residues underscore the relevance of this study in the
pursuit of sustainable biotechnological solutions.

Keywords: Spathaspora boniae, Spathaspora brasiliensis, xylose, hemicellulose,
sugarcane biomass.
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1 INTRODUGAO

A crescente demanda por combustiveis renovaveis e produtos quimicos
sustentaveis tem impulsionado a busca por alternativas que utilizem biomassa vegetal
como matéria-prima. Entre as diversas fontes de biomassa, a cana-de-agucar
destaca-se devido a sua ampla disponibilidade e elevado rendimento em regides
tropicais, especialmente no Brasil. A produgao de agucar e etanol a partir da cana gera
subprodutos como o bagaco e a palha, que sdo ricos em hemicelulose, celulose e
lignina. Tradicionalmente, esses subprodutos sao utilizados para a geragéo de energia
térmica em usinas de acgucar e alcool e parte da palha é deixada no campo para
proteger o solo e melhorar sua qualidade. No entanto, ha um interesse crescente em
explorar o potencial da hemicelulose para a produgao de compostos de maior valor
agregado, como o xilitol.

O xilitol € um adogante natural de baixo valor calérico, amplamente utilizado na
industria alimenticia e farmacéutica devido as suas propriedades benéficas a saude,
como a prevencao de caries dentarias. A producdo convencional de xilitol envolve a
hidrogenagdo da D-xilose, um processo quimico que requer condi¢des severas de
temperatura e pressdo, além do wuso de catalisadores metalicos caros.
Alternativamente, a produgao biotecnoldgica de xilitol, utilizando microrganismos
fermentativos, tem emergido como uma opgédo mais sustentavel e economicamente
viavel.

Além da producgao de xilitol, a exploragdo de biomassa lignocelulésica para a
producao de etanol de segunda geragao tem ganhado destaque. O etanol de segunda
geragao € produzido a partir de materiais lignocelulésicos, como o bagacgo e a palha
de cana-de-agucar, que sao subprodutos da produgéo de etanol de primeira geragao.

A primeira etapa do processo de producao de etanol de segunda geracgao e
xilitol é o pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica, que € crucial para a quebra da
estrutura resistente da lignocelulose e a liberagcédo de D-xilose e D-glicose. No entanto,
este pré-tratamento causa a formacao de furfural e 5-hidroximetilfurfural devido a
desidratacido de pentoses e hexoses, respectivamente, e a formacdo de varios
compostos fendlicos a partir da lignina. Esses compostos ndo agucarados atuam
como inibidores do metabolismo microbiano e afetam fortemente o desempenho

microbiano durante a fermentacdo. Desse modo, a destoxificagdo do hidrolisado
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hemicelulésico € uma etapa essencial para remover os compostos inibidores e
aumentar a eficiéncia da fermentagdo. Portanto, ha uma necessidade urgente de
encontrar leveduras que sejam naturalmente capazes de fermentar D-xilose e que
também possuam resisténcia aos inibidores presentes no hidrolisado obtidos na etapa
de pré-tratamento.

O género Spathaspora inclui varias espécies de leveduras fermentadoras de D-
xilose, com potencial para a produg¢ao de biocombustiveis e bioprodutos como xilitol a
partir de materiais lignocelulésicos. Este género foi inicialmente descrito para
classificar a levedura Spathaspora passalidarum, isolada do intestino de um besouro
nos EUA. No Brasil, também foram identificadas espécies do género, como
Spathaspora boniae e Spathaspora brasiliensis, encontradas em ecossistemas locais.
A levedura Spathaspora brasiliensis foi isolada de madeira em decomposi¢cdo na
Floresta Amazénica em Roraima e é capaz de produzir etanol a partir de D-xilose e D-
glicose. Por outro lado, a Spathaspora boniae foi isolada de madeira em
decomposicdo da Mata Atlantica na regido de Minas Gerais, destacou-se pela
producdo de xilitol, caracteristica comum em outras espécies de leveduras
fermentadoras de D-xilose.

Neste contexto, a presente tese investigou a capacidade fermentativa das
leveduras Spathaspora boniae e Spathaspora brasiliensis visando a produgao de xilitol
e/ou etanol de segunda geragéo, a partir do hidrolisado hemiceluldsico da biomassa
de cana-de-acgucar (50% de palha e 50% de bagaco). Este estudo € pioneiro ao
avaliar, pela primeira vez, a capacidade fermentativa dessas leveduras nesse tipo de
substrato, destacando sua relevancia no aproveitamento sustentavel de residuos
agroindustriais e na valorizacéo de leveduras nativas de biomas brasileiros.

Estas leveduras tém demonstrado um potencial significativo na bioconversao
de D-xilose tanto em etanol quanto xilitol, tornando-se candidatas promissoras para
processos industriais de produg¢ao desses dois produtos.

O uso de bagaco e palha de cana-de-agucar ndo apenas valoriza residuos
agroindustriais, contribuindo para a sustentabilidade do setor sucroenergético, como
também oferece uma solugao biotecnoldgica para a producéao de xilitol. Este processo
nao so6 reduz a dependéncia de métodos quimicos tradicionais, mas também promove
a utilizagdo de recursos renovaveis, alinhando-se com os principios da economia
circular. Além disso, essa abordagem estd em consonancia com os Objetivos de

Desenvolvimento Sustentavel (ODS), especialmente o Objetivo 7, que trata de energia
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acessivel e limpa. Um dos seus principais compromissos €, até 2030, aumentar
substancialmente a participacéo de energias renovaveis na matriz energética global,
0 que reforga a importancia de alternativas como a biomassa lignoceluldsica para a
substituigdo de combustiveis fosseis. Com o desenvolvimento da pesquisa é possivel
avancar o conhecimento na area de bioprocessos e contribuir para o desenvolvimento
de tecnologias mais verdes e eficientes para a produ¢ao de compostos bioquimicos

de alto valor agregado.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomassa Lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica é reconhecida como a forma mais prevalente de
biomassa no mundo, com uma producéo anual estimada em cerca de 181,5 bilhdes
de toneladas, originando-se de excedentes de colheitas, residuos agricolas, detritos
florestais e residuos urbanos (1). Os residuos provenientes da agricultura englobam
materiais como a palha de arroz e trigo, os restos de milho, os talos de milho e o
bagaco de cana-de-agucar, entre outros. Esses subprodutos agricolas sdo exemplos
de lignocelulose derivada de gramineas (2). A biomassa lignocelulésica € um produto
direto da fotossintese, por meio da qual o gas carbdnico é convertido em acucares
que, por sua vez, sao convertidos em polimeros estruturais (celulose, hemicelulose)
presentes nas paredes celulares (3). A estrutura complexa da parede celular
secundaria da biomassa lignocelulésica, composta por celulose, hemicelulose e
lignina, confere resisténcia mecanica e rigidez a célula, ao mesmo tempo que torna
0os materiais lignocelulosicos essencialmente resistentes a tratamentos quimicos e
enzimaticos durante os processos de tratamento e fracionamento da biomassa
lignoceluldsica (4). As macromoléculas de celulose se organizam de maneira regular
para formar microfibras robustas, desempenhando o papel de material estrutural na
parede celular, sendo o espacgo interno preenchido com hemicelulose amorfa e
material de ligagdo de lignina, Figura 1 (5). As interagdes entre a celulose e as
moléculas de hemicelulose ou lignina ocorrem principalmente por meio de ligagdes de
hidrogénio, enquanto as conexdes entre hemicelulose e lignina envolvem tanto

ligacdes de hidrogénio quanto ligagdes covalentes (6).
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Hemicelulose

Celulose

Figura 1. Representagdo esquematica da biomassa lignocelulésica.
Fonte: Adaptado de Naidu et al. (7)

2.1.1 Hemicelulose

A hemicelulose é um biopolimero que contém um grupo heterogéneo de
polissacarideos consistindo de monossacarideos incluindo hexoses (D-glicose,
manose e galactose), pentoses (D-xilose e L-arabinose) e uma pequena quantidade
de outros sacarideos (ramnose e frutose) (2). Além disso, a hemicelulose contém
acidos urbnicos e grupos acetil (8). A propor¢cdo de hemicelulose na biomassa
lignoceluldsica varia entre 15% e 35%, dependendo do tipo de planta que origina a
biomassa (7). Adicionalmente, a hemicelulose pode ser categorizada em quatro
grupos principais com base na composi¢cao de suas unidades de agucar: xilana,
manana, xiloglucano e B-glucanos de ligagdao mista. Nas madeiras macias, 0 manano
€ o componente predominante da hemicelulose, enquanto nas plantas herbaceas e
madeiras nobres, a xilana € a mais abundante (9).

Xilana é a hemicelulose mais abundante, de modo geral, a estrutura
fundamental consiste em residuos de D-xilose (B-d-xilopiranosil) conectados por
ligagbes B-(1,4) glicosidicas e é comumente modificado por diversos grupos
substituintes, como L-arabinose, acetil, acidos glucurdnicos, acido ferulico e acido p-
cumarico (10). O xilano encontra-se entrelagado com a celulose e a lignina por meio
de ligagdes de hidrogénio e ligacdes covalentes, respectivamente, estabelecendo uma
interface entre a lignina e a celulose, o que contribui para a recalcitrancia da biomassa

lignoceluldsica (11).



26

2.1.2 Celulose

A celulose compde de 30% a 50% da biomassa lignoceluldsica total e €&
encontrada principalmente na parede celular das plantas. Sua composicéo pode variar
dependendo do tipo de planta, da espécie e da idade, sendo nas angiospermas e
gimnospermas o principal componente das paredes celulares primarias (12).

Assim, a celulose € um dos principais componentes estruturais da parede
celular vegetal, representando cerca de 15-30% do peso seco da parede celular
primaria. E considerado um polissacarideo de alto peso molecular composto por
unidades repetidas de D-glicose, caracterizado por sua forga, estrutura cristalina e
resisténcia a hidrodlise, diferente da hemicelulose que possui uma estrutura amorfa e
aleatdria, com menor resisténcia em comparagao a celulose (13).

A celulose é um polimero formado por uma longa cadeia de unidades repetidas
de D-glicose unidas por ligacées B-1 — 4. Cada unidade de B-D-glucopiranose é
rotacionada 180° em relagdo a unidade adjacente, o que contribui para o arranjo da
cadeia de celulose (14).

Essas cadeias se organizam e formam microfibrilas através de interagdes de
van der Waals e ligagbes de hidrogénio, tanto intra quanto intermoleculares. Na
parede celular primaria, o nivel tipico de polimerizacéo é de cerca de 6.000 unidades,
podendo chegar a 14.000 unidades de D-glicose nas paredes celulares secundarias
(15). As microfibrilas de celulose sdo altamente cristalinas e hidrofobicas, o que
aumenta a recalcitrancia da biomassa. Sendo considerada um componente estrutural
essencial em plantas superiores, bactérias, algas e outras biomassa, além de ser

secretada por oomicetos e algumas espécies bacterianas para formar biofilmes (15).
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2.1.3 Lignina

O processo de deposigao de lignina tem inicio apés a diferenciagéo celular,
durante a etapa de espessamento secundario das paredes celulares. As
caracteristicas da lignina, incluindo quantidade e tipos de unidades, apresentam
variagdes entre distintas espécies de plantas, tecidos e tipos celulares, sendo
influenciadas por fatores ambientais e de desenvolvimento, como estressores
abidticos e biodticos (16).

Alignina é um polimero aromatico amorfo, altamente ramificado e heterogéneo
que nao possui estrutura primaria, € composta de trés monémeros fundamentais de
fenilpropano como unidades repetitivas, alcool p-cumarilico, alcool sinapilico e alcool
coniferilico , que sdo comumente chamados de “monolignéis”(17). A lignina é ligada
covalentemente a grupos laterais em diferentes hemiceluloses, formando uma matriz
complexa que envolve as microfibrilas de celulose, na parede celular da planta varia
de 2 a 40% (18). A lignina de madeira macia € composta principalmente de alcool
coniferilico , a lignina de madeira dura € composta de alcoois sinapilicos e alcool
coniferilico, enquanto a lignina presente nas gramineas contém todos os trés
monoligndis mencionados anteriormente (19). A existéncia de fortes ligagdes carbono-
carbono (C-C) e éter (C-O-C) na lignina da a parede celular da planta resisténcia e
protecdo contra ataques de microrganismos celuloliticos (18).

Para diferenciar essas ligacoes, os pesquisadores identificaram os carbonos
das cadeias laterais alifaticas das unidades estruturais da lignina como a, B e v,
enquanto os carbonos nos anéis de benzeno foram numerados de 1 a 6. Assim, as
principais ligagdes entre as unidades estruturais da lignina incluem (3-O-4 (éter 3-aril),
a-O-4 (éter a-aril), 4-O-5 (éter diaril), B-B (resinol), B-5 (fenilcumarano), B-1
(espirodienona) e 5-5 (bifenil), entre outras. Além disso, a lignina possui grupos
funcionais ativos, como metoxi (~OCHz;), hidroxila fendlica (Ph-OH), hidroxila alcodlica
(Ph-CH,OH), ligagdo dupla carbono-carbono (C=C) e -carbonila (C=0), que
influenciam suas propriedades quimicas (20).
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2.2 Biomassa de cana-de-agucar

O Brasil se destaca por ser o maior produtor de cana-de-agucar no mundo com
uma producédo estimada de 689,8 milhdes de toneladas para a safra de 2024/25 (21).
Os principais subprodutos sélidos provenientes da industria canavieira sdo o bagacgo
e a palha da cana-de-agucar. O bagaco é gerado durante o processo de extragao do
caldo da cana e parte do bagago € queimada em caldeiras para a geragéo de vapor
para produgéo de energia elétrica, enquanto a outra porgdo € armazenada para uso
futuro (22). Cada tonelada de cana-de-agucar processada gera aproximadamente 250
quilos de bagaco e 204 quilos de palha, que, juntos, tém o potencial de produzir cerca
de 199,9 kWh (23). Em 2023, o bagaco e a palha de cana foram os principais
combustiveis para a geragao de bioeletricidade no Brasil, oferecendo 20.973 GWh
para a rede, um aumento de 14% em relagdo a 2022 (24). Assim, deve-se destacar
que apenas uma parte da biomassa produzida é utilizada para a produgdo de
bioenergia; um terco da planta é utilizado para a produgdo de agucar, um terco é
bagaco, que é queimado para a produgao de eletricidade e o tergo restante é deixado
no campo, que € decomposto pelos microrganismos (25).

Contudo, desde 2007 a adogao do sistema de colheita mecanizada (colheita
verde) da cana-de-agucar tem aumentado consideravelmente, alcangando
aproximadamente 90% da safra colhida mecanicamente no Brasil (26). Como
resultado dessa pratica, vastas quantidades de palha ficam no campo (20-30 Mg h),
proporcionando a este subproduto agricola um potencial significativo para ser utilizado
como matéria-prima na produgdo de bioenergia (27,28). Uma vez que no Brasil, a
produtividade média de cana-de-agucar é de 85 toneladas por hectare, gerando cerca
de 140 kg de palha e 140 kg de bagaco em base seca por tonelada de cana
processada, o que corresponde a 12 toneladas de cada por hectare (29).

O milho, a cana-de-agucar e a beterraba sao as principais culturas agricolas
tradicionais usadas na produgao de bioetanol, mas essas culturas nao conseguem
atender a demanda global de producao de bioetanol devido ao seu valor primario de
alimentos e ragdes (30). Dessa forma, a vantagem dos bioprocessos que empregam
a palha e o bagago da cana-de-agucar reside no fato de que nao concorrem
diretamente com a produgéo de alimentos (12).

A composicao bioquimica da biomassa de cana-de-agucar depende de fatores
como o local de coleta, as condi¢cdes climaticas, o estagio de desenvolvimento da
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planta e a variedade. Normalmente, a palha de cana de agucar é constituida por
celulose (31-45%), hemiceluloses (20-30%) e lignina (12-31%) (31). Enquanto que
0os componentes macromoleculares estruturais do baga¢o de cana-de-agucar séo
constituidos, em média, por 33 a 36 % de celulose, 28-30% de hemicelulose e 18-
20% de lignina (32).

A xilana é o principal componente hemicelulésico presente no bagaco,
enquanto os glucanos constituem tanto a celulose quanto a hemicelulose (33). Estima-
se que, ao converter 1 tonelada de glucano, seja possivel obter aproximadamente
1,11 toneladas de acgucares C6, resultando em uma producao de cerca de 650 litros
de etanol apés a fermentagao. Por outro lado, a xilana, ao ser convertida, gera cerca
de 1,14 toneladas de acucares C5, levando a uma producéo de aproximadamente 666

litros de etanol (34).

2.3 Pré-tratamento com acido diluido

O pré-tratamento € uma etapa fundamental para a sacarificacdo subsequente
da biomassa lignoceluldsica e na sua conversao em xilitol e etanol. Os métodos de
pré-tratamento podem ser classificados em fisicos, quimicos, fisico-quimicos e
bioldgicos. Os métodos de pré-tratamento quimico envolvem o uso de alcalis, acidos
diluidos, amdnia, solventes organicos, agentes oxidantes e outros produtos quimicos.
Estes métodos sao reconhecidos por fornecerem altos rendimentos de conversdo em
um curto periodo de tempo (35).

No método de pré-tratamento acido, acidos como sulfurico, cloridrico,
fluoridrico, nitrico e fosférico séo utilizados como catalisadores. O pré-tratamento com
acido sulfarico diluido, em particular, € um processo bem estabelecido para a
despolimerizagdo de hemiceluloses na biomassa lignocelulésica, transformando-as
em agucares monomericos (36).

Os processos de pré-tratamento com acido diluido empregam condigbes
menos severas e, ainda assim, alcancam elevados rendimentos na conversao de
xilana em D-xilose. Obter altos rendimentos de conversdo de xilana em D-xilose é
essencial para assegurar a viabilidade econdmica do processo, uma vez que a xilana
representa até um tergo do total de carboidratos em muitos materiais lignoceluldsicos
(37).
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Parametros como tempo de reagdo, pressao, propor¢ao solido-liquido,
temperatura e diferentes concentragdes de acido devem ser ajustados para aumentar
a concentragdo de D-xilose no hidrolisado e reduzir a formac&o de inibidores (38).
Unrean e Ketsub (39) trataram o bagaco de cana-de-agucar com 2,5% (p/v) de H2SOs4,
20% (m/v) de carga solida por 30 minutos, obtendo 20,04 g/L de D-xilose e 4,01 g/L
de D-glicose. Zahed et al (40) estudaram o efeito da variagdo da concentragao de
acido sulfurico (2%, 3,5% e 5%) a 100 °C no pré-tratamento da palha de arroz e
descobriram que as concentragdes 6timas de D-xilose e D-glicose, 15,05 g/L e 2,3 g/L
respectivamente, foram obtidas com 3,5% de acido. Em um estudo realizado por
Misra, Raghuwanshi e Saxena (41), o pré-tratamento de sabugo de milho em
condigdes otimizadas de 121 °C por 30 minutos, usando 1,0% de H2SO4 e uma razéo
sélido-liquido de 1:8, resultou nas seguintes concentragdes (g/L): D-xilose 21,98 g/L,
D-glicose 3,56 g/L, L-arabinose 2,17 g/L, acido acético 1,31 g/L e furfural 0,21 g/L. O
trabalho realizado por Almeida, de et al. (42) realizou o pré-tratamento da mistura de
bagaco e palha de cana-de-agucar (1:1 m/m) utilizando acido sulfurico diluido (0,5 %
m/v) em uma relagao solido:liquido de 1:10, temperatura de 140 °C, e um tempo de
reacao de 15 min Nessas condi¢des, o hidrolisado obtido apresentou concentragdes
de D-xilose (26,29 g/L), D-glicose (3,79 g/L), L-arabinose (3,58 g/L) e acido acético
(3,77 g/L), demonstrando a eficiéncia do pré-tratamento na recuperagao de agucares

fermentaveis essenciais para bioprocessos (43).

2.4 Compostos inibitérios apés pré-tratamento

O pré-tratamento acido da biomassa lignocelulésica, além de gerar agucares,
produz diversos inibidores que comprometem o crescimento de microrganismos e o
processo de fermentacdo. Os niveis toleraveis desses inibidores variam conforme o
microrganismo utilizado, seu grau de adaptagao, o modo de fermentagéao utilizado e a
presenca de outros inibidores (44)

A alta temperatura e pressdo durante o pré-tratamento acida resultam na
degradagao da D-xilose, levando a formagao de furfural, enquanto hidroximetilfurfural
(HMF) é gerado durante a degradacgao de hexoses. Furfural e HMF nao apenas afetam

as atividades enzimaticas e bioldgicas das leveduras, mas também danificam o DNA
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e inibem a sintese de proteinas e RNA, a Figura 2 mostra as principais rotas de

formagao dos inibidores (45).

Celulose Hemicelulose Lignina
Glicose Ma nose Galactose X"OSE Ara blnose
HOH,C
@/ Q/ OCHs
Hidroximetilfurfural (HMF) Furfural
Fendlicos
(o]
I i
- /"2\ _ oM || |
HsC G c HC_ AN
HZ || OH H3(; OH
Acido levulinico o) Acido Férmico Acido acético

Figura 2. Esquema indicando as principais rotas de formacao de inibidores.
Fonte: Adaptado de JOonsson et al. (46)

Os fendlicos s&o os principais inibidores resultantes da degradacé&o da lignina,
0 que leva a perda de integridade das membranas biolégicas. Geralmente, uma
concentracdo de 0,1 g/L de compostos fendlicos afeta o consumo de D-xilose, o
crescimento celular e a produgao de xilitol. Entre os fendlicos estao o acido vanilico,
acido siringico, vanilina e siringaldeido. Os derivados fendlicos mais comumente
observados no hidrolisado acido lignocelulésico incluem acido 4-hidroxibenzéico,
acido ferulico e guaiacol (45).

Acidos alifaticos como acido acético, acido formico e acido levulinico também
sao formados pela desacetilagdao da hemicelulose ou pela decomposi¢ao do 5-HMF.
Uma concentragdo baixa, como 1,0 g/L no meio de fermentagcédo, pode impedir a
bioconversao de D-xilose em xilitol (47). O acido acético entra na célula em sua forma
nao dissociada. Dentro da célula, ele se dissocia devido ao pH intracelular, o que
aumenta a concentragcado de ions acetato e proétons, afetando assim o gradiente de
prétons envolvido na produgdo de energia e no transporte de nutrientes (48). A
presenca de acido acético na concentracao de 2,6 g/L em comparacgao ao controle foi
capaz de reduzir o consumo de D-xilose, a producéao de xilitol e o crescimento celular
em 13%, 18% e 30%, respectivamente (44). Por outro lado, um estudo realizado por

Silva et al. (49) observou que a adigdo de acido acético na concentragao de 2,0 g/L
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favoreceu o consumo de D-xilose e o crescimento celular da levedura Candida
guilliermondii quando adicionado no inicio da fermentag¢ao. No entanto, a adigdo dessa
mesma concentragdo apos 12 horas de fermentagéo resultou em inibigédo significativa
do metabolismo da levedura, reduzindo o consumo de D-xilose e o crescimento
celular. O trabalho realizado por Casey et al. (50) reporta que concentragdes de acido
aceético a partir de 7,5 g /L ja demonstraram ter um impacto negativo na producgao de
etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae 424%(LNH-ST), especialmente em

condi¢des de pH mais baixo (5).

2.5 Destoxificagao do hidrolisado hemicelulésico

Diversas estratégias de destoxificagao, incluindo métodos bioldgicos, fisicos e
quimicos, foram propostas para remover compostos toxicos dos hidrolisados, pois até
mesmo pequenas quantidades podem interferir e impedir o crescimento microbiano.
A eficiéncia do processo de destoxificacdo depende da matéria-prima, do tipo de
processo de hidrélise e do microrganismo empregado (51).

Os métodos bioldgicos de tratamento utilizam enzimas ou microrganismos
especificos para agir sobre os compostos toxicos presentes nos hidrolisados,
modificando sua composigéo (45).

A concentracao de hidrolisado por evaporagao a vacuo € um método fisico de
destoxificagao utilizado para reduzir a quantidade de compostos volateis, como acido
aceético, furfural e vanilina, presentes no hidrolisado. No entanto, essa técnica também
aumenta moderadamente a concentracdo de compostos tdxicos ndo volateis
(extrativos e derivados de lignina), o que, consequentemente, eleva o grau de inibigao
da fermentacao (52).

Métodos quimicos incluem a precipitacao de compostos toxicos e a ionizagao
de alguns inibidores em determinados valores de pH, sendo que este ultimo pode
alterar o grau de toxicidade dos compostos (53). Compostos toxicos também podem
ser adsorvidos em carvao ativado, em terra diatomacea e em resinas de troca idnica
(54,55,56). A adsorgao em resinas de troca idnica também é uma técnica eficaz, mas
seu custo é elevado em comparagéo com outros tratamentos(57).

Para purificar ou recuperar produtos quimicos, o carvao ativado € um método
de baixo custo e amplamente utilizado para remover compostos da fase liquida por
meio de adsor¢do. No entanto, a eficacia desse tratamento depende de variaveis
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como pH, temperatura, tempo de contato e concentragao de carvao ativado utilizadas
no processo de adsorgao (45). Sarawan et al. (58) otimizaram a remocao de
compostos inibitorios utilizando carvdo ativado. As variaveis do estudo foram
ajustadas da seguinte maneira: tempo de contato de 134,73 minutos, temperatura de
25 °C, concentragéo de carvao ativado de 5% (w/v) e pH de 3,76. Nessas condi¢des,
o estudo obteve 98% de remocgao de furfural, 88% de remocédo de HMF e 37% de
remocdo de acido acético. A perda de agucares redutores foi de apenas 7%,
demonstrando que a otimizacao foi eficaz na redugcdo de compostos inibidores,
preservando uma baixa perda de agucares.

O trabalho realizado por Marton et al. (59) avaliou diferentes condigbes de
adsorcao com carvdes ativados no tratamento do hidrolisado de bagago de cana-de-
agucar para producgao de xilitol. As condigdes otimizadas foram ajustadas do seguinte
modo: o pH do hidrolisado foi inicialmente ajustado para 7 com o uso de CaO, e em
seguida reduzido para 2,5 com acido fosforico (H;PO,). Apds esse ajuste, foi aplicado
carvao ativado na concentragdo de 1%. O tratamento com carvao ativado foi
conduzido a uma temperatura de 60°C, com tempo de contato de 30 minutos e
agitacdo de 100 rpm. Por fim, o pH do hidrolisado foi ajustado para 5,5 utilizando
NaOH. Essas condi¢des foram otimizadas para melhorar a produtividade de xilitol e a
conversao de D-xilose em xilitol durante o processo de fermentagcdo com a levedura
Candida guilliermondii FT120037.

2.6 Leveduras fermentadoras de D-xilose: Género Spathaspora

Embora diversos microrganismos sejam conhecidos por sua capacidade de
consumir hexoses, ha uma necessidade significativa de identificar microrganismos
capazes de consumir pentoses e produzir produtos quimicos de valor agregado em
altos rendimentos (60). Nos ultimos anos, varias espécies de microrganismos isoladas
de amostras de florestas, cupins e besouros perfuradores de madeira foram
identificadas como consumidoras de D-xilose (61).

As leveduras do género Spathaspora apresentam varias espécies
fermentadoras de D-xilose com potencial para a producao de biocombustiveis e outros
bioprodutos, como o xilitol, através da fermentagdo de hidrolisados lignocelulésicos.
Esse género foi descrito para classificar uma nova espécie de levedura que foi isolada

do intestino do escaravelho Odontotaenius disjunctus (Coleoptera: Passalidae)
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encontrado no leste dos EUA, sendo nomeada como Spathaspora passalidarum (62).
Também foram encontradas espécies de S. passalidarum em territério brasileiro (63).
A levedura S. passalidarum possui caracteristicas metabdlicas favoraveis para a
fermentacdo da D-xilose, entre essas caracteristicas estdo as maiores taxas de
consumo de D-xilose, acima de 99% (64,65).

No Brasil também foram identificadas espécies de leveduras que pertencem ao
género Spathaspora. A levedura Spathaspora brasiliensis foi isolada de amostras de
madeira em decomposigao coletadas na reserva ecoldgica de Sdo Jodo da Baliza.
Esta regido € uma area de Floresta Amazdnica no estado de Roraima, no norte do
Brasil. Os experimentos de caracterizacdo dessa espécie demostraram que essa
levedura é capaz de produzir etanol a partir de D-xilose ou D-glicose (66).

A levedura Spathaspora boniae foi isolada de amostras de madeira em
decomposigao coletadas no Parque Estadual do Rio Doce. Este parque € uma reserva
ecoldgica com 36.000 hectares de Mata Atlantica localizada no estado de Minas
Gerais no Brasil. Quando caracterizada foi identificado que a Sp. Boniae sp. nov. em
meio definido YPX (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 30 g/L D-xilose)
produziu mais xilitol (14,7 g/L) que etanol (6,2 g/L), como observado em outras
leveduras, como Scheffersomyces amazonenses, Cyberlindnera xylosilytica e
Cyberlindnera galapagoensis (67).

As pesquisas realizadas até o momento com essas leveduras do género
Spathaspora se limitaram na descrigao e caracterizagdo morfofisioldgica e filogenética
dessas novas espécies (66,67). No entanto, essas leveduras apresentaram potencial
para serem utilizadas em biorrefinarias uma vez que se mostram capazes de assimilar
D-xilose e D-glicose e apresentaram resultados interessantes na produgédo de

bioetanol e xilitol.

2.7 Metabolismo de D-xilose

As leveduras fermentadoras de D-xilose iniciam o processo de bioconversao
da D-xilose em etanol mediante o transporte de D-xilose através da membrana celular.
Uma vez internalizada a D-xilose é reduzida a xilitol, essa reag¢ao € catalisada pela
enzima xilose redutase (XR) que é dependente da coenzima NADH e/ou NADPH.

Posteriormente, ocorre a oxidacao do xilitol a xilulose, essa reacao € catalisada pela
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enzima xilitol desidrogenase (XDH), ligada a NAD*. Dessa forma, a xilulose é
fosforilado a xilulose 5-fosfato pela enzima xiluloquinase. A xilulose 5-fosfato pode,
entdo, ser metabolizada pela via das pentoses em etanol. A Figura 3 ilustra a via de
assimilacao de D-xilose por leveduras (68).

O acumulo e a excregéo de xilitol estdo relacionados a regeneragao do NADPH.
Além disso, o fluxo de xilitol aumenta de forma linear em funcédo da limitacdo de
oxigénio e do acumulo de NADH. Isso ocorre porque, em baixas taxas de transferéncia
de oxigénio, a cadeia respiratéria ndo consegue oxidar o excesso de NADH, o que
impede a conversao do xilitol em xilulose e resulta no acumulo de xilitol (69).

Em algumas espécies de leveduras, a XR tem maior especificidade por
NADPH, enquanto em outras ela pode aceitar tanto NADH quanto NADPH. A escolha
do cofator influencia a direcdo da reacao catalisada pela XR e, consequentemente, o
produto final da via metabdlica da D-xilose. Em leveduras onde a XR é mais especifica
para NADPH, a producao de xilitol pode ser favorecida em detrimento da producao de
etanol. Por outro lado, em leveduras com XR mais ativa com NADH, a producéo de

etanol pode ser predominante (70).
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\. NAD(P)* /- ATE
Xilitol
~ NAD Via das Frutose-1,6-
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\’ NADH
Xilulose
ATP
XK C ADP Gliceraldeido-3-
fosfato
Xilulose - 5 2 ATP 4--/&» co,
Fosfato

Eta;nol

Figura 3. Via metabdlicas de assimilagéo de D-xilose em leveduras.
Fonte: Adaptado de Kwak et al. (71)

Os principais fatores que influenciam as atividades das enzimas xilose redutase
(XR) e xilitol desidrogenase (XDH) nas culturas de Scheffersomyces amazonensis sao
a dependéncia estrita das atividades de XR e XDH em relagao aos cofatores NADPH

e NAD?, onde a atividade de XR em Sc. amazonensis é estritamente dependente de
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NADPH. Isso resulta no acumulo de xilitol em condi¢gdes de baixa oxigenagao, uma
vez que o NADH né&o pode ser eficientemente oxidado através da respiragdao. A
eficiéncia da bioconversdo de D-xilose em xilitol € influenciada pela atividade das
enzimas XR e XDH, bem como pelo uso dos cofatores NADPH e NADH.(72)

Por outro lado, a levedura Spathaspora passalidarum possui uma XR com
preferéncia por NADH e uma XDH dependente de NAD®, permitindo que o NAD*
exigido pela XDH seja fornecido pela reoxidacdo do NADH pela XR, sem a
necessidade de oxigénio adicional. Esse equilibrio de cofatores entre XR e XDH
maximiza a eficiéncia da via de conversdo de D-xilose em etanol. Além disso, a
presenca da via XR-XDH permite uma conversao eficiente de D-xilose em etanol,
contribuindo para a alta producdo de etanol observada em S. passalidarum sob
condicdes anaerobicas (73).

Além disso, € importante mencionar que a relagdo D-glicose e D-xilose no meio
influéncia na atividade das enzimas XR e XDH. O trabalho realizado por Silva e Felipe
(74) indicaram que a atividade das enzimas xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XDH) de Candida guilliermondii é significativamente influenciada pela
relagédo entre D-glicose e D-xilose no hidrolisado de bagago de cana-de-agucar. Deste
modo, a medida que a propor¢ao de D-glicose aumentava em relagdo a D-xilose, a
atividade das enzimas diminuia, com a relagdo de 1.5 D-glicose:D-xilose sendo
identificada como a mais favoravel para a producao de xilitol. Além disso, a presenca
de D-glicose no meio de fermentagdo n&o apenas inibiu a bioconversao de D-xilose
em xilitol, mas também afetou a atividade da XDH, que foi maximizada em uma
relagao de 1:2,5. Esses resultados sugerem que a otimizagao da relagao D-glicose:D-
xilose é importante para melhorar a eficiéncia da produgao de xilitol, destacando a
importancia de considerar tanto a composi¢ao do meio de fermentacao quanto a fonte

de carbono utilizada para o crescimento do inéculo.
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2.8 Producao de bioetanol

Os combustiveis fosseis, fonte de energia predominante, emitem gases nocivos
e material particulado, causando danos ambientais, 0 que incentivou a busca por
alternativas mais limpas, como o bioetanol, que reduz a emissao de 6xidos de enxofre
(SOx) e material particulado (75).

A fermentagcdo de matérias-primas a base de agucar, como cana-de-agucar, ou
biomassa rica em amido, como milho, batata, cereais e grao é chamada de bioetanol
de “primeira geracado”, enquanto o uso de matérias-primas lignocelulésicas como
casca de arroz, palha de trigo, talos de milho, bagaco de azeitona , bagaco , casca de
coco, residuos da industria de celulose e cascas de frutas estdo entre os residuos
lignoceluldsicos agricolas e industriais ndo comestiveis utilizados na produgéo de
bioetanol de 22 geracéao (76,77).

As pentoses compdem 25 a 40% da biomassa lignoceluldsica, com a D-xilose
sendo a principal pentose encontrada nos hidrolisados lignocelulésicos (78). A
levedura Saccharomyces cerevisiae comumente usada para produgao de etanol, ndo
consegue metabolizar D-xilose. Além disso, as cepas de Saccharomyces cerevisiae
geneticamente modificadas para essa finalidade ainda enfrentam limitagdes,
resultando em taxas de fermentagdo da D-xilose inferiores as alcangadas com a D-
glicose (79). Assim, outras leveduras e bactérias estdo sob investigacdo para
fermentar D-xilose e outras pentoses em etanol (80).

Algumas espécies de leveduras sao amplamente conhecidas por sua
capacidade de metabolizar tanto agucares C5 (pentoses) quanto C6 (hexoses), um
aspecto importante para a producédo de etanol em processos industriais. Entre elas,
destacam-se Schizosaccharomyces pombe, Scheffersomyces stipitis, Pachysolen
tannophilus, Spathaspora arborariae e Spathaspora passalidarum (81).

A producgdo de etanol nessas leveduras ocorre em varias etapas, conforme
ilustrado na Figura 3. Inicialmente a D-xilose é reduzida a xilitol pela enzima xilose
redutase (XR). Em seguida, o xilitol € oxidado pela enzima xilitol desidrogenase
(XDH), resultando na formacdo de D-xilulose, que é convertida em D-xilulose-5-
fosfato. Essa molécula é posteriormente metabolizada pela via das pentoses fosfato
(PPP), onde os rearranjos ndo oxidativos de a-xilulose-5-fosfato pelas enzimas
ribulosefosfato-3-epimerase, transaldolase (TAL) e transcetolase (TK) geram
gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato. Esses intermediarios podem ser
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convertidos em etanol pelas reagcbes fermentativas da via glicolitica Embden-
Meyerhoff-Parnas (EMP) (82).

2.9 Xilitol

2.9.1 Caracteristicas a aplicagoes

Com o aumento de casos de disturbios metabdlicos, que exigem a redugao ou
eliminagdo do consumo de agucar, diversos centros de pesquisa estdo em busca de
um substituto que seja nutritivo e benéfico para a saude. O xilitol, um polialcool com a
férmula molecular CsH1205 (1,2,3,4,5-pentaidroxipentano), € uma alternativa que
atende a essas necessidades (53).

Além de ser um adocante eficaz que pode substituir a sacarose, ele é seguro
para diabéticos e possui varias aplicag¢des clinicas. Sua estrutura (Figura 4), com cinco
grupos hidroxila (OH) ligados a atomos de carbono, o classifica como um

poliidroxialcool aciclico ou pentitol (83).

OH

HO OH
OH OH

Xilitol

Figura 4. Estrutura quimica do xilitol.
Fonte: elaborado pelo Autor (2024)

O xilitol € um adocgante equivalente a sacarose em dogura, mas com menos
calorias e menor indice glicémico. Absorvido pelo figado e pela microbiota intestinal
de forma independente da insulina, € metabolizado lentamente, evitando picos de D-
glicose no sangue. Isso o torna ideal para diabéticos e dietas de baixo carboidrato,
oferecendo saciedade, baixa resposta glicémica e um perfil nutricional melhorado (84).

Além de seus beneficios metabdlicos, ele inibe o crescimento de bactérias
cariogénicas, ajuda na remineralizacdo do esmalte e, quando combinado com fluor,
potencializa a prevengéao de céries. Além disso, seu consumo frequente, aliado a boas
praticas de higiene bucal, reduz a incidéncia de novas caries (35). Na industria
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farmacéutica e alimenticia, € utilizado como agente texturizante e umectante, além de
estabilizador quimico e microbiolégico, sendo comum em alimentos como balas,
geleias, chocolates, sorvetes e bebidas (85).

Seu efeito prebidtico também se destaca, pois reduz o pH das fezes e aumentar
a quantidade de bactérias gram-positivas no intestino. No entanto, doses elevadas
podem causar efeitos colaterais gastrointestinais temporarios devido a digestao e
absorcao limitadas no intestino delgado, onde apenas 25-50% do xilitol ingerido é
absorvido. Esses efeitos podem ser revertidos facilmente ao interromper o consumo
(86).

Além disso, o xilitol tem sido estudado como agente terapéutico no tratamento
de infecgdes respiratérias, inflamagdes, osteoporose, otite média aguda, anemia
hemolitica, lesbes renais e na nutricdo parenteral. Além disso, ele pode inibir o
crescimento de bactérias otopatogénicas, o que contribui para a redugao da incidéncia
de otite média aguda e doencgas nasofaringeas (86,53). O trabalho realizado por Soler
et al. (87) investigou a eficacia do xilitol contra o coronavirus, indicando que um spray
nasal contendo xilitol e extrato de semente de toranja pode ajudar a regular as vias de
infeccado e replicacao, oferecendo uma opgao de tratamento adjuvante para casos

leves e moderados da doenca.

2.9.2 Producgao do xilitol

Atualmente, o xilitol comercial € produzido pela redugdo quimica da D-xilose
via hidrogenacédo catalitica. Este processo envolve a hidrélise da biomassa
lignoceluldsica, seguida pela purificagdo da D-xilose a partir da fragdo hemicelulésica
(84). Um dos grandes desafios dos hidrolisados hemicelulésicos é a sua
complexidade, pois, além de serem compostos principalmente por D-xilose, também
contém outros monossacarideos, acidos organicos, produtos de degradacgédo de
aclcares e compostos fenolicos derivados da lignina (44). E necessario remover
esses outros monossacarideos presentes na biomassa lignocelulésica, como D-
glicose, galactose e L-arabinose, para evitar a formacao de polidis e subprodutos
indesejados que dificultam a purificagao do xilitol em etapas subsequentes. Apds um
extenso processo de purificacdo, uma solugcao de D-xilose ultrapura € submetida a

hidrogenagao catalitica em alta temperatura e presséao, utilizando niquel de Raney
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como catalisador, o que pode resultar em um rendimento de conversao de até 98%
(88). A etapa final do processo quimico de producgéao do xilitol envolve a recuperagao,
purificacdo (separagcédo cromatografica) e cristalizagdo a baixas temperaturas, Figura
5 (89).

O alto consumo energético necessario para os processos de hidrogenacao,
combinado com o elevado custo do catalisador de niquel de Raney e a desativagao
do catalisador metalico, além da complexidade dos procedimentos de purificagdo, sao
alguns dos fatores que contribuem significativamente para os altos custos do processo
quimico de producgao de xilitol (84)

Como alternativa para superar o alto custo do processo quimico, a rota
biotecnolégica foi proposta, embora ainda existam obstaculos a serem superados
antes que este se torne viavel comercialmente.

As principais vantagens da rota biotecnologica incluem a operagdo em
condicbes amenas de temperatura e pressao. Além disso, a conversao da D-xilose
em xilitol é realizada por enzimas ou microrganismos, sendo a conversdo microbiana
a mais utilizada. Este processo é considerado mais ecologicamente correto em
comparagao a rota quimica e apresenta extensa literatura mundial, com diversos
estudos utilizando diferentes matérias-primas, condigdes de fermentacdo e

parametros operacionais (90).
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Figura 5. Producgéao de xilitol por rotas quimicas e biotecnoldgicas.
Fonte: Adaptado de Dasgupta et al. (91)
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A recuperacéao do xilitol do caldo de fermentagao enfrenta desafios devido as
impurezas presentes, incluindo células microbianas, detritos celulares, nutrientes
complexos, produtos quimicos derivados da biomassa e do seu processamento,
restos de agucares nao reagidos (D-xilose, L-arabinose, D-glicose) e uma mistura de
alcoois de agucar como arabitol e sorbitol, que séo dificeis de separar do xilitol. Essa
mistura complexa demanda varias etapas de purificagcdo antes da cristalizagao,

elevando o custo do processo (88).

210 Fatores que favorecem o crescimento dos microrganismos

Ha diversos fatores, como pH, temperatura, concentracao de indculo, taxa de
aeracao e nutrientes, influenciam o crescimento de microrganismos. Assim, ajustar
essas condigdes especificas € essencial para otimizar o crescimento e obter um
produto de alta qualidade. Ha diversos estudos que focam nas condi¢des ideais para

a producéo eficiente de xilitol e etanol.

2.10.1 Temperatura e pH

A temperatura é um parametro critico, pois microrganismos tém uma faixa
estreita de temperatura ideal para crescimento. Temperaturas abaixo do ideal resultam
em crescimento lento e menor produgao, enquanto temperaturas muito altas podem
causar morte celular e prejudicar a sintese de produtos, afetando o rendimento e a
qualidade (92). A maioria das leveduras produtoras de xilitol crescem na faixa de
temperatura de 30 a 38°C, enquanto as leveduras produtoras de etanol estdo na faixa
de 20 e 35 °C e tém uma temperatura 6tima proxima a 30 °C (38,93).

Diferentes sistemas bioldgicos possuem faixas ideais de pH variadas, com a
maioria dos microrganismos crescendo melhor em pH entre 5 e 7. Durante a
fermentacdo, o pH pode sofrer alteracbes, pois o crescimento celular libera
metabdlitos no meio e 0 consumo do substrato também provoca mudangas no pH (92)
. As leveduras geralmente possuem uma ampla faixa de tolerancia ao pH, variando de
2,5a8,0(94). O pH é crucial para o transporte de D-xilose e para manter o estado de

protonacéo da XR, garantindo sua atividade catalitica eficiente (88).
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A producao de etanol é influenciada pelo pH do meio, pois afeta a contaminacao
bacteriana, o crescimento da levedura, a taxa de fermentacdo e a formacdo de
subprodutos. A permeabilidade de alguns nutrientes essenciais nas células é
influenciada pela concentragcao de H* no meio de fermentacdo. A fermentacio para a
producao de etanol apresenta uma faixa ideal de pH entre 4,0 e 5,0. Quando o pH cai
abaixo de 4,0, é necessario um tempo de incubagao maior, mas a produgao de etanol
nao sofre uma reducgao significativa. Por outro lado, pH acima de 5,0 pode resultar em
uma queda na concentragéo de etanol (93).

O trabalho realizado por Silveira et al. (95) investigou a produgao de xilitol pela
cepa Meyerozyma gquilliermondii UFV-1 em diferentes valores de pH (3-10) e
temperaturas (25-45 °C). Os autores descobriram que as condi¢des ideais para o
crescimento da cepa foram pH 8 e temperatura de 30 °C, embora a cepa também
tenha mostrado crescimento em uma ampla faixa de pH e temperatura até 45 °C. Um
estudo realizado por Morais et al. (96) identificaram 7 novas cepas de Candida,
destacando que a C. tropicalis JA2 foi a que produziu a maior quantidade de xilitol.
Assim, os autores avaliaram o efeito do pH na producgao de xilitol, ajustando o pH do
meio para 4,6, 5,5, 6,0, 6,4 e 7,0. Foi constatado que a D-xilose foi totalmente
consumida a pH 6,4 apds 42 horas, enquanto 87,5% do acgucar foi utilizado a pH 5,5,
6 e 7. A uma condigédo de pH 4,6, houve uma redugao de 22% no consumo de D-
xilose. Apds otimizar todos os fatores, o rendimento na producéo de xilitol alcancou

0,86 e a concentracao de xilitol foi de 109,5 g/L.

2.10.2 Fontes de carbono

A co-fermentacdo de D-glicose e D-xilose continua sendo um desafio para a
maioria das leveduras que fermentam pentoses, uma vez que a D-glicose inibe a
utiizacdo de outros sacarideos. Como resultado, a presenca de hexoses,
especialmente D-glicose e manose que geralmente estdo presentes em grandes
quantidades em hidrolisados lignocelulésicos, afeta o consumo de pentoses (97).

A pesquisa realizada por Nakanishi et al. (98) buscou implementar estratégias,
como a reciclagem celular e a operagdo em modo de batelada alimentada, para
minimizar a inibicdo causada pela D-glicose e permitir uma melhor utilizacdo dos
agucares disponiveis, tanto hexoses quanto pentoses. A implementagao da estratégia

ajudou a melhorar a taxa de consumo de D-xilose, mesmo na presenga de D-glicose.
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Os resultados também mostraram que a levedura Spathaspora passalidarum, em
particular, apresentou uma melhor produtividade e rendimento, consumindo tanto
pentoses quanto hexoses em um tempo mais curto, 0 que sugere que a adaptagéo
das células e as condi¢cbes de fermentacdo contribuiram para superar a inibicdo
causada pela D-glicose.

Além disso, € importante mencionar que o tipo e a concentragao das fontes de
carbono e nitrogénio, assim como a raz&do C/N do meio de cultivo para leveduras,
influenciam o crescimento celular, a biossintese de metabdlitos e, consequentemente,
o custo do bioprocesso (99).

O estudo realizado por Abd-Aziz et al. (100) investigou o efeito da relagao
carbono nitrogénio (C/N) e da concentragdo de amido de sagu na produgéo de etanol
utilizando a levedura recombinante Saccharomyces cerevisiae YKU 131, que
expressa glucoamilase. Foram avaliadas as condi¢cdes ideais para maximizar a
producao de etanol, avaliando como diferentes razdes C/N e concentragdes de amido
influenciam a atividade enzimatica e a eficiéncia da fermentacdo. O estudo determinou
que a razao C/N ideal para a produgado de etanol a partir de amido de sagu é 7,9,
resultando nos maiores rendimentos de etanol, com 4,7 g/L e 10,1 g/L produzidos a
partir de 20 g/L e 40 g/L de amido de sagu, respectivamente.

O trabalho realizado por Sokchea et al. (101) avaliou o efeito do tempo, da
relagdo carbono/nitrogénio (C/N) e da concentracdo de melago no meio de
crescimento sobre a producéo de biomassa pela levedura Saccharomyces cerevisiae.
O estudo indica que a relagdo C/N afeta significativamente o crescimento de
Saccharomyces cerevisiae. Especificamente, foi observado que a biomassa da
levedura foi mais alta em uma relacido C/N de 10/1, enquanto a menor biomassa foi
registrada em uma relagdo C/N de 15/1. Os resultados sugerem que tanto niveis muito
baixos quanto muito altos de concentracdo de melaco, que influenciam a relagéo C/N,

podem afetar negativamente o crescimento da levedura.



44

2.10.3 Aeragao

A transferéncia de oxigénio é uma preocupacgédo importante em sistemas
bioldgicos aerdbicos, pois, apesar de a maioria dos nutrientes ser altamente soluvel
em agua, o oxigénio tem baixa solubilidade em solugdes aquosas. Isso pode limitar o
desempenho ideal, afetando o crescimento celular e a formagao de produtos (92). A
taxa de agitagdo regula tanto a entrada de nutrientes do meio de fermentacéo para
dentro das células quanto a saida do etanol para o meio. Com o aumento da taxa de
agitacao, ha um incremento na producéo de etanol, maior consumo de agucar e menor
efeito inibitério do etanol nas células. Geralmente, a agitagao ideal para fermentagao
com leveduras varia entre 150 e 200 rpm. No entanto, uma agitagcado excessiva pode
prejudicar a producao eficiente de etanol, interferindo nas atividades metabdlicas das
células (102).

A aeracéao é crucial na producao de xilitol, pois a disponibilidade de oxigénio
determina se a D-xilose seguira a via metabdlica da respiragdo ou da fermentacéo,
influenciando o consumo de carbono tanto para o crescimento quanto para a
bioconversao (103). O trabalho realizado por Raj e Krishnan (104) buscou otimizar o
processo de aeracdo em duas etapas para a produgao de xilitol, utilizando meio
definido por Candida tropicalis. A taxa de aeragao nas primeiras 12 horas de
fermentacao foi de 3,33 vvm, sendo posteriormente reduzida para 0,33 vvm, o que
resultou em uma produtividade de xilitol de 0,85 g/L.h com um rendimento de 0,85 g/g.
Misra, Raghuwanshi e Saxena (41) também estudaram a aeragdo em duas etapas no
hidrolisado de sabugo de milho usando Candida tropicalis. Com uma taxa de aeragao
inicial de 0,7 vvm por 24 horas, seguida de 0,3 vvm por 36 horas, foi observado um
rendimento de 0,58 g/g e uma produtividade de 0,283 g/L.h.

O estudo de Arruda et al., (105) investigou o escalonamento da produgao de
xilitol utilizando a levedura Candida guilliermondii, com o coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (kLa) como parametro chave. Foram testados biorreatores
de 2,4 L, 18 L eum piloto de 125 L, sendo o primeiro relato sobre a produgao de xilitol
em escala piloto a partir de hidrolisado hemicelulésico de bagac¢o de cana-de-agucar.
O kLa constante de 16 h™" garantiu uma taxa de crescimento celular 44,6% maior nos
biorreatores maiores, evidenciando a importancia da oxigenagado adequada. Além

disso, a produtividade volumétrica manteve-se praticamente constante, variando
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apenas 13% entre as diferentes escalas, o que confirma a eficacia da metodologia
para escalonamento e sua viabilidade para aplicagao industrial.

O trabalho realizado por Bellido et al. (106) analisou a influéncia da aeracao
limitada no processo de fermentacéo pela levedura Pichia stipitis, visando aumentar a
taxa de consumo de agucares e reduzir o tempo necessario para alcangar boas
produtividades e rendimentos de etanol em hidrolisados de palha de trigo. Assim, a
taxa de aeragado mais eficaz foi de 0,10 L de ar/min em biorreator de 2L contendo 0,9
L de meio, correspondendo a um kiLa de 3,3 h™'. Essa taxa resultou em uma melhor
utilizacado da D-xilose, alcangando um rendimento de etanol de 0,40 g/g e a completa
deplecao dos acucares em 72 horas. Isso indica que a aeragao controlada nessa taxa

especifica melhorou de forma ideal o processo de fermentacgao.

2.10.4 Fontes de nitrogénio

Na fermentacdo de produtos como etanol e xilitol, a escolha da fonte de
nitrogénio desempenha um papel importante na eficiéncia do processo, influenciando
diretamente o crescimento da levedura e a produgao desses bioprodutos.

Durante a fermentacdo alcodlica, a levedura utiliza fontes de nitrogénio
assimilavel e outros nutrientes para crescer, produzir biomassa e compostos volateis,
assim, a auséncia desses nutrientes pode causar uma fermentacdo lenta ou
interrompida (107).

A levedura pode usar quase 30 compostos distintos contendo nitrogénio,
incluindo aminoacidos, ureia, aménio, bases de nitrogénio e derivados de purina (108).
Entre as fontes de nitrogénio disponiveis, aménio e ureia sdo duas fontes baratas de
nitrogénio comumente usadas em processos de fermentagdo em larga escala.
Saccharomyces cerevisiae pode utilizar ureia como uUnica fonte de nitrogénio
degradando-a em duas etapas para aménia e CO2 na produgéao de etanol (109).

Nao existe uma fonte especifica de nitrogénio essencial para a producéo de
xilitol, assim, diversos estudos tém analisado diferentes fontes de nitrogénio, incluindo
peptonas e extratos de levedura como fontes organicas, e sulfato de amdnio e ureia
como fontes inorganicas (88).

Por isso, nem todas as fontes de nitrogénio promovem o crescimento de forma
igualmente eficaz. Fontes boas de nitrogénio, como aménia, glutamina e asparagina,

resultam em taxas de crescimento relativamente maiores comparadas as fontes
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pobres, como prolina e ureia. Para utilizar uma molécula como fonte de nitrogénio, as
células de levedura precisam converté-la em glutamato e glutamina, que séo os
doadores de nitrogénio para todos os outros compostos nitrogenados na célula. Tanto
o glutamato quanto a glutamina podem ser sintetizados diretamente usando aménia
como doadora do grupo amino (110). Entre as fontes de nitrogénio, o extrato de
levedura e peptona estdo entre as fontes organicas de nitrogénio mais comuns,
enquanto nitrato de amonio, cloreto de amdnio ureia, e sulfato de amonio séo as fontes
inorganicas mais utilizadas. Entre as duas, as fontes organicas s&o preferiveis, pois
tém um impacto positivo no crescimento celular dos microrganismos produtores de
xilitol (38).

A Tabela 1 mostra diferentes fontes de nitrogénio utilizadas pelos autores para
melhorar o crescimento celular ao longo da fermentagéo por diferentes espécies de
leveduras, assim como os rendimentos de xilitol e etanol.

O estudo realizado por Albuquerque et al. (111) investigou o impacto de varias
fontes de nitrogénio na producao de xilitol via Kluyveromyces. marxianus CCA510 a
partir do bagaco de caju. Das trés fontes de nitrogénio selecionadas, ou seja, sulfato
de amodnio, ureia e extrato de levedura, a adigdo de ureia resultou em maior produgao
de xilitol (12,27 g/L), que foi cerca de 18% maior do que a do controle, enquanto a
maior producao de biomassa foi obtida com extrato de levedura (12,93 g/L) seguido
por sulfato de aménio (10,58 g/L) e ureia (10,43 g/L).

Os resultados obtidos por Martiniano et al. (112) para a levedura Spathaspora
arborariae UFMG-HM19.1A mostraram que, quando cultivada em meio contendo
hidrolisado de bagaco de cana-de-agucar suplementado com 3 g/L de extrato de
levedura, a levedura apresentou uma baixa eficiéncia de consumo de D-xilose, com
apenas 60% de consumo observado. No entanto, no meio que continha 20 g/L de
extrato de arroz, 2 g/L de sulfato de aménio ((NH,).SO,) e 0,1 g/L de cloreto de calcio
(CaCl,), a levedura produziu 5,38 £ 0,35 g/L de etanol apds 96 horas de fermentacgao,
indicando uma melhoria significativa na producédo de etanol quando um meio mais

nutritivo foi utilizado.
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. . = Xilitol  Xilitol Etanol Etanol .
Microrganismo Substrato Suplementagao (@)  (Yes) (g/L) (Yess ) Referencias
20 g/L de D-glicose; 0,4 g/L
Kluyveromyces de wureia; 1,2 g/L de
marxianus Bagaco de caju KH,PO,; 0,18 g/L de 12,27 -- -- -- (111)
CCA510 Na,HPO, e 10 g/L de
extrato de levedura.
Scheffersomyvces Bagaco de 20 g/L Extrato de farelo de
V! Cana-de- arroz, 2 g/L (NH4)2SOse 0,1 0,87 - 17 0,33 (112)
Sshehatae
agucar g/L CaClz
Bagaco de
Scheffersomyces Cana-de- 3 g/L extrato de levedura 0,28 -- 9,27 0,20 (112)
Shehatae
agucar
Spathaspora Bagaco de 20 g/L Extrato de farelo de
pathasp Cana-de-  arroz, 2 g/L (NHa)2SO4e 0,1 - - 5,38 0,14 (112)
arborariae
agucar g/L CaClz
1,5 g/L de Extrato de
Pichia stipites Extratos de levedura, 3 g/L de peptona, _ . 13.51 _ (113)
NRRL Y-11543 madeira 2 g/l de KH2PO4 e 1 g/L de ’
(NH4)2S04
1,5 g/lL de Extrato de
Candida shehatae Extratos de levedura, 3 g/L de peptona, _ _ 8.87 - (113)
NRRL Y-12858 madeira 2 g/L de KH2PO4 e 1 g/L de ’
(NH4)2S04
Del;?ary omyces gréo usado de 6 g/L extrato de levedura - - 24 0,57 (114)
ansenii cervejaria
2,0 g/L de (NH4)2S0s, 5,0
Bagaco da
Schgffgrsom){qes cana.de- g/L de peptona, 3,0 g/L de _ _ 15,59 0,46 (115)
(Pichia) stipitis acicar extrato de levedura e 0,1 g/L
¢ de CaCl2.2H20
Bagaco da 20,0 g/L de extrato de farelo
Candida de arroz, 2,0 g/L de
guilliermondii C:”SC‘;? (NHa)22SOs e 0,1 gL de 2088 083 - - (115)
¢ CaCl2.2H0
Meio definido
(10gLExtrato 75 o) Exprato  de
Barnettozyma de levedura, levedura, 3 g/L (NHa)2HPO
populiNRRLY- 15 g/LKHoPOs, oo 8 20 DIeRim b 312 - - (116)
12728 3glL o S% 2 “ 9
(NHa)2HPO4, 1 V19904
g/L MgSO4

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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2.11 Biorreatores

Atualmente, os biorreatores sdo equipamentos essenciais no avango da
biotecnologia, servindo como ponte entre experimentos em pequena escala e
processos industriais de larga escala. Eles sao projetados para cultivar células
animais, vegetais ou microbianas, e incluem sistemas de controle para variaveis como
agitacdo, aeragao, temperatura, pH, fornecimento de nutrientes e remogado de
produtos, otimizando as condigdes para o crescimento celular e a produgao de
biomoléculas. A escolha do biorreator adequado € essencial para que o0 processo seja
realizado de forma eficiente. (117)

A maioria dos biorreatores pode ser dividida em dois grupos principais:
sistemas de suspenséo e sistemas de imobilizacdo. Biorreatores de tanque agitado,
airlift e coluna de bolhas sdo usados principalmente para culturas em suspensao,
enquanto biorreatores de membrana, leito fixo e leito fluidizado s&do mais adequados
para o cultivo de células aderidas ou para reagdes enzimaticas imobilizadas (92). A
Tabela 2 mostra alguns exemplos de producédo de xilitol e etanol em diferentes
configuracdes e condicdes de operacao.

Os biorreatores de tanque agitado (STR), sdo os mais utilizados na produgao
de xilitol, especialmente em fermentagcbes com células livres (85). Eles facilitam o
controle da temperatura através de trocadores de calor e também permitem o
monitoramento e ajuste do pH com sondas apropriadas e a adi¢do de solug¢des acidas
ou basicas (118). Eles possuem uma configuragao cilindrica e tém uma relacéao
diametro-altura de 1:2 ou 1:3 e sao preenchidos com meio liquido que corresponde a
70-80% do volume total. E sdo uma boa opcgao para escalar processos, com
configuragcdes de bancada semelhantes as industriais(119).

Biorreatores de coluna s&o dispositivos cilindricos que promovem a oxigenagao
e agitacdo do meio de cultura sem agitadores mecanicos, disponiveis em varias
configuragbes, como colunas de bolhas e reatores airliff. No reator de coluna de
bolhas, o gas inserido na base cria bolhas que homogeneizam o sistema, enquanto
os reatores airlift utilizam um tubo de circulagao para direcionar o fluxo do meio (119).
Os biorreatores de leito fluidizado, geralmente, sao utilizados em culturas com células
ou enzimas imobilizadas (120). Eles oferecem a vantagem de causar baixa lesédo por
cisalhamento as células, preservando a matriz de imobilizagcdo e promovendo uma

boa homogeneizagdo do meio devido aos sélidos em movimento no leito (119). Os
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biorreatores de membrana possuem unidades de separagdo com membranas que
permitem a separagao, retengao e movimentagao de liquidos e sdlidos. Eles podem
ser externos, com membranas conectadas ao biorreator e recirculacédo do liquido, ou
internos, com membranas dentro do biorreator formando um unico conjunto (120).

Para uma producao eficiente de xilitol e etanol, diversos modos de fermentacao,
como descontinuo, continuo, descontinuo alimentado e reciclagem, tém sido
utilizados. Nesses modos de fermentacao os biorreatores controlam parametros como
oxigénio dissolvido, temperatura e pH, regulando o crescimento da biomassa e
aumentando a producéo de xilitol - a configuracdo em descontinuo € amplamente
utilizada na producéao de xilitol devido a sua simplicidade e facilidade de controle da
contaminagéao (38).

Além da operacéo classica em modo descontinuo, ha o processo descontinuo
alimentado, que envolve a adigao de substratos ou nutrientes em diferentes momentos
durante o processo, resultando em um aumento no rendimento de produgéo ou na
produtividade (121). Nos processos continuos, ao contrario das operacgdes
descontinuo e descontinuo alimentado, as correntes de entrada e saida no biorreator
fluem continuamente na mesma taxa. Iniciados em modo descontinuo ou descontinuo
alimentado, esses processos atingem uma fase estacionaria onde as propriedades
permanecem constantes ao longo do tempo, permitindo a manutencéo de altas taxas
de produgao por longos periodos (120).

Para melhorar o rendimento e a produtividade, a reciclagem de células é
aplicada, operando biorreatores com uma maior concentracédo de ceélulas do que nas
configuracdes tradicionais. Métodos como imobilizacdo de células, reciclagem por
centrifugacéo e sistemas de reciclagem baseados em membranas séo usados para

manter uma alta densidade celular nos biorreatores (38).
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Tabela 2. Diferentes modos de operacéo em biorreatores para a producao de xilitol.

. Xilitol  Xilitol . Etanol
Zﬂsgrggéo de Substrato  Microrganismo grooncde'g:gS/ Ypis Qr g}:_'tm g/L Referéncias
@/g)  (gL/h)
0,6 L/min
Hidrolisado 150 rpm
Descontinuo ~ de Paha MEYEroZYMa - n iiose: 60 gl 063 052 - - (122)
caribbica CP02 ) .
de arroz Células: 1.5%
32°CepH3,5
0,2 vwm
Hidrolisado Candida 400 rpm
Descontinuo de Palha trovicalis D-xilose: 30g/L 0,58 1,49 25,38 451 (123)
de trigo P Células: 10%
30°CepH®6
0,5vvm
Descontinuo / Meio Pichia 1.100/1.700 rpm
Células definido fermentans D-xilose: 120 g/L 61,5% 0,52 63,0 -- (124)
imobilizadas WC1507 Células:3,4x107/mL
28 °C
Hidrolisado Kluyveromyces gola/ \r/pr)nm
Descontinuo gg bagago il D-xilose: 60 g/L 038 0,19 12,82 - (125)
Palmeira 36907 Células: 0,5 g/l
30°CepHB6,0
Hidrolisado Kla: 21 h™
Descontinuo de bagaco Cyberlm_dnera D—,X|Iose?: 40g/L 0,56 0,12 19,56 - (126)
de cana- xylosilytica Células: 1g/L
de-acgucar 30°CepH5,5
;'édrf?gﬁﬁgg Kluyveromyces  0,1lvvm
Descontinuo de palma marxianus 200 rpm 0,34 0,20 10,15 2.28 (127)
P ATCC 36907 30°CepHB6,0
de oleo
Hidrolisado
de bagaco 30% oxigénio
de Cacho Candida 100 rpm
Descontinuo Vazio de trovicalis D-xilose: 21 g/L 0,98 0,033 1,8 -- (128)
fruto de P Células: 5 g/L
palma de 30°CepH5,6
Oleo
150 rpm
. . D-xilose: 20g/L
Descontinuo (';/Ie?‘:gido ggni?:ladl?s Células:6x10°/mL 0,35 -- 6,0 -- (129)
P 30°C e pH5,5
Meio semi- Starmerella 0.5vwm
Descontinuo definido melinoninorum 200 rpm 0,6 - - 1,0 (103)
P 28 °C e pH 4,0
Hidrolisado 1,0 L/min
. de bagaco Yarrowia 250 rpm _ _
Descontinuo de cana- lipolytica D-xilose: 30 g/L 0,54 50,5 (130)
de-aclcar 30°CepH6,8
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. Xilitol  Xilitol . Etanol
('\)A;edrggﬁo de Substrato Microrganismo gfonccggggs do Ypis Qr g}:_'tm g/L Referéncias
(9/g9)  (gL/h)
Hidrolisado de 0,7 vwm
Descontinuo bagago de Can.d|d‘_51 250 rpm. 0,74 52,12 - (131)
cana-de- tropicalis D-xilose:75g/
acucar 35°CepH6,5
1,0 vwm
450 rpm
Continuo  Meio definido  Kuyveromyces  D-xilose: 336 322,07 - (132)
marxianus 100g/L
Células:107/mL
42°CepH5
1vvm
Hidrolisado de Spathaspora 300 rpm
. cascas de soja hagerdaliae D-xilose:30g/L
Descontinuo e cascas de UFMG-CM- Células:10° 031 0,07 6.8 6.1 (133)
aveia Y303 CFU/mL
28°CepH5,5
Hidrolisado de 3,33-033 vwm
. bagaco de Candida 300 rpm
Descontinuo cana-de- tropicalis Células:10% 0,76 086 55.64 (104)
acucar 30°CepH5,5

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a capacidade fermentativa das leveduras Spathaspora boniae e

Spathaspora brasiliensis visando a produgao de etanol de segunda geragédo e/ou

xilitol, a partir do hidrolisado hemicelulésico da biomassa de cana-de-agucar (50% de

palha e 50% de bagaco).

Objetivos especificos

Avaliar a influéncia da suplementacédo de fontes de nitrogénio na obtencédo de
xilitol e/ou etanol pelas leveduras, Spathaspora boniae e Spathaspora
brasiliensis a partir do hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-

acucar.

Analisar comparativamente os resultados obtidos pelas leveduras e identificar
aguela com os melhores resultados de converséo e produtividade de xilitol e/ou

etanol para ser utilizada em fermentacédo em biorreator de bancada.

Avaliar a influéncia dos parametros operacionais aeracdo e agitacdo na
producéo de xilitol e/ou etanol em biorreator de bancada em modo descontinuo

utilizando hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-acucar.

Determinar as atividades enzimaticas de xilose redutase (XR) e xilitol
desidrogenase (XDH), principais enzimas no metabolismo de D-xilose nos

experimentos em biorreator de bancada.
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4 MATERIAL E METODOS

41 Fluxograma da metodologia

A Figura 6 apresenta o fluxograma da metodologia utilizada para avaliar a
capacidade fermentativa das leveduras Spathaspora boniae e Spathaspora
brasiliensis em hidrolisado hemiceluldsico derivado da biomassa de cana-de-agucar.
O fluxograma abrange desde a caracterizacao e pré-tratamento do bagaco e da palha,
passando pela produgao de hidrolisado com ou sem detoxificacao, até a fermentacao
pelas leveduras. O fluxograma também destaca as etapas de otimizagéo de fontes de
nitrogénio e as analises subsequentes, incluindo fermentagcao em biorreator e analises

enzimaticas.
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Figura 6. Fluxograma da metodologia utilizada no trabalho.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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4.2 Material e preparo do hidrolisado hemicelulésico da cana-de-agucar

4.2.1 Biomassa lignocelulésica de cana-de-agucar

O bagaco e a palha de cana-de-agucar foram cedidos pela Usina de agucar e
alcool Santa Cruz, do grupo Sdo Martinho, localizada na cidade de Américo
Brasiliense — SP. O material foi seco ao sol até umidade em torno de 10 %, moido em
moinho de facas e acondicionado até o momento da etapa de pré-tratamento para a

obtencao do hidrolisado hemiceluldsico.

4.2.2 Pré-tratamento da biomassa de cana-de-agucar

A biomassa da cana-de-agucar (50% de palha e 50% de bagaco) foi submetida
ao pré-tratamento com acido sulfurico diluido visando a obtencdo de um hidrolisado
hemiceluldsico rico em pentoses. Esta etapa foi realizada no CNPEM — Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais, no laboratorio Nacional de Ciéncia e
Tecnologia do Bioetanol (CTBE) na cidade de Campinas — SP no ano de 2019. O
reator que foi utilizado tinha capacidade volumétrica util de 250 litros. A etapa de pré-
tratamento foi realizada utilizando uma relacao solido:liquido de 1:10, temperatura de
140 °C, concentragao de acido sulfurico de 0,5 % (m/v) e um tempo de reagao de 15
min (42). O hidrolisado hemiceluldsico obtido, foi filtrado para separagéao da fragéao
sélida (celulignina), foi armazenado sob refrigeracdo a 4 °C para posterior
caracterizagao quanto aos teores de agucares e compostos téxicos. A celulignina
resultante dessa etapa foi lavada com agua para remocao do acido residual, seca ao
sol até umidade em torno de 10% e armazenada a temperatura ambiente para

posterior processo de caracterizacio.
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4.2.3 Caracterizagao quimica da biomassa de cana-de-agucar

A biomassa de cana-de-agucar e a celulignina (fragédo solida obtida apés etapa
de pré-tratamento com acido diluido) foram caracterizadas quanto ao teor de celulose,
hemicelulose, lignina, acetil, cinzas e extrativos. A metodologia padrao utilizada foi de
caracterizagcao de carboidratos e lignina estruturais de biomassa, do National
Renewable Energy Laboratory — NREL(134).

Na primeira etapa, destinada as amostras "in natura", foi utilizada a extragéo
de extrativos com o auxilio de um extrator Soxhlet. Foram preparadas triplicatas de
amostras com aproximadamente 3,0 g cada, com umidade previamente determinada.
O material foi empacotado em papel filtro e submetido a duas extragdes sequenciais:
uma com 200 mL de agua destilada e outra com 200 mL de etanol, ambas com
escoamento realizado trés vezes. Apos as extracdes, o material foi seco em estufa a
105°C até atingir peso constante, permitindo o calculo da umidade com base na
diferencga entre a massa seca inicial e final.

Na segunda etapa, foi realizada a hidrélise acida do material previamente seco
para analise da fragao lignocelulésica. Para isso, foram pesados 0,3 g do material
seco em triplicata, sendo cada amostra colocada em tubos de ensaio contendo 3 mL
de H,SO, a 72% (m/m). Os tubos foram incubados em banho-maria a 30°C por 60
minutos, com homogeneizagdo a cada 10 minutos. Em seguida, o conteudo foi
transferido para frascos contendo 84 mL de agua destilada, diluindo o acido para 4%
(m/m), e autoclavado a 121°C por 1 hora. Apés o resfriamento, o conteudo foi filtrado
em cadinhos Gooch, separando-se as fragdes liquida (solubilizada) e sélida
(insoluvel). O liquido foi recolhido em baldes volumétricos e analisado por HPLC para
determinar os teores de glicose, xilose, arabinose e acido acético, enquanto o residuo
sélido foi seco em estufa para quantificagao da lignina insoluvel.

Adicionalmente, a lignina soluvel foi determinada por espectrofotometria a 205
nm, apoés diluigdo da fracao liquida em baldées de 50 mL. A quantificagdo das cinzas
foi realizada pelo aquecimento do residuo sélido em mufla, seguindo um aquecimento
progressivo a 105°C, 250°C e 575°C.
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4.2.4 Destoxificagdo do hidrolisado hemicelulésico da biomassa da cana-de-

agucar

O tratamento do hidrolisado hemiceluldsico da biomassa da cana-de-agucar foi
realizado de acordo com Marton et al. (2006). O pH foi ajustado com 6xido de caélcio
(CaO) até pH 7,0, depois com acido fosférico (HsPOa4) até pH 2,5, seguido da adigéo
de 1,0% (m/v) de carvao ativado e incubado em incubadora de agitagao a 60 °C, 100
rpm por 30 minutos. Afiltragdo a vacuo foi utilizada para remover todos os precipitados
formados durante o processo. Finalmente, o pH do hidrolisado hemicelulésico foi
ajustado para 5,5 com hidréxido de sédio (NaOH) antes da esterilizagdo a 110 °C (0,5

atm) por 15 minutos para ser usado como meio de fermentagao.

4.3 Leveduras e condi¢coes de crescimento

4.3.1 Micro-organismos

As leveduras Spathaspora boniae UFMG-CM-Y306 e Spathaspora brasiliensis
UFMG-HMD19.3 foram obtidas da Colegdo de Micro-organismos da Universidade
Federal de Minas Gerais. Para a manutengao das leveduras em estoque, estas foram
preservadas em meio de cultivo agar nutriente (adicionando 20 g/L D-glicose) a 4 °C
com repiques realizados a cada 2 meses. Além disso, as leveduras foram preservadas

em glicerol a -80 °C.

4.3.2 Curva padrao da produgao de biomassa celular

O crescimento celular para elaborar da curva padrdao das leveduras
Spathaspora boniae e Spathaspora brasiliensis foi realizada em meio YPX (extrato de
levedura 10 g/L, peptona 20 g/L e D-xilose 30 g/L). Para isso, as leveduras foram
previamente inoculadas em tubos de ensaio contendo agar nutriente inclinado, por
24h e incubadas em estufa a 30°C. Posteriormente, essas células foram inoculadas
em 500 mL (distribuido em 10 frascos de 125 mL contendo 50 mL) de meio YPX, por
24h a 30°C com agitagao de 200 rpm em incubadora agitadora. Apds o crescimento,

as células foram centrifugadas a 2057 xg por 5 minutos. As células foram lavadas com
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agua destilada (2057 xg por 5 minutos) e ressuspendidas em agua para obter uma
solugao de células (solugdo mae). Com essa solugao, foi retirado uma aliquota e feito
leitura no espectrofotdmetro a 600nm. Dessa forma, a partir dessa solugao, foram
feitas diluicbes sucessivas e realizada a leitura em espectrofotdmetro para obter os
demais pontos da curva. Para determinar o peso seco da solugao mae e, assim, inferir
os valores dos demais ponto da curva, 10 mL da solugdo méae foram colocados em
cadinhos previamente secos por 24h a 100°C (realizado em triplicata). Esses cadinhos
foram colocados em estufa a 100°C por 24h para posteriormente serem pesados e
terem os valores da massa de células residual em cada cadinho determinadas. A partir
da concentragao celular da solugdo méae foi determinado a concentragao celular nas
demais diluigbes utilizando os valores de absorbancia de cada diluicdo e, assim,

elaboradas curvas padrdes para cada uma das espécies de leveduras (Apéndice 1).

4.3.3 Preparo do inéculo

O in6culo da fermentacéo foi preparado em frascos do tipo Erlenmeyer de 1000
mL, contendo 400mL de meio YPX (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona
e 30 g/L de D-xilose) inoculadas com células previamente crescidas em tubo de ensaio
(agar nutriente inclinado). Os frascos foram submetidos a agitagdo de 200 rpm em
incubadora agitadora, a temperatura de 30°C por 24 horas. Apos esse periodo, as
células foram recuperadas por centrifugacdo 2057 xg por 5 minutos, lavadas e
ressuspensas em agua destilada esterilizada. Para estimar o volume necessario do
in6culo, foi realizada a leitura em espectrofotbmetro a 600nm, e os valores
determinados com auxilio da curva padrao previamente estabelecida para obter uma

concentragao inicial de células de 1,0 g/L.
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44 Efeito das fontes de nitrogénio na fermentagdao de hidrolisado
hemicelulésico da biomassa de cana-de-agucar para producgao de xilitol e/ou

etanol

441 Fermentagcdao em hidrolisado hemicelulésico da biomassa de cana-de-

agucar sem destoxificagao

Os ensaios em hidrolisado hemicelulésico sem destoxificagao foram realizados
para avaliar a tolerdncia e capacidade das leveduras Spathaspora boniae e
Spathaspora brasiliensis em metabolizar agucares presentes no hidrolisado
lignocelulésico, mesmo na presenga de inibidores naturais da etapa de preé-
tratamento. A destoxificagdo normalmente remove compostos como furfural, 5-
hidroximetilfurfural (HMF) e acidos organicos, que podem prejudicar o crescimento
microbiano e a fermentacao. No entanto, ao utilizar o hidrolisado sem esse processo,
busca-se verificar a resisténcia natural dessas cepas de leveduras aos inibidores, o
que pode reduzir os custos e complexidade dos processos industriais.

Os ensaios em hidrolisado hemiceluldsico sem destoxificacdo foram realizados
para as leveduras Spathaspora boniae e Spathaspora brasiliensis em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio. Foram adicionadas fontes de
nitrogénio ao hidrolisado, sendo 0,05 g/L de ureia, 6,1g/L de extrato de levedura, 4,8
g/L de peptona e 0,11 g/L de sulfato de ambnio para a levedura Spathaspora boniae
e 1,3 g/L de ureia, 6,1g/L de extrato de levedura, 0,19 g/L de peptona e 0,11 g/L de
sulfato de amoénio para levedura Spathaspora brasiliensis. Os frascos foram mantidos
em uma incubadora agitadora a 30°C, sob agitacdo de 200 rpm, por 72 horas.
Amostras foram coletadas a cada 24 horas para determinar as concentragdes de
células, agucares (L-arabinose, D-glicose e D-xilose), acido acético, etanol e xilitol,

além de monitorar o pH.
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4.4.2 Planejamento experimental fracionado 24! para estudo das fontes de
nitrogénio pelas leveduras Spathaspora boniae e Spathaspora

brasiliensis para produgao de xilitol e/ou etanol

A fermentacio do hidrolisado hemiceluldsico da biomassa da cana-de-agucar
para avaliar o efeito das fontes de nitrogénio na produgédo de etanol e/ou xilitol foi
realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL. Para a levedura que demonstrou
resisténcia a compostos inibitorios na etapa anterior (item 4.3.1), o hidrolisado foi
utilizado sem passar pelo processo de destoxificagdo. Ja para a levedura que nao
apresentou resisténcia, o hidrolisado foi destoxificado antes da fermentacéao, a fim de
garantir condigbes mais adequadas para seu crescimento e eficiéncia fermentativa. O
volume de meio foi de 100 mL de hidrolisado, previamente esterilizado em autoclave
(110 °C e 0,5 atm), pH ajustado para 5,5 com pHmetro de bancada e concentragao
inicial de células de 1 g/L. Os frascos foram mantidos sob agitagao de 200 rpm a 30°C
em incubadora agitadora, por um periodo de 72h com amostras coletadas a cada 24
horas para determinagdo das concentragcbes de células, agucares (L-arabinose, D-
glicose e D-xilose), acido acético, etanol e xilitol € monitoramento do pH.

A suplementacao do hidrolisado hemiceluldsico, com as fontes de nitrogénio
ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de amodnio, foi realizada de acordo com
planejamento experimental fracionado 24' com trés repeticdes no ponto central e
como variavel resposta foi escolhida a concentragao final de xilitol ou etanol (g/L)
(Tabela 3). O sinal (+) representa o nivel superior, o sinal (-) representa o nivel inferior
e o numero (0) o ponto central. Os valores dos niveis (+1 e -1) foram estabelecidos
com base em dados da literatura cientifica, considerando concentrag¢des utilizadas em
estudos anteriores que otimizaram a producdo de xilitol e etanol a partir de
hidrolisados hemiceluldsicos (112,113). A Tabela 4 mostra a matriz de planejamento
experimental com as concentragcdes das fontes de nitrogénio em cada experimento,
assim como a razdo C:N. A razao C:N foi calculada de acordo com a quantidade
nitrogénio presente em cada fonte de nitrogénio (ureia, extrato de levedura, peptona
e sulfato de aménio) em relagéo a concentragao de D-xilose presente no hidrolisado

hemiceluldsico da biomassa de cana-de-agucar.
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Tabela 3. Codificagdo dos niveis para as variaveis ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de
amdnio para producgao de etanol e/ou xilitol a partir do hidrolisado hemicelulésico de biomassa de
cana-de-acucar pelas leveduras Spathaspora boniae e Spathaspora brasiliensis.

Niveis
Parametros i i
Inferior Central Superior
(/L)
(-1) 0 (+1)
Ureia - CO(NH2)2 0,05 0,7 1,3
Extrato de levedura 0,23 3,1 6,1
Peptona 0,19 25 4.8
Sulfato de aménio - (NH4)2S0a4 0,11 15 29

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Tabela 4. Matriz de Planejamento fatorial fracionado 24! com trés repeticdes no ponto central para o
estudo das variaveis: ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de aménio na producéo de etanol
e/ou xilitol a partir de hidrolisado hemiceluldsico de biomassa de cana-de-acgucar.

Niveis Codificados Niveis Reais (g/L)
Experimentos C:N**  Ureia Extrato de Peptona Sulfato de
X1 X2 X3 Xa levedura amonio

(/L) @/lL) (9/L) @lL)

1 -1 -1 -1 -1 104,67 0,05 0,23 0,19 0,11
2 1 -1 -1 1 7,75 1,3 0,23 0,19 29
3 -1 1 -1 1 7,75 0,05 6,1 0,19 29
4 1 1 -1 -1 7,75 1,3 6,1 0,19 0,11
5 -1 -1 1 1 7,75 0,05 0,23 4,8 2,9
6 1 -1 1 -1 7,75 1,3 0,23 4,8 0,11
7 -1 1 1 -1 7,75 0,05 6,1 4,8 0,11
8 1 1 1 1 4,03 1,3 6,1 4,8 2,9
9* 0 0 0 0 7,75 0,7 3,1 2,5 15
10* 0 0 0 0 7,75 0,7 3,1 2,5 15
11* 0 0 0 0 7,75 0,7 3,1 25 15

*pontos centrais
** (*) Arazéo C:N nao faz parte do planejamento experimental como variavel independente.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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4.4.3 Planejamento composto central para otimizagao das fontes de nitrogénio

para producgao de xilitol e/ou etanol

Um planejamento composto central tipo face centrada foi proposto para
otimizagao das variaveis independentes (ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato
de ambénio) para as leveduras Spathaspora boniae e Spathaspora brasilisensis que
apresentaram teste de curvatura significativo (p < 0,05). Foram adicionados 8 pontos
tipo face centrada ao planejamento fracionado e mais um ponto central resultando em
um total de 20 experimentos, como apresentado na Tabela 5. A concentragao final de
produto (g/L), foi escolhida como variavel resposta para as analises. A significancia de
cada termo do modelo foi determinada com andlise de variancia (ANOVA) e as
superficie de resposta foram realizados com base na equacdo do modelo para

demonstrar os efeitos das variaveis independentes na resposta.

Tabela 5. Matriz de pontos tipo face centrada com uma repeticdo no ponto central adicionada ao
Planejamento fatorial fracionado 24! (Tabela 2) para formacgéo do Planejamento Composto Central
tipo Face Centrada para o estudo das variaveis: ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de
amoénio na produgéo de etanol e/ou xilitol a partir de hidrolisado hemicelul6sico de biomassa de cana-

de-acucar.
Niveis codificados Niveis Reais
Experimentos C:N**  Ureia Extrato de Peptona Sulfato de
X1 X2 X3 Xa levedura Amoénio
(9/L) /L) (9/L) (/L)
12 -1 0 0 10,09 0,05 31 2,5 15
13 1 0 0 0 6,30 1,3 31 2,5 15
14 0 -1 0 0 10,09 0,7 0,23 2,5 15
15 0 1 0 0 6,30 0,7 6,1 25 15
16 0 0 -1 0 10,09 0,7 3,1 0,19 15
17 0 0 1 0 6,30 0,7 3,1 4,8 15
18 0 0 0 -1 10,09 0,7 3,1 2,5 0,11
19 0 0 0 1 6,30 0,7 31 2,5 2,9
20* 0 0 0 0 7,75 0,7 31 2,5 15

*ponto central
** (*) Arazédo C:N néo faz parte do planejamento experimental como variavel independente.
Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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5 Avaliagdo em biorreator de bancada do desempenho fermentativo da
levedura Spathaspora boniae em hidrolisado hemicelulésico da biomassa de

cana-de-agucar

5.1 Microrganismo e preparo do inéculo

O preparo do inéculo para fermentacgao foi realizado de acordo com o item 4.2.3
da metodologia. Alevedura Spathaspora boniae UFMG-CM-Y 306 foi selecionada para
fermentacdo em biorreator de bancada devido sua capacidade de fermentar em

hidrolisado hemicelulésico da biomassa de cana-de-agucar sem destoxificagao.

5.2 Caracteristicas do biorreator agitado

O processo de fermentacdo do hidrolisado hemiceluldsico da biomassa de
cana-de-agucar pela levedura S. boniae foi realizado em um fermentador agitado
(STR), modelo BioFlo 2000 da New Brunswick Scientific, com capacidade nominal de
5 litros (Figura 8). O fermentador foi equipado com sensores de pH (Mettler Toledo),
temperatura, oxigénio dissolvido (DO) (Mettler Toledo) e CO, (SCD41), uma chicana
removivel, um eixo agitador e um condensador de inox.

No presente trabalho, foi desenvolvido um sistema para o monitoramento de
CO2 em processos de fermentagcdo. O sistema consistiu em um sensor de CO2
(SCD41) conectado a placa Arduino (ESP32), acoplado a parte interna da tampa de
um frasco Schott de 250 mL. A tampa foi adaptada com duas aberturas: uma para a
entrada de ar, conectada a saida de ar do reator, e outra para a saida de ar, garantindo
o fluxo de gas. O monitoramento do COz2 foi realizado em tempo real durante todo o
experimento, permitindo registrar as concentracées de gas ao longo do processo. A
Figura 7 ilustra o sistema de deteccao de COz2. A Figura 7a mostra o sistema montado
e a Figura 7b mostra a parte interna da tampa contendo o sensor de CO:2. A operacao
foi conduzida em modo descontinuo, com ar comprimido sendo adicionado

continuamente durante o processo de fermentagao.
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Figura 7. Sensor de COz utilizado no biorreator de bancada.

Fonte:elaborado pelo Autor (2024).

Figura 8. Biorreator Bioflo 2000, New Brunswick Scientific.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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5.3 Otimizagao da agitagao e vazao de ar para producao xilitol e/ou etanol

5.3.1 Condicdes de fermentagao

As fermentacdes foram realizadas em um reator de bancada modelo BioFlo
2000, utilizando 1,5 L de hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-agucar
sem destoxificagdo. O meio foi suplementado com fontes otimizadas de nitrogénio,
incluindo 0,58 g/L de ureia, 5,26 g/L de extrato de levedura, 2,82 g/L de peptona e 1,3
g/L de sulfato de amoénio. Durante o processo, a temperatura foi mantida constante a

30 °C, com monitoramento continuo de pH, oxigénio dissolvido e CO,.

5.3.2 Planejamento experimental

O efeito da agitacdo e da vazado de ar na bioconversao de D-xilose em xilitol
e/ou etanol foi avaliado por meio de um planejamento composto central rotacional
(DCCR). Esse planejamento incluiu duas repeticdes no ponto central e quatro pontos
axiais. Os niveis das variaveis testadas estao apresentados na Tabela 6, enquanto os

niveis codificados e reais utilizados no planejamento estdo detalhados na Tabela 7.

5.3.3 Coleta e analise de amostras

Para o acompanhamento da fermentagao, amostras de 5 mL foram retiradas a
cada 12 horas. Essas amostras foram analisadas quanto ao crescimento celular,
concentragdo de agucares (L-arabinose, D-glicose e D-xilose), produ¢do de acido

acético, etanol e xilitol, além de verificagdo de possiveis contaminantes.

5.3.4 Analise de contaminagao

As amostras coletadas foram submetidas a coloragdo com Safranina para
verificar a presenca de contaminantes. Uma pequena aliquota foi espalhada em
laminas de microscopia e fixada ao calor, passando brevemente pela chama de um
bico de Bunsen para aderir as células a superficie. Apds isso, a solugao de Safranina
foi aplicada a amostra por 60 segundos, e o excesso foi removido com agua destilada.
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As células coradas foram observadas em um microscopio Olympus Optical
(CX40RF100).

Tabela 6. Codificagéo dos niveis para as variaveis agitacao e vazao de ar para producao de xilitol
el/ou etanol a partir do hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-agUcar pela levedura
Spathaspora boniae.

Niveis
Parametros Axial Inferior Central  Superior Axial
-1,41 -1 0 1 141
rpm 97 140 245 350 393
vvm 0,3 0,5 1 15 1,7

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Tabela 7. Matriz de Planejamento composto central rotacional com duas repeticées no ponto central
e quatro pontos axiais para o estudo das variaveis agitacdo e vazdo de ar, na producao de xilitol e/ou
etanol a partir de hidrolisado hemicelul6sico de biomassa de cana-de-agucar pela levedura
Spathaspora boniae.

Niveis Niveis
codificados Reais
Experimentos X1 X2 rom vvm
1 -1 -1 140 0,5
2 1 -1 350 0,5
3 -1 1 140 1,5
4 1 1 350 1,5
5 0 0 245 1,0
6 0 0 245 1,0
7 -1,41 0 97 1,0
8 1,41 0 393 1,0
9 0 -1,41 245 0,3
10 0 1,41 245 1,7
Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
6 Atividade enzimatica das enzimas xilose redutase (XR) e xilitol

desidrogenase (XDH)

6.1 Rompimento celular

As células obtidas nos experimentos foram coletadas por centrifugacao a 2057
xg por 5 minutos, e ressuspensas em tampao fosfato 0,1 mol/L (pH 7,2). A suspenséao

final foi armazenada em um freezer a -20°C. O método de rompimento celular foi
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realizado de acordo a metodologia proposta por Gurpilhares et al. (135). As células
congeladas em tampao fosfato, foram descongeladas e misturadas com pérolas de
vidro na propor¢ao de 3 ml de suspensao celular para 3 ml de pérolas de vidro. A
mistura foi agitada em vortex por 5 minutos, com pausas de 30 segundos em banho
de gelo a cada minuto. Em seguida, foram centrifugadas a 6.725 xg por 15 minutos a
5°C e recuperado o sobrenadante, que foi utilizado para a determinagao da atividade
das enzimas XR e XDH.

6.2 Atividade enzimatica

As atividades de XR e XDH foram avaliadas de acordo com o método descrito
por Alexander (136), com modificagdes introduzidas por Sene et al. (137). A atividade
da xilose redutase (XR) foi medida pelo decréscimo da absorbancia a 340 nm devido
a oxidacado do NADPH, usando D-xilose como substrato, enquanto a atividade da XDH
foi avaliada pelo aumento da absorbancia a 340 nm decorrente da redugao do NAD*,
utilizando xilitol como substrato. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para catalisar a redugédo ou oxidagcao de 1
pmol de cofator por minuto a temperatura ambiente, utilizando o coeficiente de
extingdo molar de 6220 M-'.cm™! para os cofatores NADPH e NAD*. As atividades
especificas foram expressas em U/mg de proteina.

O meio padrao de reacéo para a XR consistiu em 200 pL de extrato livre de
células, 570 uL de agua destilada, 150 uL de B-mercaptoetanol (0,1 M), 80 pL de
tampao fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,2), 100 uL de NADPH (1,2 mM) e 200 pL de
D-xilose (0,5 M), totalizando 1,3 mL. Para a XDH, o meio padr&o de reacéo incluiu 100
ML de extrato livre de células, 550 uL de agua destilada, 150 pL de B-mercaptoetanol
(0,1 M), 200 uL de TRIS (0,5 M, pH 8,6), 150 uL de NAD+ (1,26 mM) e 150 uL de xilitol
(0,5 M), também totalizando 1,3 mL.
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6.3 Determinagao da proteina soluvel

A concentracdo de proteina no extrato livre de células foi determinada pelo
método de Bradford (138) utilizando albumina bovina cristalizada (BSA) como padréo
e o reagente de Bradford (Azul-Brilhante de Coomassie G-250) como corante. As

leituras de absorbancia foram realizadas em um espectrofotdmetro a 595 nm.

7 Métodos analiticos

7.1 Determinagao da concentracao celular

A concentracdo de células do meio fermentativo foi determinada através da
leitura em espectrofotdmetro a 600nm para ser correlacionada com a massa seca de
células em g/L com auxilio de uma curva padrao previamente definida para cada

levedura (Apéndice 1).

7.2 Determinagao de fenois totais

O teor de fendis totais foi determinado de acordo com a metodologia sugerida
por Gouveia et al., (2009). Aliquotas de 2 mL das amostras de hidrolisado foram
colocadas em tubos de ensaio de vidro e alcalinizadas com uma solug¢ao de hidroxido
de sbédio 6 M até atingir pH 12. Em seguida, essas amostras alcalinizadas foram
diluidas, e a absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro a 280 nm. A

concentracéo (g L™") de fendis totais foi determinada utilizando as Equacgdes. 1 e 2.

Fenois totais = 0.04187 x (A — A,4) — 0.0003279 (1)

Apa = Cp X €p — Cymr X €nmr (2)

Onde A é a absorbancia da solucédo a 280 nm, Apd é a absorbancia dos

produtos de decomposi¢ao do agucar (furfural e 5-hidroximetilfurfural) a 280 nm, Cr e
CHvr sé@o as concentragdes de furfural e 5-hidroximetilfurfural (g/L) determinadas por
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cromatografia liquida de alta eficiéncia, eF e eHMF sao as absortividades do furfural e

do 5-hidroximetilfurfural (146,85 e 114,00 L g™' cm™, respectivamente).

7.3 Determinagao das concentragcoes de acgucares, acido acético, etanol e

xilitol

As concentragbes de L-arabinose, D-glicose, D-xilose, xilitol, etanol, acido
acético, acido férmico para a caracterizagdo da biomassa, antes e apods pré-
tratamento, e acompanhamento dos experimentos fermentativos, foram determinados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As amostras, foram previamente
filtradas em filtro Sep Pak C18, injetadas (volume de injecdo de 20 pL) em um
Cromatégrafo Liquido Shimadzu acoplado a um detector de indice de refragdo RID.
Durante a cromatografia, foi utilizada uma coluna analitica BIO-RAD AMINEX HPX-
87H (300 X 7,8 mm) mantida a temperatura de 60°C, com a fase mével H2SO4 0,005

M a vazéo de 0,6 mL/min.

7.4 Determinacao de compostos fenodlicos

Foi utilizado o mesmo HPLC para a analise de furfural, 5-HMF, acido galico,
acido 2,4-diidroxibenzdico, acido cafeico, siringaldeido e acido benzdico, com volume
de injecdo de 10 pL. O equipamento estava equipado com um detector ultravioleta
UV-VIS (SPD-20A) ajustado para 276 nm, uma coluna analitica Agilent Zorbax Eclipse
Plus C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 um) mantida a 30°C, e uma fase mdvel composta por
acetonitrila e agua na proporgao de 1:8, contendo 1% de acido acético, com uma taxa

de fluxo de 0,8 mL/min.

7.5 Calculo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa)

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa) foi determinado
utiizando o método de "gassing-out", conforme descrito por Pirt, (1975).
Primeiramente, o meio de cultivo, sem a presenca de células, foi desgaseificado com

nitrogénio para eliminar o oxigénio dissolvido. Em seguida, o meio foi agitado e aerado
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conforme a vazao estabelecida, enquanto se monitorava o aumento da concentragao
de oxigénio dissolvido ao longo do tempo. A partir da integracdo da equagao de
balan¢o de oxigénio no meio liquido (equagao 3), chegou-se a relagdo expressa na
equacao 4.

ac

E =k -0 (3

In(1-2)=-kaxt (4

Onde C/C* representa a leitura do eletrodo, que € a fracdo da concentracio de
oxigénio dissolvido em relagdao a concentragao de saturagéo. O valor de k,a em h™*
pode ser determinado a partir do grafico do logaritmo de (1 - C/C*) em fungéo do

tempo.

7.6 Determinagcdo dos parametros fermentativos para processos

descontinuos de fermentagao

7.6.1 Fator de conversao de agucares em etanol ou xilitol

O fator de converséo Y, s expressa a massa de etanol ou xilitol produzida por

massa de agucares consumidos (D-xilose + D-glicose), em gramas, sendo calculado

de acordo com a seguinte equacéo:

__ AP _ Pg—P;
Yp/s - —_AS_ Si_sf (5)

Onde o Pr e P; correspondem a concentragéo final e inicial de etanol ou xilitol
(g/L) e S; e S¢ correspondem a concentragéo inicial e final de agucares em g/L. Para o

caso do xilitol foi considera s6 a D-xilose.
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7.6.2 Produtividade volumétrica em etanol ou xilitol (g/L.h)

A produtividade volumétrica Qp expressa em gramas de produto por litro por hora,

sendo calculada como a seguinte equagao:

Q, = L (6)

t

Onde P; corresponde a concentragdo inicial de etanol ou xilitol e P € a

concentracao final de etanol ou xilitol, sendo o t referente ao tempo de fermentacao.
7.6.3 Fator de conversao de agucares em biomassa celular

O fator de converséao de Yy s expressa a massa de células produzida por massa

de agucares consumidos em gramas, é determinado pela seguinte equagao:

_ AP _ Xf—Xi
Yeis =15 =y (7)
Onde X; e X; correspondem a concentragéo final e inicial de células livres e S¢

e S; correspondem a concentragéo final e inicial de agucares consumidos.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Caracterizagao quimica da biomassa da cana-de-agucar

A Tabela 8 mostra os resultados obtidos da caracterizacdo da biomassa
(bagaco/palha) da cana-de agucar “in natura” e apos o pré-tratamento (celulignina).
Os resultados obtidos da amostra “in natura” foram de 36,56% de celulose, 28,38%
de hemicelulose, 22,02% de lignina e 2,31% de cinzas. Esses resultados estao de
acordo com os dados que sédo encontrados na literatura, como pode se observar na
Tabela 9. As diferengas observadas entre os dados obtidos (Tabela 9) da biomassa e
os encontrados na literatura ocorrem por conta de alguns fatores como, a genética da
planta, as condi¢cbes de cultivo, estocagem e processamento, bem como métodos
empregados para a analise fisico-quimica (141). Especificamente, as concentragdes
de celulose e hemicelulose obtidas neste trabalho estdo dentro da faixa reportada por
outros autores, ainda que ligeiras variagdes sejam evidentes. Por exemplo, a celulose
variou de 32,92% a 45,02%, enquanto a hemicelulose variou de 26,63% a 29,53%
entre os diferentes estudos. A lignina e as cinzas também apresentaram ampla
variagao, o que reflete as influéncias mencionadas. Além disso, o valor de cinzas
encontrado no presente estudo (2,31%) esta abaixo de algumas referéncias, como a
reportada por Pérez et al. (142) com 10,46%. Isso pode indicar diferengas nos
meétodos de processamento ou na composigao inicial do material analisado.

As porcentagens de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas obtidas da
biomassa pés-tratamento (celulignina) foram de 50,37, 5,78, 33,55 e 3,08 %,
respectivamente. E ao comparar a porcentagem de hemicelulose da biomassa “in
natura” com a celulignina observa-se uma remogao de 80% da hemicelulose, isso
mostra que o processo de hidrdlise acida foi eficiente na solubilizagdo dessa fragao

polimérica.
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Tabela 8. Caracterizacdo quimica da biomassa de cana-de-acUcar e apds pré-tratamento

) o Biomassa Biomassa ap6s
Componentes lignocelulésicos (%) . |

“in natura” pré-tratamento

Celulose 36,56 +0,25 50,37 £0,22

Hemicelulose 28,38 +0,34 5,78 +0,04

Lignina 22,02 +0,62 33,55 +0,38

Cinzas 2,31 £0,21 3,08 £0,02

Extrativos 11,37 +1,58 -

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Tabela 9. Composicdo quimica percentual do bagac¢o da cana-de-agUcar e comparagdo com 0s
dados da literatura.
Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas

Biomassa Referéncias
(%) (%) (%) (%)

Mistura bagaco e palha de cana- Presente
36,56 28,38 22,02 2,31

de-acucar (1:1) trabalho

Mistura bagaco e palha de cana- (143)
37,00 27,58 22,02 5,59

de-acucar (1:1)

Mistura bagaco e palha de cana- (142)
35,99 29,53 19,85 10,46

de-acucar (1:1)

Mistura bagaco e palha de cana- (144)
45,02 26,63 23,08 3,50

de-acucar (1:1)

Mistura bagaco e palha de cana- (145)
32,92 26,65 28,62 4,78

de-acucar (1:1)

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

8.1.1 Caracterizacao quimica do hidrolisado hemicelulésico da biomassa de

cana-de-agucar

A Tabela 10 lista os componentes do hidrolisado hemicelulésico de biomassa
de cana-de-agucar obtido apds pré-tratamento. Com concentragéao final de 29,29 g/L,
verifica-se que a D-xilose foi o acucar produzido em maior quantidade apés o pré-
tratamento com acido sulfurico diluido, o que favorece sua utilizagédo em experimentos
de fermentacéao utilizando microrganismos que assimilam naturalmente a D-xilose. A
solubilizacdo da hemiceluldsica é favorecida neste processo de pré-tratamento porque
ocorre em altas temperaturas com o auxilio do acido sulfurico, que, ao entrar em

contato com a biomassa, estimula a solubilizagédo da fragao hemiceluldésica em D-
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xilose e outros acucares (146). A proporcdo de acgucares obtida foi de
aproximadamente 1:7:1 de D-glicose, D-xilose e L-arabinose, com concentragao total
de acgucares de 33 g/L. O balango do processo inclui dados de entrada (20 kg de
biomassa de cana, 198,4 kg de agua e 1,8 kg de acido sulfurico) e saidas, que foram
de aproximadamente 8,3 kg de celulignina e 187,21 kg de hidrolisado hemiceluldsico.
Ao final do processo, a mistura foi cuidadosamente filtrada para separar os
componentes liquido e sélido. A perda média do processo foi de 24,70 kg, o que
equivale a 11,23%.

Além disso, foram determinados produtos quimicos téxicos para
microrganismos, incluindo acido acético (3,77 g/L) produzido pela clivagem de grupos
acetil em hemiceluldsicos, 5-hidroximetilfurfural (346,96 mg/L) produzido pela
clivagem de hexoses, furfural (612,33 mg/L) produzidos pela desidratagdo das
pentoses, e fendis totais (1,67 g/L) produzidos pela degradacao da lignina. O efeito
dos inibidores nos processos metabodlicos microbianos € influenciado por uma
variedade de fatores. Em particular, quando o hidrolisado serve como fonte de
carbono, a sua composi¢cdo quimica - incluindo aspectos como concentragao inicial
de acgucares, pH, temperatura e disponibilidade de oxigénio - tem um impacto
significativo na atividade microbiana. No entanto, o fator dominante nesta dindmica é
a natureza unica do proprio microrganismo, caracterizada pelas suas caracteristicas
inerentes e adaptabilidade. Isto ressalta a importancia de uma compreensao profunda
das caracteristicas biologicas e fisioldégicas unicas do microrganismo para uma
avaliacao completa do impacto dos inibidores nas atividades metabdlicas (147).

A Tabela 10 mostra que apds a etapa de destoxificagdo do hidrolisado
hemiceluldsico da biomassa de cana-de-agucar, as concentracdes de acido acético,
5-hidroximetilfurfural, furfural e fendis totais foram reduzidas em 9,81%, 86,26%,
91,92% e 80,82%, respectivamente. Diferentemente do que foi observado no presente
estudo, outros pesquisadores observaram diferentes quantidades de 5-
hidroximetilfurfural (110 mg/L) e furfural (250 mg/L) no hidrolisado hemiceluldsico do
bagaco de cana-de-agucar, com concentracées diminuidas em 63 e 20 %,
respectivamente, apds destoxificagao por processo de evaporagao (148). Nouri et al.
(149) obtiveram maior concentragao de furfural (830 mg/L) e fendlicos (1017 mg/L) no
hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de cana-de-agucar do que no presente estudo,
com redugdes de 66 e 49%, respectivamente, apds a etapa de destoxificagdo. pelo

processo de overliming. Outros produtos quimicos inibitérios encontrados no
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hidrolisado hemicelulésico, como acido galico, acido 2,4-dihidroxibenzdico, acido
cafeico, siringaldeido e acido benzdico, também foram reduzidos apds a etapa de
destoxificacdo, conforme indicado na Tabela 10. Furfural e 5-hidroximetilfurfural (
HMF) sdo os aldeidos furanicos mais comuns encontrados em hidrolisados de
lignocelulose, com toxicidade resultante da inibicdo de enzimas glicoliticas e
fermentativas (incluindo piruvato, acetaldeido e alcool desidrogenases) de maneira
dose-dependente e a formagao de quebras de fita simples de dupla- fita de DNA (150).
Compostos fendlicos, como acidos (acido ferulico, acido vanilico, acido 4-
hidroxibenzdico e acido seringeo), alcoois (guaiacol, catecol e alcool vanilico) e
aldeidos (vanilina, aldeido seringico e 4-hidroxilbenzaldeido), foram principalmente
formado durante a degradagdo da lignina no pré-tratamento de biomassa usando
métodos a base de acido, hidrotérmico, alcalino e oxidativo (151). Esses compostos
fendlicos tém o potencial de prolongar consideravelmente a fase lag enquanto
diminuem a sintese de etanol, acido latico, xilitol e hidrogénio por meio da fermentagao
(152).

As concentragbes de acido acético e furfural encontradas no hidrolisado
indicam que as condicdes de pré-tratamento utilizadas foram favoraveis para
solubilizar os acgucares contidos na fracdo hemicelulésica, causando pouca
degradacao. Visto que, em condigbes acidas tipicas de processos como O pré-
tratamento acido, as pentoses resultantes da hidrolise dos hemicelulésicos sofrem
desidratacdo, formando furfural, enquanto as hexoses sao desidratadas a 5-
hidroximetilfurfural (HMF).O acido acético, que nao é produto da degradacao de
acucares, mas sim resultado da hidrélise dos grupos acetila dos hemiceluldsicos, é

outro acido encontrado nos licores dos tratamentos acidos da biomassa (151).
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Tabela 10. Caracterizacdo quimica do hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-acgucar
obtido pelo pré-tratamento com acido sulfarico diluido e detoxificado.

Componentes . ] Hidrolisado
Hidrolisado .
(gL Destoxificado
D-xilose 26,29 23,5
D-glicose 3,79 3,2
L-arabinose 3,58 3,23
Acido acético 3,77 3,4
Fendis totais 1,67 0,32
5-hidroximetilfurfural 346,96* 47,68*
Furfural 612,33* 49,47*
Acido galico 22,60* 6,97*
Acido 2,4-di-hidroxibenzoico 40,16* 4,29*
Acido cafeico 6,86* 1,28*
Siringaldeido 51,29* 1,33*
Acido benzéico 2,81* 0,74*
(*) mg/L

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

8.2 Avaliagdo da capacidade fermentativa das leveduras do género

Spathaspora em hidrolisado hemicelulésico da biomassa de cana-de-agucar

8.2.1 Fermentagdo em hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-

acucar sem destoxificagcao

O objetivo desta etapa do projeto foi avaliar o perfil fermentativo em hidrolisado
hemiceluldsico de biomassa de cana-de-agucar sem destoxificar para a producao de
xilitol e/ou etanol pelas leveduras Spathaspora boniae, Spathaspora brasiliensis.

Na Tabela 11 pode-se observar que apenas a levedura Spathaspora boniae foi
capaz de apresentar uma boa capacidade fermentativa no hidrolisado sem
destoxificar. A concentragéo de xilitol obtida 8,37 g/L (Yris = 0,348 g/g, Qp = 0,116
g/L.h) foi observada com 0,05 g/L de ureia, 6,1g/L de extrato de levedura, 4,8 g/L de
peptona e 0,11 g/L de sulfato de aménio), sendo a produgao de etanol de 4,15 g/L
(Yris =0,173g/g, Qp = 0,058g/L.h), isso mostra que a levedura foi capaz de resistir aos
compostos inibitérios presentes no hidrolisado. Na condicao de 1,3 g/L de ureia, 6,1g/L
de extrato de levedura, 0,19 g/L de peptona e 0,11 g/L de sulfato de aménio a levedura
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Spathaspora brasiliensis, também, nao foi capaz de produzir etanol e xilitol e teve um
crescimento de 2,05 g/L (Tabela 11). Assim, para essa levedura os experimentos foram
realizados usando o hidrolisado hemicelulésico destoxificado, uma abordagem que
pode contribuir para a redugédo de custos ao exigir menos reagentes e equipamentos

para o processo de destoxificagao.

Tabela 11. Teste de produgao de etanol e xilitol durante a fermentagao do hidrolisado hemicelulésico
de biomassa de cana-de-acgucar sem destoxificar pelas leveduras Spathaspora boniae, Spathaspora

brasiliensis.
Etanol Xilitol
C tracao Concentracédo Massa
Leveduras Yeis Qe once:n ¢ Yeis Qp g ¢ celular
(g/g)  (glLh) Final (9/g)  (g/Lh) Final (g/L)
(g/L) (g/L)
Spathaspora
boniae 0,173 0,058 4,15 0,348 0,116 8,37 6,11
Spathaspora
o 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,05
brasiliensis

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

8.2.2 Estudo da influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na fermentagao
pela levedura Spathaspora boniae UFMG-CM-Y306

A Tabela 12 mostra os resultados obtidos para os 20 experimentos de
fermentacdo realizados com a levedura Spathaspora boniae em hidrolisado
hemicelulésico de biomassa de cana-de-agucar sem destoxificagdo. Inicialmente,
foram realizados 11 experimentos de fermentacdo que correspondem ao
planejamento experimental fracionado 24', sendo verificada curvatura (p<0,05)
significativa no modelo. Deste modo, foram adicionados ao planejamento mais 8
pontos tipo face centrada e um ponto central para que, assim, fosse obtido um
planejamento composto central tipo face centrada com 20 experimentos, como mostra
a Tabela 8.

Na Tabela 12 pode-se observar que a levedura Spathaspora boniae foi capaz
de produzir etanol e xilitol na maioria dos experimentos, com maior destaque para a

producgao de xilitol.
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Tabela 12. Matriz do planejamento composto central 24! para o estudo variaveis independentes:
ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de amoénio, para a produgao de etanol e xilitol a partir de
hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-agucar usando a levedura Spathaspora boniae.

Variaveis independentes Variaveis Respostas
Etanol Xilitol
Yeis Qr Etanol Yps Qr Xilitol

Ureia E.L. Peptona (NH,),SO, C:N*

Experimentos (g/l) (/L) (o) (a/L) (g/g) (glLh) (gll) (glg) (g/Lh) (g/L)
1 0,05 0,23 0,19 0,11 104,67 0,123 0,010 0,74 0,00 0,00 0,00
2 1,3 0,23 0,19 2,9 7,75 0,158 0,018 1,27 0,00 0,00 0,00
3 0,05 6,1 0,19 2,9 7,75 0,473 0,055 3,99 0,330 0,106 7,63
4 1,3 6,1 0,19 0,11 7,75 0,182 0,053 3,82 0,356 0,103 7,44
5 0,05 0,23 4.8 2,9 7,75 0,202 0,032 2,28 0,030 0,005 0,33
6 1,3 0,23 4.8 0,11 7,75 0,211 0,028 2,03 0,033 0,004 0,32
7 0,05 6,1 4.8 0,11 775 0,173 0,058 4,15 0,348 0,116 8,37
8 1,3 6,1 4.8 2,9 403 0,186 0,059 4,25 0,239 0,076 5,47
9 0,7 3,1 2,5 1,5 7,75 0,184 0,061 439 0,275 0,092 6,59
10 0,7 3.1 2,5 1,5 7,75 0,187 0,063 451 0,269 0,090 6,47
11 0,7 3,1 2,5 1,5 7,75 0,190 0,065 4,68 0,262 0,090 6,45
12 0,05 3,1 2,5 1,5 10,09 0,152 0,039 2,83 0,386 0,100 7,20
13 1,3 3,1 2,5 1,5 6,30 0,130 0,046 3,34 0,367 0,131 9,40
14 0,7 0,23 2,5 1,5 10,09 0,200 0,037 2,67 0,078 0,015 1,05
15 0,7 6,1 2,5 1,5 6,30 0,157 0,054 3,86 0,437 0,149 10,74
16 0,7 3.1 0,19 1,5 10,09 0,101 0,049 3,49 0,180 0,086 6,23
17 0,7 3,1 4.8 1,5 6,30 0,154 0,057 410 0,328 0,121 8,71
18 0,7 3.1 2,5 0,11 10,09 0,161 0,053 3,79 0,338 0,111 7,96
19 0,7 3,1 2,5 2,9 6,30 0,171 0,062 444 0,301 0,108 7,81
20 0,7 3.1 2,5 1,5 7,75 0,180 0,065 4,66 0,295 0,106 7,66

(*) Arazao C:N nao faz parte do planejamento experimental como variavel independente.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

A producao de xilitol pela Spathaspora boniae foi positivamente influenciada
pelo aumento da concentracdo de extrato de levedura no hidrolisado hemicelulésico
da biomassa da cana-de-agucar. No experimento 15 (Tabela 12), em que a levedura
apresentou a maior producgao de xilitol de 10,74 g/L (Yris = 0,437 g/g, Qp = 0,149 g/Lh)
com 97,05% de consumo de agucar e produgao de etanol de 3,86 g/L (Yris = 0,157
g/g, Qp = 0,054 g/Lh), o hidrolisado foi suplementado com extrato de levedura no nivel
mais alto e os outros fatores foram ajustados ao nivel 0 (6,1 g/L de extrato de levedura,
0,7 g/L de ureia, 2,5 g/L de peptona e 1,5 g/L de sulfato de amoénio, [C:N = 6]).
Comparando o experimento 14 (1,05 g/L de xilitol, [C:N = 10]) com o experimento 15,
pode-se confirmar que aumentar o extrato de levedura de 0,23 para 6,1 g/L, enquanto
as outras fontes de nitrogénio permanecem fixas no nivel 0, aumenta a producéo de
xilitol em dez vezes (Tabela 12). Esses resultados indicam que o extrato de levedura

tem um efeito significativo na fermentacgao do hidrolisado hemicelulésico de biomassa
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de cana-de-acgucar pela S. boniae. O efeito positivo da adi¢ado de extrato de levedura
ao hidrolisado também foi relatado por Carvalheiro et al. (114), que obtiveram um
aumento no rendimento de xilitol (Yris = 0,57 g/g ) e produtividade (Qe = 0,51 g/Lh)
pela levedura Debaryomyces hansenii ao suplementar o hidrolisado hemiceluldsico
de grao de cerveja sem destoxificagdo com 6 g/L de extrato de levedura, em
fermentacao realizada em um frasco Erlenmeyer com volume final de 50 mL a 30°C e
150 rpm. Outro estudo encontrou que o extrato de levedura teve um efeito positivo ao
cultivar Candida tropicalis em hidrolisado de bagago de cana-de-agucar sem
destoxificacdo com extrato de levedura (1,7 g/L) e (NH4)2SO4 (0,4 g/L) em frascos
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio a 30°C, com concentragao de xilitol
e bioconversdo de D-xilose em xilitol de 6,8 g/L e 0,36 g/g , respectivamente (153). E
importante notar que nado ha relato sobre a capacidade fermentativa da levedura
Spathaspora boniae em hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-agucar
sem destoxificagdo. Em fermentacdes realizadas em meio sintético (1% extrato de
levedura, 2% peptona) contendo D-xilose (30-40 g/L), D-D-glicose (30-40 g/L), a
conversao de D-xilose em xilitol foi de 0,46 g/g , com um acumulo de 12,6 g/L para a
levedura S. boniae (67). O valor de conversao obtido neste estudo foi semelhante ao
valor obtido no trabalho atual com a levedura em hidrolisado hemicelulésico de
biomassa de cana-de-agucar sem destoxificagdo, indicando que a levedura é capaz
de manter caracteristicas de bioconversdo em xilitol mesmo na presenca de
compostos inibitérios presentes no hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-
de-acucar. Soares et al. (154) investigaram os efeitos sinérgicos de inibidores em
Spathaspora passalidarum e relataram que acido acético (1,5 g/L), furfural (0,5 g/L) e
5-HMF (0,5 g/L) inibiram significativamente o crescimento celular, consumo de D-
xilose e producgao de etanol.

Como mostrado na Tabela 12, todas as fontes de nitrogénio estavam nos niveis
mais altos no experimento 8 (1,3 g/L de ureia, 6,1 g/L de extrato de levedura, 4,8 g/L
de peptona e 2,9 g/L de sulfato de amoénio). Assim, a levedura consumiu 99,3% dos
agucares neste experimento, produzindo 5,47 g/L de xilitol e 4,25 g/L de etanol,
indicando que, quando o nitrogénio esta mais disponivel (C:N = 4) no hidrolisado
hemiceluldsico de biomassa de cana-de-agucar, xilitol e etanol sdo produzidos como
coprodutos, uma vez que as concentragdes de ambos possuem valores proximos.

Nos experimentos realizados com as menores concentragdes de extrato de

levedura (0,23 g/L; Experimentos 1, 2, 5, 6 e 14 — Tabela 12) observou-se o menor
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consumo de agucares (abaixo de 50 %), bem como menor formacéo de xilitol (0 — 1,05
g/L) e etanol (0,64 — 2,67 g/L).

O menor consumo dos agucares D-glicose e D-xilose (22,66%) pela S. boniae
foi observado no experimento 1, quando todas as fontes de nitrogénio estavam nas
suas concentragdes mais baixas (0,05 g/L de ureia, 0,23 g/L de extrato de levedura,
0,19 g/L de peptona, 0,11 g/L de sulfato de ambnio, [C:N = 104]), resultando em baixo
crescimento celular (3,21 g/L) e nenhuma producgao de xilitol ou etanol pela levedura.
O experimento 2, com as maiores concentragdes de ureia e sulfato de amoénio e as
menores concentragdes de extrato de levedura e peptona (C:N = 8), ndo favoreceu a
producao de xilitol e etanol, mas o crescimento celular (4,86 g/L) foi aumentado,
indicando que ureia e sulfato de amdnio foram insuficientes para S. boniae produzir
etanol e xilitol. Outras pesquisas mostraram que a suplementacdo do hidrolisado
hemiceluldsico de palha de cana-de-agucar com apenas uma fonte de nitrogénio
inorganico, como sulfato de aménio (2 g/L), ndo foi suficiente para aumentar a
producéo de xilitol por Candida guilliermondii (155).

O desempenho fermentativo da S. boniae no hidrolisado hemiceluldsico de
biomassa de cana-de-agucar (experimento 15) também pode ser observado na Figura
10. O consumo de D-glicose foi favorecido durante as primeiras 48 horas de
fermentagao, enquanto a maior quantidade de D-xilose foi consumida apés 48 horas,
0 que resultou em um aumento na produgao de xilitol. Este resultado sugere que a
presencga de D-glicose pode inibir ou atrasar o consumo de D-xilose por S. boniae.
Este efeito foi estudado na espécie Spathaspora passalidarum, e a presenca de D-
glicose inibiu o consumo de D-xilose (156). Outro estudo indicou que a presenga de
D-glicose pode afetar o metabolismo de D-xilose em S. passalidarum ocupando
transportadores e prevenindo a difusao facilitada de D-xilose, que provavelmente é o

unico tipo de transporte de D-xilose sob condigdes anaerdbicas (73).
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Figura 9. Crescimento celular, consumo de xilose e glicose, producao de etanol e xilitol durante a
fermentacéo do hidrolisado hemicelulésico de biomassa da cana-de-acUcar pela levedura
Spathaspora boniae de acordo com planejamento composto central (Tabela 12) para o estudo das
variaveis independentes ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de aménio, experimentos 1 ao

8.



20

Xilose e Glicose (g/L)

Experimento 9

—@— Glicose —e— Xilose —y— Células —e— Etanol —a— Xilitol

25

—_— 1553
w =

—_
(=]

Xilitol, Etanol e Células (g/L)

0 24 Tempo (h) 48

Experimento 11

—B—Glicose —®—Xilose —#—Células —*— Etanol —&— Xilitol

20

Xilose e Glicose (g/L)

25

Xilose e Glicose (g/L)

25

—_ 1553
w =]

S
Xilitol, Etanol e Cé¢lulas (g/L)

24 Tempo (h) 48

Experimento 13

~—Glicose —®—Xilose —%— Células —*— Etanol

—&—Xilitol

25

—_ —_ )
S [ S

Xilitol, Etanol e Células (g/L)

—
w

]
40

0 24 Tempo (h) 48

Experimento 15

72

—#—Glicose —@— Xilose —¥—Células —e—Etanol —&— Xilitol

25

Xilose e Glicose (g/L)

N

25

[
=]

Xilitol, Etanol e Células (g/L)

w

=}

0 24 Tempo (h) 48

Xilose e Glicose (g/L)

Xilose e Glicose (g/L)

Xilose e Glicose (g/L)

Experimento 10
—m— Glicose —e— Xilose —x— Células

82

—eo— Etanol —a— Xilitol

20 25
18
16 20 g)
=) Nt
Ea E
212 15 LT)?
210
5 <
e 8 10 g
g6 =
o
= 4 5 =
5 >
0 0

0 24 Tempo (h) 48

Exprimento 12

—#— Glicose —@— Xilose —¥— Células —— Etanol —&— Xilitol

25

25
202
&
p
s
15 2
S
[}
10 2
&
2
5 =
=
x 0
0 24 Tempo (h) 48 72

Experimento 14

—#— Glicose —@— Xilose —¥— Células —— Etanol —&— Xilitol

30

25 k

20 |

25

—_ )
[ S

S
Xilitol, Etanol e Células (g/L)

0 24 Tempo (h) 48

Experimento 16
——Glicose —®— Xilose —#— Células

5t 25
A
0 & * 0

72

—*— Etanol —#&— Xilitol

30

25

25

1
—_— 158
W =

[=}

Xilitol, Etanol e Células (g/L)

0 24 Tempo (h) 48

Figura 10. Crescimento celular, consumo de xilose e glicose, producéo de etanol e xilitol durante a
fermentacéo do hidrolisado hemicelulésico de biomassa da cana-de-acUcar pela levedura
Spathaspora boniae de acordo com planejamento composto central (Tabela 12) para o estudo das
variaveis independentes ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de aménio, experimentos 9 ao

16.
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Figura 11. Crescimento celular, consumo de xilose e glicose, producéo de etanol e xilitol durante a
fermentacéo do hidrolisado hemicelulésico de biomassa da cana-de-acguUcar pela levedura
Spathaspora boniae de acordo com planejamento composto central (Tabela 12) para o estudo das
variaveis independentes ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de aménio, experimentos 17 ao
20.

Em relacdo aos demais acucares presentes no hidrolisado € importante
destacar que a Spathaspora boniae pode assimilar a L-arabinose. O maximo consumo
de L-arabinose observado foi de 60% obtido no experimento 8. O uso da L-arabinose
poderia estar associado a enzima D-xilose redutase, que pode converter a L-
arabinose em arabitol (XR) (157). No entanto, o arabitol ndo foi quantificado no
presente trabalho. Além disso, ndo foi observado o consumo de celobiose pela
levedura, as concentragdes permaneceram constantes ao longo dos experimentos de
fermentacdo (dados nao apresentados). Também foi verificado que a Spathaspora
boniae foi capaz de assimilar acido acético presente no hidrolisado, resultando em um
aumento do pH do meio de fermentagédo, como mostra a Figura 12. Possivelmente, a
quantidade de acido acético presente no meio nao interferiu na formagao de xilitol pela
levedura Spathaspora boniae. A levedura Candida guilliermondii em hidrolisado
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hemiceluldsico contendo D-xilose (30 g/L), (NH4)2S04 (2 g/L), CaCl2-2H20 (0,1 g/L) e
extrato de farelo de arroz (20 g/L) com 4 g/L de acido acético (pH 5,0) ndo teve seu
metabolismo afetado significativamente havendo a assimilagcdo de D-xilose e a
formacao de xilitol (48).

Como pode ser observado na Tabela 12, a razdo C/N, também, foi um
parametro avaliado na producéao de etanol e xilitol pela levedura Spathaspora boniae.
Na Tabela apresentada, foram utilizadas 5 razées C/N distintas que variam de valores
elevados, como 104,67, até proporcdes mais moderadas, 7,75. Estas variagdes
refletem diferentes niveis de disponibilidade de nitrogénio para o microrganismo.

No experimento 1 foi utilizada a maior razdo C/N de 104,67, ou seja, possui a
menor quantidade de nitrogénio. Esse experimento resultou no menor crescimento
celular, ndo foi obtida a producéao de xilitol e apresentou uma baixa producao de etanol.
Isso mostra que para a levedura Spathaspora boniae em baixa quantidade de
nitrogénio (C/N = 104,67) nao favorece o crescimento e, consequentemente, a
producao de etanol e xilitol. O mesmo comportamento foi observado por Junnior et al.
(158), que ao aumentar a razdo C/N levou a uma diminui¢cdo na taxa de crescimento
especifica da levedura Rhodotorula toruloides.

A razao C/N que favoreceu a maxima producao de etanol foi observada nos
experimentos que correspondem ao ponto central do planejamento experimental
(Experimentos 9,10, 11 e 20). Nesses experimentos foi utilizada a razdo C/N de 7,75
e observa-se um rendimento em termos de Ypis de etanol (0,180-0,190) e uma
produtividade (QP) maior de etanol (0,061-0,065). Diminuir a razdo C/N para valor
mais equilibrado entre as fontes de nitrogénio favoreceu a producao de etanol pela
levedura Spthaspora boniae.

Embora a razdo C/N de 7,75 tenha sido utilizada em outros experimentos, as
concentracdes das fontes de nitrogénio variaram. Isso evidencia que tanto o tipo
quanto a quantidade de nitrogénio sao fatores determinantes para a producao de
etanol por S. boniae. Como pode ser observado no experimento 2 que utilizou a razédo
de 7,75 com maiores quantidades de ureia e sulfato de amdnio e menores quantidades
de extrato de levedura e peptona, foi obtido uma menor producao de etanol 1,27 g/L.

A produgéao de xilitol é favorecida em condigdo com uma razao C/N diferente
daquela ideal para o etanol. Nos experimentos 13 e 15, observa-se que uma proporg¢ao
mais alta de nitrogénio (C/N em torno de 6,30) resultou em uma maior produgao de

xilitol (Yr/s de 0,367 e 0,437 g/g), indicando que a suplementagéo de nitrogénio em
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quantidades moderadas pode aumentar significativamente a producgéao de xilitol. Assim
como a producao de etanol, para o xilitol o tipo de nitrogénio e a quantidade
influenciam na producédo. Como pode ser observado no experimento 17 foi obtido 8,71
g/L de xilitol (Yr/s de 0,328 g/g) e também foi utilizado uma razdo de 6,30. O trabalho
realizado por Silva et al. (159) investigou a formacgao de xilitol pela levedura Candida
guilliermondii em meios contendo diferentes fontes de nitrogénio. As fontes de
nitrogénio utilizadas no estudo para manter a razdo C/N em 25,6 foram sulfato de
amoénio ((NH,),SO,), cloreto de aménio (NH,CI) e ureia. O artigo relata que,
independentemente do tipo de fonte de nitrogénio empregada, a produgao de xilitol foi
eficiente (Y ris =0,71 — 0,74 g/g). Além disso, os autores concluem que a adequagéao
da fonte de nitrogénio para a producdo de xilitol varia conforme a espécie de
microrganismo utilizada.

A partir desses resultados, pode-se destacar que S. boniae foi capaz de
assimilar acucares do hidrolisado hemiceluldsico de biomassa de cana-de-acucar nao
destoxificado e converter agucares em xilitol como produto principal e etanol como
subproduto, mostrando que S. boniae é resistente aos compostos inibitdrios
encontrados no hidrolisado, como furfural e &cido acético. Acidos organicos,
furfuraldeido e compostos fendlicos liberados durante o pré-tratamento de biomassa
hemiceluldsica podem inibir o metabolismo microbiano dependendo da concentracgao,
danificando membranas celulares, diminuindo o pH intracelular e inibindo enzimas
metabdlicas centrais, resultando em uma fase lag prolongada, taxas de fermentagao
reduzidas (consumo de acgucar e formagdo de produtos) e tolerancia reduzida a

concentracao de etanol, entre outros efeitos (160).
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Figura 12. Consumo de L-arabinose e acido acético e pH para a levedura Spathaspora boniae em
hidrolisado hemiceluldsico de biomassa de cana-de-acglcar - Experimento 15 (6,1 g/L de extrato de
levedura, 0,7 g/L de ureia, 2,5 g/L de peptona e 1,5 g/L de sulfato de amdnio).

8.2.3 Estudo da influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na fermentagao

pela levedura Spathaspora brasiliensis UFMG-HMD19.3

Os niveis de ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de aménio, assim
como as respostas avaliadas estdo apresentados na Tabela 13. Ao todo foram
realizados 20 experimentos de fermentagdao com a levedura Spathaspora brasiliensis
em hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana-de-agucar destoxificado.
Inicialmente, foram realizados 11 experimentos de fermentagado que correspondem ao
planejamento experimental fracionado 24', sendo verificada curvatura (p<0,05)
significativa no modelo. Deste modo, foram adicionados ao planejamento mais 8
pontos tipo face centrada e um ponto central para que, assim, fosse obtido um
planejamento composto central tipo face centrada com 20 experimentos, como mostra
a Tabela 13.

A levedura Spathaspora brasiliensis apresentou maior capacidade para a
producao de xilitol, em todas as condi¢cbes avaliadas, com o etanol sendo produzido
como um subproduto do metabolismo, em funcédo das diferengas nas concentracoes
das fontes de nitrogénio. De modo geral, a formacao de etanol foi baixa, com a maior
concentragdo de etanol de 3,29 g/L (Experimento 10 — Tabela 13). Além disso, é

importante destacar que a levedura Spathaspora brasiliensis necessitou da etapa de
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de crescer em hidrolisado nao destoxificado ao longo de 72 horas de fermentacgao.

No experimento 3 (Tabela 13), S. brasiliensis apresentou produgdo maxima de
xilitol 10,62 g/L (Yers = 0,475 g/g, Qp = 0,147 g/Lh) quando o hidrolisado foi
suplementado com ureia 0,05 g/L e extrato de levedura 6,1 g/L, peptona 0,19 g/L e
sulfato de aménio 2,9 g/L (relagdo C:N = 8), resultando em produc¢ao de etanol de 2,92
g/L (Yeis = 0,115 g/g, QP = 0,040 g/Lh). Este resultado sugere que concentragdes

aumentadas de extrato de levedura (6,1 g/L) e sulfato de aménio (2,9 g/L) tém efeito

positivo na producéao de xilitol por Spathaspora brasiliensis.

Tabela 13. Matriz de planejamento composto central 241 para o estudo variaveis independentes:
ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de amonio para a producéo de etanol e xilitol a partir de
hidrolisado hemiceluldsico de biomassa de cana-de-acUcar pela levedura Spathaspora brasiliensis.

Variaveis independentes

Variaveis Respostas

Experimentos  Ureia E.L Peptona (NH,),SO, C:N* Etanol Xilitol

L) (g/L) (g/L) (g/L) Yris Qp Etanol  Yps Qp Xilitol

(9/g) (g/Lh)  (g/L) (g9/g) (g/Lh) (g/L)

1 0,05 0,23 0,19 0,11 104,67 0,077 0,023 165 0,135 0,034 244
2 1,3 0,23 0,19 2,9 775 0,109 0034 248 0421 0115 825
3 0,05 6,1 0,19 2,9 775 0115 0,040 292 0475 0,147 10,62
4 1,3 6,1 0,19 0,11 7,75 0054 0019 1,40 0387 0,122 8,81
5 0,05 0,23 4,8 2,9 775 0062 0021 155 0399 0,120 8,65
6 1,3 0,23 4.8 0,11 7,75 0063 0024 1,70 0,342 0112 8,09
7 0,05 6,1 4.8 0,11 7,75 0053 0020 141 0451 0,147 10,58
8 1,3 6,1 4,8 2,9 403 0,096 0029 209 0494 0,029 934
9 07 31 2,5 1,5 7,75 0,092 0029 211 0393 0,102 7,31
10 07 31 25 1,5 775 0,153 0046 329 0416 0,105 7,53
11 07 31 25 1,5 7,75 0055 0017 122 0,368 0,098 7,04
12 0,05 3,1 2,5 1,5 10,09 0,101 0,035 2551 0339 0,103 7,43
13 1,3 3,1 2,5 1,5 6,30 0,093 0037 268 0328 0114 818
14 07 023 25 1,5 10,09 0,104 0,036 2,63 0,204 0,057 4,12
15 07 6,1 25 1,5 6,30 0,120 0,042 3,04 0354 0111 7,96
16 07 3,1 0,19 1,5 10,09 0,129 0,044 316 0327 0,098 7,05
17 07 3,1 4,8 1,5 6,30 0,096 0034 242 0437 0,135 9,69
18 07 31 25 0,11 10,09 0,119 0,041 294 0363 0,105 7,59
19 07 31 25 2,9 6,30 0,121 0,039 281 0407 0111 7,99
20 07 3,1 2,5 1,5 775 0,122 0036 257 0405 0,102 7,35

(*) Arazéo C:N nao faz parte do planejamento experimental como variavel independente.
Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

No experimento 1, realizado com a menor quantidade de nitrogénio (0,05 g/L
de ureia, 0,23 g/L de extrato de levedura, 0,19 g/L de peptona, 0,11 g/L de sulfato de

amonio), observou-se o menor consumo de agucares (79,60 %), baixa formacéo de
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xilitol 2,44 g/L (Yris = 0,135 g/g, Qp = 0,034 g/Lh), sendo a formacéo de células 7,04
g/L. Este comportamento mostra que mesmo em baixa quantidade de nitrogénio (C:N
= 104) a levedura foi capaz de assimilar os agucares (acima de 50%), favorecendo o
crescimento celular com uma baixa produgéo de xilitol.

Além disso, no experimento 8 quando todas as fontes de nitrogénio estavam
no nivel superior (1,3 g/L de ureia, 6,1 de extrato de levedura, 4,8 g/L peptona e 2,9
g/L sulfato de amoénio) foram obtidos 9,34 g/L de xilitol (Yrs = 0.494 g/g, Qp = 0.029
g/Lh), o que representa um aumento de aproximadamente 4 vezes em relagdo ao
experimento 1, porém, menor que a produgcdao maxima (experimento 3). Esses
resultados sugerem que uma maior disponibilidade de fontes de nitrogénio no meio
favorece a producao de xilitol. No entanto, esse aumento ndo necessariamente resulta
em uma produgao maxima de xilitol, indicando que ha um ponto de equilibrio entre a
concentragcéo de nitrogénio e as condi¢des ideais para a produgao de xilitol.

Além disso, nos experimentos 12 ao 19 que correspondem aos pontos de face
centrada do planejamento composto central é possivel analisar o efeito de cada
variavel quando muda do nivel inferior (-1) para o nivel superior (+1), Tabela 9. Nesse
sentido, verifica-se que todas as variaveis apresentam influéncia positiva para a
formagao de xilitol quando passam para o nivel superior. Isto significa que todas as
fontes de nitrogénio sdo capazes de favorecer a formacgao de xilitol pela levedura
Spathaspora brasiliensis.

E importante enfatizar que ndo foram encontrados dados na literatura sobre o
crescimento de Spathaspora brasiliensis em hidrolisado hemiceluldsico de biomassa
de cana-de-agucar, ha apenas um estudo inicial em meio sintético para avaliagao da
capacidade dessa levedura em consumir D-glicose e D-xilose em meio sintético Yr/x
(1% de extrato de levedura e 2% de peptona e 2% de D-xilose) que indicou que a S.
brasiliensis nao era capaz de consumir D-xilose em condi¢cdes anaerdbica apenas em
condi¢des aerdbica, com um consumo de D-xilose proximo de 100% (66). A cepa
Spathaspora brasiliensis UFMG CMY353T, cultivada em meio sintético (10 g/L de
extrato de levedura, 20 g/L de peptona) com D-xilose (40-50 g/L), alcangou uma
conversao de D-xilose de 0,47 g/g e um acumulo de xilitol de 11,9 g/L (65). A taxa de
conversdo de D-xilose para xilitol relatada por esses autores foi semelhante a
encontrada no hidrolisado hemiceluldsico no presente trabalho, utilizando a cepa
Spathaspora brasiliensis UFMG-HMD19.3, demonstrando que diferentes cepas tém

propriedades comparaveis de conversao para xilitol.
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Estudos com diferentes leveduras fermentadoras de D-xilose em frascos
agitados sob condi¢gdes comparaveis produziram resultados semelhantes e superiores
aos obtidos no estudo atual com S. brasiliensis; no entanto, tais estudos ndo avaliaram
a influéncia das fontes de nitrogénio, embora as utilizassem. Trichez et al. (161)
avaliaram a producdo de xilitol pela Spathaspora sp. JA1 em hidrolisado
hemiceluldsico da biomassa de cana-de-agucar contendo 40 g/L D-xilose, 2 g/L YNB
(Nitrogénio Levedura Base), ureia (4 g/L), D-glicose (8 g/L) e reportaram produgéo e
bioconversédo de D-xilose em xilitol de 22,62 g/L e Yrss 0,58 g/g, respectivamente. A
levedura Candida guilliermondii cultivada em hidrolisado hemicelulésico da palha de
cana-de-agucar suplementado com extrato de farelo de arroz (20,0 g/L), (NH4)2SO4
(2,0 g/L) e CaCl2.2H20 (0,1 g/L) resultou em uma concentragéo de xilitol de 16,20 g/L
e o rendimento de 0,47 g/g (155), embora a concentragao final obtida foi maior que a
maxima concentragao do presente trabalho o rendimento obtido pelos autores foram
muito semelhante ao resultado obtido pela S. brasiliensis. Em outro estudo, o extrato
de levedura foi utilizado no meio fermentativo com Candida tropicalis cultivada em
hidrolisado hemicelulésico desintoxicado de bagago de cana-de-agucar,
suplementado com 10 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de KH2PO4 e 0,4 g/L de
MgSOa4-7H20, resultando em uma concentracao de xilitol de 19,3 g/L e um rendimento
de 0,55 g/g, superior ao alcangado no presente trabalho (162). As leveduras do género
Spathaspora em meio YPX (extrato de levedura, 10 g/L; peptona, 20 g/L; D-D-xilose,
40-50 g/L) tém diferentes habilidades para converter D-xilose em xilitol, apresentando
resultados inferiores e superiores aos obtidos no estudo atual utilizando a levedura
Spathaspora brasiliensis. Sp. xylofermentans UFMGCMY478T produziu 24,4 g/L de
xilitol e um rendimento de 0,51 g/g, enquanto Sp. arborariae UFMGCMY352T produziu
9,0 g/L e um rendimento de 0,18 g/g (65).

A Figura 13 mostra o perfil fermentativo da S. brasiliensis no hidrolisado
hemiceluldsico de biomassa de cana-de-agucar nas condigcdes do experimento 3. A
levedura consumiu D-glicose e D-xilose ao mesmo tempo, sendo a D-glicose
totalmente consumida em 24 horas e a D-xilose consumida ao final de 72 horas, o que
aparentemente pode indicar que a concentracdo de D-glicose n&o resultou em
crescimento diauxico ou supressao catabodlica de carbono em S. brasiliensis. Porém,
apo6s 48 horas de fermentagéo, observou-se que 10% do xilitol foi consumido devido

ao esgotamento dos agucares.
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A Spathaspora brasiliensis também foi capaz de assimilar a L-arabinose
presente no hidrolisado. No experimento 3, a levedura consumiu toda a L-arabinose
presente no meio, como mostra a Figura 15. Como ja observado para S. boniae, a
celobiose também nao foi consumida pela S. brasilienis. O acido acético presente no
meio foi totalmente assimilado, como pode ser observado na Figura 15, resultando em
um aumento do pH do meio.

A relacdao C/N é um fator importante na producédo de etanol e xilitol, pois
influéncia diretamente o metabolismo da levedura, afetando a via fermentativa.
Observando os dados da Tabela 13, é possivel verificar que valor mais elevado da
razao C/N, como no experimento 1 (C/N = 104,67), favoreceu a producao de xilitol
(2,44 g/L), enquanto a producdo de etanol foi menor (1,65 g/L). No entanto, esse
experimento foi o que apresentou as menores produgdes de xilitol e etanol, assim
como a menor taxa de crescimento, como pode ser observado na Figura 12. Isso
ocorre porque uma alta relagdo C/N implica em uma limitacdo de nitrogénio, o que
geralmente desfavorece o crescimento da levedura e consequentemente a produgéo
de etanol e xilitol. Por outro lado, experimentos com uma relagédo C/N mais baixa (6,30
e 10,09), como os experimentos 15 e 16, resultaram em uma maior producao de
etanol, variando de 3,04 g/L (experimento 15) a 3,16 g/L (experimento 16). Nestes
experimentos, a produgao de xilitol também foi significativa, sugerindo que uma
relagdo mais balanceada entre carbono e nitrogénio favorece a coprodugédo de ambos
os metabdlitos, com maior énfase no xilitol.

Em relagdo a producgao de xilitol, a razdo C/N de 7,75 mostrou-se a mais
adequada para a levedura Spathaspora brasiliensis. O experimento 3 destacou-se
com a maior produc¢ao de xilitol, atingindo 10,62 g/L nessa condi¢ao (Yeis = 0,475 g/qg,
Qp = 0,147 g/Lh). As concentrag¢des de nitrogénio utilizadas foram 0,05 g/L de ureia,
6,1 g/L de extrato de levedura, 2,9 g/L de sulfato de aménio ((NH,) ,SO,) e 0,19 g/L
de peptona. O equilibrio entre essas fontes sugere ter criado uma condigéo propicia
para o redirecionamento da producado de xilitol. Além disso, a razdo C/N de 7,75
parece ter evitado o acumulo excessivo de nitrogénio, o que poderia desviar os fluxos
metabdlicos para o crescimento celular e a produgao de etanol.

Esse efeito é evidente quando comparado ao experimento 8, que apresentou a
menor razdo C/N (4,03), com todas as fontes de nitrogénio em niveis elevados. Nesse
caso, houve uma menor produgao de xilitol e um aumento significativo na biomassa

celular (~10 g/L) em relacédo ao experimento 3, indicando um desvio metabdlico mais
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voltado para o crescimento. Portanto, o balangco entre as diferentes fontes de
nitrogénio e a razao C/N de 7,75 foram fundamentais para favorecer a rota metabdlica

de producéo de xilitol.
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Figura 13. Crescimento celular, consumo de xilose e glicose, producdo de etanol e xilitol durante a
fermentacgéo do hidrolisado hemicelulésico de biomassa da cana-de-agucar pela levedura
Spathaspora brasiliesis de acordo com planejamento composto central para o estudo das variaveis
independentes ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de ambnio, experimentos 1 ao 8.
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Figura 14. Crescimento celular, consumo de xilose e glicose, producdo de etanol e xilitol durante a
fermentacéo do hidrolisado hemicelulésico de biomassa da cana-de-acUcar pela levedura
Spathaspora brasiliesis de acordo com planejamento composto central para o estudo das variaveis
independentes ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de amdnio, experimentos 9 ao 16.
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Figura 15. Crescimento celular, consumo de xilose e glicose, producdo de etanol e xilitol durante a
fermentacéo do hidrolisado hemicelulésico de biomassa da cana-de-acUcar pela levedura
Spathaspora brasiliesis de acordo com planejamento composto central para o estudo das variaveis
independentes ureia, extrato de levedura, peptona e sulfato de ambnio, experimentos 17 ao 20.
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Figura 16. Consumo de L-arabinose e acido acético e pH para a levedura Spathaspora brasiliensis
em hidrolisado hemicelulésico de biomassa de cana de aglcar - Experimento 3 (Tabela 13).
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8.3 Otimizacao das fontes de nitrogénio para maximizagao da produgao de

xilitol pelas leveduras Spathaspora boniae e Spathaspora brasiliensis.

8.3.1 Analise dos resultados para a variavel resposta producao de xilitol

Para entender melhor a influéncia de cada variavel e determinar o modelo
matematico e as condi¢des 6timas para S. boniae e S. brasiliensis, a variavel resposta
de produgéao de xilitol (g/L) foi considerada como variavel resposta no planejamento
composto central tipo face centrada.

Para S. boniae, o grafico de Pareto (Figura 17) mostra que o extrato de levedura
e a peptona apresentaram efeito significativo sobre resposta de producgao de xilitol
(g/L). Assim como na analise da Tabela 12 que mostra a matriz de planejamento com
os resultados obtidos de cada experimento, a analise estatistica da significancia dos
efeitos verificou que o extrato de levedura tem maior influéncia seguido da peptona

para a producéao de xilitol por esta levedura.

(2)Extrato de levedura(L) . 27,72219
Extrato de levedura(Q) -9,97244
Peptona(Q) -3,85823

Sulfato de amdnio(Q) -2,3149
(4)Sulfato de amdnio(L) -2,07484
(3)Peptona(L) 1,383841

Ureia(Q) -,790017

(1)Ureia(L) -,668332

p=,05

Figura 17. Gréfico de Pareto, estimativa dos efeitos (ao nivel de 95% de confian¢a) da variavel
resposta concentracgédo de xilitol (g/L) de acordo com o Planejamento composto central 241,
Spathaspora boniae.

Para S. brasiliensis a analise do grafico de Pareto (Figura 18) indicou que todas
as variaveis tiveram influéncia significativa para a produgao de xilitol. As variaveis

apresentaram a seguinte ordem de importancia: extrato de levedura, sulfato de
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amoénio, ureia e peptona e as interagdes entre extrato de levedura e sulfato de aménio,

ureia e peptona, ureia e sulfato de aménio e extrato de levedura e peptona.

(2)Extrato de levedura(L) !22,43
(4)Sulfato de aménio(L) 13,24247 ]
(3)Peptona(lL) 12,5941
Extrato de levedura(Q) -9,60787
Peptona(Q) 19,226706
1Lby4L -5,36837
2Lby3L 15,269344
(1)Ureia(L) 5133478
Ureia(Q) 14,830244
Sulfato de aménio(Q) ‘4,57616
2Lby4l -4,56708
1Lby3L 4,464945
3Lby4L -1,75104
iby2l | 1477087
p=,05

Figura 18. Grafico de Pareto, estimativa dos efeitos (ao nivel de 95% de confianca) da variavel
resposta concentragdo de xilitol (g/L) de acordo com o Planejamento composto central 241,
Spathaspora brasiliensis.

As Tabelas 14 e 15 apresentam os resultados da analise de variancia do modelo
de regressao (ANOVA) para a resposta de producao de xilitol (g/L) com o coeficiente
de correlagdo para S. boniae (R? = 0,9432, R?%q = 0,9022) e S. brasiliensis (R? =
0,9978, R2?aq; = 0,9917), indicando que cada modelo pode explicar 94,32 e 99,45% da
variabilidade da resposta, respectivamente. Além disso, os modelos propostos foram
significativos, e o teste de falta de ajuste nao foi estatisticamente significativo (p-valor

>0,05), indicando a capacidade do modelo ajustado em predizer a resposta.

Tabela 14. Andlise de varidncia da regressao para o modelo da producao de xilitol (g/L), Spathaspora

boniae.
Fonte de variagao SQ GL MQ F Calculado p-Valor Teste
Regressao 222,9985 8 27,8748 22,9275 0,0000082222 Significativo
Residuos 13,3736 11 1,2158
Falta de ajuste 12,8116 8 1,6014 8,5491 0,0524 N&o Significativo
Erro Puro 0,5620 3 01873

Total 236,3720 19
R? = 0,9432, R%q = 0,9022

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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Tabela 15. Andlise de varidncia da regressao para o modelo da producao de xilitol (g/L), Spathaspora

brasiliensis.
Fonte de variacéo SQ GL MQ F Calculado p-Valor Teste
Regresséao 69,84850 14 4,9892 164,0518 0,0000108630  Significativo
Residuos 0,15206 5 0,0304
Falta de ajuste 0,03081 2 0,0154 0,3811 0,7121 N&o Significativo
Erro Puro 0,12126 3 0,0404

Total 70,00056 19

R? = 0,9978, R2qj = 0,9917
Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

A analise de regressao foi utilizada para ajustar a funcao resposta de producao
de xilitol (g/L) com os dados experimentais, que sao representados por equacgdes
polinomiais de segunda ordem para S. boniae (Eq. 8) e S. brasiliensis (Eq. 9). As
Figuras 19 e 20 mostram os valores preditos pelo modelo em fun¢do dos observados,
indicando uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo
modelo pelas leveduras Spathaspora boniae e Spathaspora brasiliensis,

respectivamente.

Xilitol (g L™*) = —0.89 + 0.60 X x1 — 0.55 X x1% + 3,28 x x2 — 0.31 X x22 + 1.07 X x3 — 0.20 X x3% + 0.77 X x4 — 0.32 X x4? (8)

Xilitol (g L) = 219 —1.01 X x1 + 1.56 X x12 — 2.12 X x2 — 0.14 X x22 — 26.73 X x3 + 0.22 X x3% + 53.31 X x4 + 0.30 X x4? 4+ 2.83 X

x1 X x24+19.70 x x1 X x3 —38.97 X x1 X x4+ 4.93 X x2 X x3 —7.09 X x2 X x4 — 191 X x3 X x4 (9)

Valores Preditos

2 0 2 4 6 8 10 12
Valores Observados

Figura 19. Valores preditos em fung¢édo dos observados em relagéo a produgéo de xilitol pela
levedura Spathaspora boniae.



98

12

11t

10 p

Valores Preditos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Valores Observados
Figura 20 Valores preditos em fungédo dos observados em relagéo a producgio de xilitol pela

levedura Spathaspora brasiliensis.

Os graficos de superficie de resposta mostram que para S. boniae (Figura 21a)
0 aumento da concentragdo do extrato de levedura até valores préximos a 6 g/L
favorece a producdo de xilitol (g/L) quando a peptona esta préxima do nivel zero
(valores entre 2 e 3 g/L) e ndo estimula a producao de xilitol quando a peptona esta
no nivel superior (+1) ou no nivel inferior (-1).

No entanto, para S. brasiliensis (Figura 22a), o aumento da concentragao do
extrato de levedura até valores proximos a 6 g/L apresenta influéncia positiva sobre a
producao de xilitol (g/L) quando a ureia esta no nivel superior (1,3 g/L) e negativa

quando a ureia esta no nivel inferior.



99

b)
z z
g ’o;
2 2
[+ [
Q‘&
— —p
<7 c <8
= =
<3 <7
B <1 B <65
c) d)
%
g 2
= ~
z z
5 -
g
<
% s
[ ] <3
M <s <6
[ 1<75 C1<4
B <7 B <2
Il <65 <o
e) f)
12
40
% 8
:: :
A z
o h'\
B s 2 s
5 s S <38
O,‘),‘ o o \',ﬂ'bo -<8 -<7:5
” < <6 : <7
= =5
<2 <6
<o B <55

Figura 21 Superficie de resposta para a producéo de xilitol em fungéo das variaveis independentes
ureia, extrato de levedura e peptona e sulfato de aménio para a levedura S. boniae.
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a)

Figura 22 Gréfico de Superficie de resposta para a producéo de xilitol em funcéo das
variaveis independentes extrato de levedura e peptona para a levedura S. brasiliensis.
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A funcédo desejabilidade, que estima a melhor combinagdo de fatores que
resulte na melhor resposta possivel dentro da regido estudada previu que as maiores
producgdes de xilitol para as leveduras Spathaspora boniae e Spathaspora brasiliensis
sdo 9,72 g/L e 10,63 g/L, respectivamente, como pode ser observado nas Figuras 23
e 24. Como resultado, as concentragdes oOtimas das variaveis para Spathaspora
boniae foram estimadas em 0,58 g/L de ureia, 5,26 g/L de extrato de levedura, 2,82
g/L de peptona e 1,3 g/L de sulfato de amobnio, sendo a relagdo C/N = 6,85. Ja a
levedura S. brasiliensis requer 1,3 g/L de ureia, 4,42 g/L de extrato de levedura, 4,8
g/L de peptona e 2,9 g/L de sulfato de ambnio, com razdo C/N = 4,31. Esses resultados
mostram que é possivel reduzir o extrato de levedura para ambas as espécies,

mantendo as maiores taxas de producao de xilitol.

Ureia Extrato de levedura Peptona Sulfato de amoénio Desejabilidade
14,000
[T9)
[
~
T T 4 T T 11 ] ) O | |0 EE S
9,7243 99—t TP T It | A W =
1 AR I 1 ‘1’ I T I‘T
o ©
S} S
5 (52}
= [Te)
£
o
y 3
o
5]
-4,000
90583 |-—mea—t—5 S < =
s o = = I{E/E":‘ ‘B\E\E Er- '—B‘S\E\n
[}
®
]
kot
[}
(7]
Q
[a}
,05 58571 1.3 23 6,1 ,19 2,8243 4,8 ,11 1,3057 2,9

5,2614

Figura 23 Perfis para valores previstos e desejabilidade para a producgéo de xilitol pela levedura
Spathaspora boniae.
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Ureia Extrato de levedura Peptona Sulfato de aménio Desejabilidade
100,00

Xilitol (g/L)

10,631 Il]]Trr T

———t
—

2,448%310,619

-60,00

1,0000 - I/Z/Z/E/E ;T nnnnnnnn

Desejabilidade

05 13 23 61 .19 48 11 2,9
4,4229

Figura 24 Perfis para valores previstos e desejabilidade para a produgao de xilitol pela

levedura Spathaspora brasiliensis.

8.3.2 Validagcao do modelo

Dessa forma, a fim de validar o modelo, foi realizado um experimento de
fermentacao em triplicata com as variaveis independentes propostas pela fungao de
desejabilidade de 0,58 g/L de ureia, 5,26 g/L de extrato de levedura, 2,82 g/L de
peptona e 1,3 g/L de sulfato de amdnio, que estimou através do modelo um valor
maximo de produgao de xilitol de 9,72 g/L para a levedura Spathaspora boniae e para
a levedura Spathaspora brasiliensis requer 1,3 g/L de ureia, 4,42 g/L de extrato de
levedura, 4,8 g/L de peptona e 2,9 g/L de sulfato de aménio estimando uma produgao
de 10,63 g/L de xilitol. Na Tabela 16 estao apresentados os valores de Ypis, Qp €
concentracao final de xilitol e etanol para as duas leveduras. A producao de xilitol
obtida experimentalmente correspondeu a 100 e 95% do valor estimado pelo modelo,
sendo este entao validado, respectivamente para Sapthaspora boniae e Spathaspora

brasiliensis. Dessa forma, o modelo proposto consegue representar a variavel
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resposta producéo de xilitol (g/L) em fungéo das variaveis independentes ureia, extrato

de levedura, peptona e sulfato de aménio.

Tabela 16 . Resultados obtidos utilizando as condi¢des definidas pela funcéo de desejabilidade do
planejamento composto central durante as fermentagdes do hidrolisado hemiceluldsico da biomassa
de cana-de-acUcar pela Spathaspora boniae.

Leveduras Yess(9/9) Qe (g/L.h) (g/L)

Xilitol

Spathaspora boniae 0,455+ 0,070 0,135+0,012 9,74 + 0,829
Spathaspora brasiliensis 0,473 +0,016 0,140+ 0,013 10,11 £ 0,909

Etanol

Spathaspora boniae 0,191 £ 0,008 0,065 + 0,007 4,71 +0,512

Spathaspora brasiliensis 0,121 £ 0,012 0,036 + 0,006 2,60 + 0,400

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

A Figura 25 mostra um comparativo entre o perfil fermentativo da levedura S.
boniae no experimento com maxima produgéo de xilitol (experimento 15) e apos a
otimizacao das fontes de nitrogénio. Como pode ser observado (Figura 25a) ocorreu
um alto consumo de agucares (96,72%), a D-glicose foi totalmente consumida em 48
horas de fermentacéo e a D-xilose foi consumida ao final das 72h de fermentacéo. A
levedura apresentou um comportamento diferente do que foi observado no
experimento 15, Figura 25b. Assim, no experimento otimizado a levedura produziu a
maior parte do xilitol entre 24 e 48 horas de fermentagao, periodo que houve o maior
consumo de D-xilose. E possivel observar que nas primeiras 24 horas de fermentacao
houve apenas o consumo de D-glicose, ou seja, o consumo de D-xilose foi reprimido
pela presenca da D-glicose no meio. Observa-se também que parte do etanol foi
consumido nas ultimas 24 horas de fermentagdo acompanhado de um aumento na
produgao de xilitol. A levedura apresentou crescimento celular gradual ao longo de

todo o experimento.
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Figura 25. Crescimento celular, consumo de D-xilose e D-glicose, producéo de etanol e xilitol durante
a fermentacao do hidrolisado hemicelulésico de biomassa da cana-de-acucar pela levedura
Spathaspora boniae (a) no experimento de validagdo de otimizacédo e (b) de acordo com
planejamento composto central para o estudo das variaveis independentes ureia, extrato de levedura,
peptona e sulfato de amonio.

A Figura 26 mostra um comparativo do perfil fermentativo da levedura
Spathaspora brasilensis apos a otimizagao das fontes de nitrogénio (Figura 26a) com
a maxima produgédo de xilitol obtida no Experimento 3 (Figura 26b). Como pode ser
observado a levedura apresentou um comportamento similar em ambas as
fermentagdes. Sendo a D-glicose consumida nas primeiras 24 horas de fermentacéo,
parte da D-xilose consumida ja nas primeiras 24 horas, sugerindo nao haver uma
inibicdo do consumo de D-xilose pela D-glicose. Além disso, foi observado que o xilitol
foi produzido ja nas primeiras 24 horas de fermentacdo e a maxima producéo sendo
obtida com 48 horas de fermentagao e parte do xilitol sendo consumido nas ultimas
24 horas de fermentagao pela levedura. Vale ressaltar que no experimento de
otimizagao (Figura 26a) foi observado uma maior producao de células em relagdo ao

experimento 3 (Figura 26b).
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Figura 26. Crescimento celular, consumo de D-xilose e D-glicose, producéo de etanol e xilitol durante
a fermentacao do hidrolisado hemiceluldsico de biomassa da cana-de-agucar pela levedura
Spathaspora brasiliensis (a) no experimento de validacéo de otimizacdo e (b) de acordo com

planejamento composto central para o estudo das variaveis independentes ureia, extrato de levedura,

peptona e sulfato de amonio.

8.4 Avaliacao do desempenho fermentativo em biorreator de bancada da
levedura Spathaspora boniae em hidrolisado hemicelulésico da biomassa de

cana-de-agucar

A escolha da levedura Spathaspora boniae para os experimentos subsequentes
de produgao de xilitol e/ou etanol em biorreator de bancada se baseia em diversos
fatores. Primeiramente, nos experimentos de validacdo do modelo proposto, S. boniae
apresentou uma producgao de xilitol equivalente a 100% do valor estimado pelo modelo
(9,72 g/L), utilizando quantidades menores de fontes de nitrogénio quando comparada
a Spathaspora brasiliensis. Especificamente, S. boniae requer 0,58 g/L de ureia, 5,26
g/L de extrato de levedura, 2,82 g/L de peptona e 1,3 g/L de sulfato de aménio,
enquanto S. brasiliensis demanda concentragcdes mais elevadas de ureia (1,3 g/L),
peptona (4,8 g/L) e sulfato de aménio (2,9 g/L) para atingir uma produgao
moderadamente superior de 10,63 g/L de xilitol. Assim, a melhor razdo C/N para
producao de xilitol foi de 6,85 para a levedura S. boniae.

Outro ponto relevante é que os experimentos com S. boniae foram realizados
utilizando hidrolisado hemicelulésico da biomassa de cana-de-agucar sem a
necessidade de destoxificagdo. Isso demonstra uma importante vantagem dessa
levedura, pois ela é capaz de tolerar os inibidores presentes no hidrolisado, o que

simplifica o processo de fermentagcao e reduz os custos operacionais. A combinagao

Xilitol, Etanol e Células (g/L)
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desses fatores — menor exigéncia de fontes de nitrogénio, producéo consistente e a
capacidade de fermentar hidrolisados ndo destoxificados — fez da Spathaspora
boniae uma candidata ideal para os experimentos subsequentes de producéao de xilitol

em biorreator de bancada.

8.4.1 Estudo da influéncia das variaveis agitagao e aeragao na fermentagao em

biorreator de bancada pela levedura Spathaspora boniae UFMG-CM-Y306

A fermentacao pela levedura Spathaspora boniae foi estudada utilizando um
planejamento composto central rotacional (DCCR) de modo a analisar a contribuigao
de cada variavel independente agitacdo (rpm) e aeragdo (vvm) no processo
fermentativo do hidrolisado hemicelulésico da biomassa de cana-de-acucar sem
destoxificacdo, suplementado com as fontes de nitrogénio otimizadas na etapa
anterior (item 8.3) para a levedura Spthaspora boniae. Inicialmente. foram realizados
6 experimentos de fermentacdo que correspondem ao planejamento experimental
completo 22 com dois pontos centrais, sendo verificada curvatura (p < 0,1) significativa
no modelo, utilizando como variavel resposta a produgao de xilitol em (g/L). Deste
modo, foram adicionados ao planejamento mais 4 pontos axiais para que assim, fosse
obtido um planejamento composto central rotacional com 10 experimentos, como
mostra a Tabela 17.

Também sio apresentados na Tabela 17 os valores dos parametros
fermentativos como fator de rendimento em xilitol e etanol (Ypss), produtividade
volumétrica do processo em xilitol e etanol (Qr) e as concentragdes de xilitol e etanol
(g/L) para as diferentes condigbes de fermentagao avaliadas. Nas Figuras 26 e 27 sao
apresentados os perfis de consumo de acucares, producdo de xilitol e etanol e o
crescimento celular para os experimentos realizados sob diferentes condicbes de
aeracao (0,3 a 1,7 vvm) e agitacao (97 a 393 rpm). Observa-se que a levedura
Spathaspora boniae foi capaz de produzir tanto xilitol quanto etanol na maioria das
condi¢gdes avaliadas, com maior destaque para a producao de xilitol, sendo o etanol

um subproduto do processo.
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Tabela 17. Matriz de planejamento composto central rotacional 22 para o estudo variaveis
independentes: agitacéo e aeracdo para a produgdo de xilitol e etanol a partir de hidrolisado
hemicelulésico de biomassa de cana-de-aguUcar pela levedura Spathaspora boniae.

Variaveis Variaveis
Independentes Resposta
Etanol Xilitol
Experimentos  rpm vvm KLainicia  Ypiset  Qpet Etanol  Yeisxii Qexil Xilitol ~ Células
(")  (9/9) (9L) (g9/9) (9/L-h) (g/L) (9/L)
1 140 0,5 0,56 0,068 0,024 1,76 0,459 0,145 10,47 10,79
2 350 0,5 1,12 0,000 0,000 0,00 0,041 0,013 0,97 26,06
3 140 15 1,30 0,000 0,000 0,00 0,596 0,189 13,58 9,56
4 350 15 2,30 0,071 0,027 1,92 0,000 0,000 0,00 32,36
5 245 1 1,81 0,064 0,023 1,64 0,450 0,141 10,18 12,48
6 245 1 1,81 0,086 0,032 2,28 0,475 0,151 10,85 13,15
7 97 1 0,82 0,047 0,018 1,27 0,631 0,198 14,23 4,57
8 393 1 1,63 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,00 25,24
9 245 0,3 0,63 0,105 0,038 2,77 0,546 0,173 12,46 10,94
10 245 1,7 1,98 0,000 0,000 0,00 0,400 0,127 9,14 13,76

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

De acordo com a Tabela 17, observa-se uma variagao significativa na produgao
de xilitol e nos valores de Ypss obtidos nos 10 experimentos do planejamento composto
central. Os experimentos 3, 7 e 9 apresentaram as maiores producgdes de xilitol e
conversbes de D-xilose em xilitol (Ypis), apesar de terem sido conduzidos em
diferentes condi¢des de fermentagdo, uma vez que a taxa de transferéncia de oxigénio
variou entre 0,63 a 1,30 h™' nesses experimentos.

O experimento 7 apresentou a maxima produgédo de xilitol (14,23 g/L), assim
como a maior conversdo de D-xilose em xilitol (Yris = 0,631 g/g) e produtividade
volumétrica (0,198 g/L.h), com uma producao de etanol de 1,27 g/L (Yris = 0,047g/g,
Qp = 0,018g/L.h). Nesse experimento, foi empregada uma agitagédo de 97 rpm e
aeracao de 1 vvm, sendo o kra inicial de 0,82 h™'. Ao analisar o perfil fermentativo do
experimento 7 (Figura 28), verifica-se a menor produgéo de biomassa celular (4,57
g/L) e um consumo total de D-xilose ao final de 60 horas de fermentac&o. Apos esse
periodo, parte do etanol produzido foi assimilado devido ao esgotamento dos agucares

presentes no meio. Desse modo, esses resultados indicam que a baixa agitagdo e a
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aeragcao moderada proporcionaram uma taxa de transferéncia de oxigénio adequada
para favorecer o metabolismo da levedura Spathaspora boniae na conversao da D-
xilose em xilitol.

Diferente do que foi observado no experimento 7, o trabalho de Singh et al.
(123), utilizou um biorreator de 1 L para fermentar hidrolisado rico em D-xilose (30 g/L)
derivado da hemicelulose de palha de trigo, com a levedura Candida tropicalis. As
condi¢des otimizadas incluiram um indculo inicial de 10%, fluxo de ar de 0,2 vwm e
agitacao a 400 rpm, resultando em um kLa de 0,77 min™. Sob essas condi¢des, a
producdo de xilitol atingiu 25,38 g/L (Yrs = 0,58 g/g, Qp = 1,49 g/L.h), com uma
eficiéncia de fermentacido de cerca de 64% apos 16 horas. Embora a Spathaspora
boniae no experimento 7 tenha uma produtividade volumétrica menor (0,198 g/L-h) e
um tempo de fermentacao maior (72 horas), ela apresenta uma conversao de D-xilose
superior (Yrs = 0,631 g/g contra 0,58 g/g). Além disso, C. tropicalis requer maior
aeragao e agitagao, enquanto S. boniae utiliza condigdes mais moderadas, como
menor rpm e menor concentragcdo de D-xilose, o que pode representar uma vantagem
em termos de economia de energia e simplicidade operacional.

No estudo conduzido por Singh et al. (122), a producdo maxima de xilitol foi
obtida em um biorreator de 3 L com hidrolisado de palha de arroz (D-xilose a 60 g/L)
usando a levedura Meyerozyma caribbica CP02 em condi¢des de agitacdo mais baixa.
As condig¢des otimizadas foram 1,5% de in6culo, pH 3,5, 32 °C, agitacdo de 200 rpm
(reduzida para 150 rpm apds 24 horas) e fluxo de ar de 1,2 L/min (reduzido para 0,6
L/min apds 24 horas). A taxa de conversao de D-xilose em xilitol foi de 0,63 g/g, com
produtividade de 0,52 g/L-h apdés 96 horas. Comparativamente, a levedura
Spathaspora boniae no experimento 7 apresentou uma conversdao de D-xilose
semelhante (Yris = 0,631 g/g), porém, com uma concentragao inicial de D-xilose
significativamente menor (~24 g/L). Apesar da M. caribbica ter uma produtividade
volumétrica maior, a S. boniae alcangou resultados competitivos com menos D-xilose
e em menos tempo (72 horas contra 96 horas), o que demonstra eficiéncia de
substrato e economia de tempo.

Dall Cortivo et al. (133) investigaram a conversao de agucares fermentaveis de
hidrolisados de cascas de soja e aveia em etanol e xilitol utilizando a levedura
Spathaspora hagerdaliae UFMG-CM-Y303. Com 28,2 g/L de D-xilose, 0,5 g/L de
células e uma agitacao de 300 rpm a 1 vvm, a produgdo maxima alcangada foi de 6,8
g/L de xilitol (Yeris = 0,31 g/g, QP = 0,07 g/L.h) e 6,1 g/L de etanol (Yrss = 0,28 g/g, QP
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= 0,13 g/L.h) ap6s 96 horas de fermentagao. O desempenho da levedura Spathaspora
boniae no experimento 7 foi superior em comparagéo com o estudo da Spathaspora
hagerdaliae UFMG-CM-Y303. No experimento 7, a S. boniae demonstrou uma
producao significativamente maior de xilitol e uma eficiéncia de conversao superior,
além de operar com uma concentragao inicial de D-xilose mais baixa e um volume de
células maior. Embora S. hagerdaliae tenha mostrado um desempenho melhor na
producdo de etanol, S. boniae destacou-se pela sua alta produtividade de xilitol,
trabalhando com menor intensidade de agitagdo e em um tempo de fermentagéo
reduzido, o que a torna uma opgao mais eficiente em termos de conversao de D-xilose
em xilitol.

No caso do experimento 3 (Tabela 17) foi obtida a segunda maior producao de
xilitol (13,58 g/L) com um fator de conversdo de D-xilose em xilitol (0,596 g/g) e
produtividade (0,189 g/L.h) ao final de 72 horas de fermentagdo. Nesse experimento
foi empregado uma rotagao de 140 rpm e aeragao de 1,5 vvm, sendo observado um
acumulo de células de 9,56 g/L e 0,00 g/L de etanol. Nao houve acumulo de etanol,
pois ele foi continuamente assimilado pela levedura como fonte de carbono a partir de
36 horas de fermentagdao, sendo completamente esgotado até 72 horas. Esse
comportamento ocorreu devido ao consumo total da D-xilose nas primeiras 36 horas
de processo fermentativo. Ao comparar esses resultados com o experimento 7, que
obteve a maxima produgéao de xilitol, verifica-se que nessas condigbes (k.a de 1,3 h-
) também ha um favorecimento na produgéo de xilitol, no entanto, ha um maior
direcionamento do metabolismo para producdo de células o que pode explicar o
menor acumulo de xilitol em relagdo ao experimento 7.

Manaf et al. (125) investigaram o impacto da concentracéo inicial de D-xilose e
da agitagdo na producado de xilitol pela levedura Kluyveromyces marxianus ATCC
36,907. Com 32,93 g/L de D-xilose e 0,5 g/L de células, e uma agitacdo de 300 rpm
(kta = 29,6 h™), a produgao maxima de xilitol foi de 15,10 g/L (Yrs = 0,43 g/g, QP =
0,21 g/L.h) apds 72 horas de fermentagdo com uma produgéo de células de 2,32 g/L.
Em contraste, o experimento 3, com uma agitagdo mais baixa e um kLa menor (1,3
h™'), obteve um fator de conversao superior (0,596 g/g). A menor agitagéo pode ter
favorecido um balanco metabdlico mais eficiente para a conversdo de D-xilose em
xilitol, resultando em uma maior eficiéncia de conversado, embora a producéao de xilitol
tenha sido moderadamente inferior (1,52 g/L) a observada por Manaf et al (125) e,

também, tenha apresentado uma maior produg¢ao de biomassa celular.
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O mesmo comportamento foi observado no experimento 9, onde, utilizando as
condigbes de 245 rpm e 0,3 vvm a levedura produziu 12,46 g/L de xilitol (Yris = 0,546
g/g, Qp = 0,173 g/L.h), sendo a produgédo de biomassa de 10,94 g/L, ou seja, a
condi¢cdo de kia inicial de 0,63 h*' também favoreceu a produgdo de xilitol pela
levedura S. boniae, assim como a producao de biomassa celular. Bevilaqua et al. (131)
investigaram a producgao de xilitol e arabitol usando Candida tropicalis em hidrolisado
hemiceluldsico de bagago de cana-de-agucar destoxificado. Sob condi¢des de 32 °C,
250 rpm, 0,7 vvm, e 75 g/L de D-xilose, a levedura produziu 52,12 g/L de xilitol (Yris =
0,74) apos 216 horas de fermentacgao.

A rotacao de 245 rpm no experimento 9 com Spathaspora boniae favoreceu a
producado eficiente de xilitol (12,46 g/L) em um periodo relativamente curto de 72
horas. Comparando com o estudo de Bevilaqua et al., onde a rotagcao de 250 rpm foi
usada com Candida tropicalis, observa-se que, apesar de condi¢des semelhantes de
agitacado, S. boniae apresentou uma producado de xilitol mais rapida, enquanto C.
tropicalis levou 216 horas para alcangcar uma maior concentracdo (52,12 g/L),
sugerindo que a S. boniae é mais eficiente em transformar o carbono em xilitol sob
agitacdo moderada, sem exigir longos periodos de fermentacdo ou grandes
quantidades de substrato.

Além disso, ao analisar o efeito de cada variavel na Tabela 17, verifica-se que
a influéncia da agitacdo € maior que a aeragao na resposta avaliada de formacéao de
xilitol. Nos experimentos de 1 a 4; 7 e 8, onde ha a mudanca do menor nivel para o
maior nivel da variavel agitacao (rpm), porém, mantendo-se constante o nivel da
variavel aeragao (vvm), nao foi obtido o acumulo de xilitol no meio e houve aumento
da biomassa celular. Ou seja, quando ocorre um aumento da agitagao,
independentemente da quantidade de aeragdo (vvm), ha um aumento importante de
biomassa celular em detrimento da formacgao de xilitol. Assim, os experimentos 2, 4 e
8 que possuem as maiores agitacbes de 350 e 393 rpm resultaram nos maiores
acumulos de biomassa celular com baixa formacgéao de xilitol e etanol. A agitacdo mais
intensa aumenta a transferéncia de oxigénio no meio, o que estimula vias metabdlicas
oxidativas, como a respiragao aerobia, ao invés de vias fermentativas. Isso resulta em
um maior crescimento celular, em detrimento da producédo de metabdlitos como o xilitol
e o etanol (163).

O experimento 4 (350 rpm, 1,5 vvm), com maior kLa (2,30 h-'), foi o que obteve

a maior produgao de células de 32,36 g/L, sem a formagao de xilitol e com uma
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producéo de etanol de 1,92 g/L (Yrs=0,071g/g, Qp = 0,027g/L.h). No entanto, quando
a agitacao de 393 rpm e aeracado de 1 vvm foi empregado no experimento 8, nao foi
observado a formagao de xilitol e etanol ao final de 72h de fermentagao, indicando um
efeito negativo da rotagdo para a producdo de xilitol quando esta é aumentada. O
mesmo efeito foi observado nos experimentos 2 (350 rpm e 0,5 vvm), onde nao houve
formacgao de xilitol e etanol ao final de 72 horas de fermentagao. Este comportamento
foi observado em um estudo realizado por Branco et al. (164) em que em condi¢des
de maior transferéncia de oxigénio (kta = 100 h') resultou em um desvio do
metabolismo da levedura, passando da producdo de xilitol para a produgdo de
biomassa, sendo evidenciado pela diminuicdo do rendimento de xilitol por D-xilose
consumida e pela concentragdo final de xilitol, enquanto houve um aumento no
rendimento de biomassa por D-xilose consumida e na concentracao final de biomassa.

O trabalho realizado por Castafidén-Rodriguez et al. (165) mostra que a taxa de
transferéncia de oxigénio (OTR) tem uma influéncia significativa na producgéao de xilitol
durante a fermentacido. Nesse estudo identificou-se que a melhor condicdo para a
producao de xilitol pela levedura Candida tropicalis foi em uma taxa de transferéncia
de oxigénio de 56,05 mg de O2/L/h, onde a produtividade de xilitol foi de 0.18 g/L/h.
Os autores sugerem que, em vez de maximizar a OTR, um nivel moderado pode ser
mais benéfico para a producao de xilitol, permitindo que a fermentacédo ocorra de
maneira eficiente sem favorecer excessivamente a formagéao de biomassa. Aguiar et
al. (166) estudaram a influéncia do valor inicial de kLa e da quantidade de in6culo na
producao de xilitol por Candida guilliermondii. Para a condigdo de indculo inicial de 1
g/L e kLa de 100 h™', observaram diminui¢des da converséo de D-xilose em xilitol (0,04
g/g) e da produtividade (0,06 g/L/h); por outro lado, o fator de rendimento de
crescimento (0,48 g/g) foi aumentado e o tempo para o consumo total do substrato foi
diminuido. Sendo assim, um aumento na disponibilidade de oxigénio levou ao
crescimento celular e foi prejudicial ao acumulo de xilitol.

Assim como os dados encontrados na literatura, dentre as condi¢cbes avaliadas,
os dados sugerem que a otimizagao da producgéao de xilitol pela Spathaspora boniae
requer um equilibrio entre a agitacdo e a aeragdo. Condigdes de baixa rotagao
combinadas com uma aeracdo moderada demonstraram ser as mais favoraveis para
maximizar a produgao de xilitol, também para a levedura Spathaspora boniae,
enquanto rotacdes e aeracdes excessivas devem ser evitadas para producao de xilitol

no processo fermentativo. A levedura Spathaspora boniae se destaca na producao de
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xilitol por varias razdes. Apesar de utilizar uma concentragao inicial de D-xilose menor
(24 g/L) e um kLa mais baixo (0,82 h™), atinge uma alta converséo de D-xilose (Ypis =
0,631 g/g), o que demonstra sua eficiéncia na utilizagao de substrato. Além disso, seu
tempo de fermentagdo de 72 horas € inferior ao de outras leveduras, como
Meyerozyma caribbica e Kluyveromyces marxianus, que requerem até 96 horas. A
combinagdo de menor necessidade de oxigénio, uso eficiente do substrato e tempo
de fermentacao reduzido faz de S. boniae uma excelente candidata para processos
industriais de produgédo de xilitol, especialmente onde economia de energia e menor
custo de operagao sdo importantes. Um fator importante que diferencia S. boniae das
outras leveduras é que ela ndo necessitou de uma etapa de destoxificacdo do meio
antes da fermentacéo, enquanto outros estudos, como o de Palladino et al. (126),
destacam a necessidade de remover inibidores, como o acido acético, para maximizar
a producéo de xilitol.

Experimento 1 - 140 rpm, 0,5 vvm Experimento 2 - 350 rpm, 0,5 vvim
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Figura 27. Crescimento celular, consumo de D-xilose e D-glicose, producéo de etanol e xilitol durante
a fermentacao do hidrolisado hemiceluldsico de biomassa da cana-de-agUcar pela levedura
Spathaspora boniae de acordo com planejamento composto central rotacional para o estudo das
variaveis independentes agitagdo e aeragdo, experimentos 1 ao 4.
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Figura 28. Crescimento celular, consumo de D-xilose e D-glicose, producéo de etanol e xilitol durante
a fermentacao do hidrolisado hemiceluldsico de biomassa da cana-de-agucar pela levedura
Spathaspora boniae de acordo com planejamento composto central rotacional para o estudo das
variaveis independentes agitagdo e aeragéo, experimentos 5 e 10.

8.4.2 Estudo do CO: durante a fermentagdao em biorreator de bancada pela
levedura Spathaspora boniae UFMG-CM-Y 306

Para melhor compreender o perfil metabdlico e a relacédo entre a producao de

CO2 e os processos de conversdao de D-xilose em xilitol, etanol e biomassa foi
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investigado a formacao de CO:2 ao longo da fermentagdo conduzida pela levedura S.
boniae

Como pode ser observado nas Figuras 29 e 30, os experimentos com a rotagao
no nivel superior (Experimentos 2, 4 e 8) mostraram maiores formag¢des de CO2 nas
primeiras 12 horas, seguido de uma queda nas concentragcbes nas horas
subsequentes. Como pode ser observado no experimento 2 (350 rpm, 0,5 vvm)
ocorreu a formagao de um pico de COz2 nas primeiras 12 horas, alcangando 23,27 g/L,
e posteriormente ha um decréscimo acentuado na concentragdo, atingindo 0,29 g/L
ao final do experimento. No experimento 4 (350 rpm, 1,5 vvm) ha a presenca de um
pico inicial de 6,68 g/L de CO2 as 12 horas, seguido de um decréscimo rapido para
valor de (0,12 g/L) em 72 horas. Ja no experimento 8 (393 rpm, 1 vvm) ha a formacgéo
CO2de 13,11 g/L em 12 horas de fermentacao, seguido de uma queda atingindo 0,34
g/L em 72 horas. Essa diminuicdo brusca nas concentracbes de CO:2 nesses
experimentos esta relacionada com a deplegao das fontes de carbono a partir de 24
horas de fermentagéo, resultando em uma queda de atividade metabdlica. Como ja
observado anteriormente, esses experimentos foram os que apresentaram as maiores
taxas de crescimento celular, indicando que em condigdes aerdbias o metabolismo da
levedura é direcionado para divisao celular. Sob condi¢des aerdbias, toda a D-xilose
€ reduzida a xilitol usando NADPH como cofator, o NADPH é regenerado a partir de
NADP por meio da via das pentoses fosfato, e todo o xilitol € oxidado a D-xilulose
usando NAD* como cofator, e 0 NAD* é regenerado a partir de NADH via cadeia
respiratoria (167). Além disso, nos experimentos 2 e 4 o oxigénio dissolvido (DO)
aumenta rapidamente apos 12 horas, atingindo picos de 17,8% e 20,1 %
respectivamente, e depois volta a diminuir. Esses picos indicam que o consumo de
oxigénio diminuiu apds o periodo inicial de alta atividade metabdlica e também, pela
deplecao das fontes de carbono.

Por outro lado, em condigbes de rotagao no nivel inferior (Experimentos 1, 3 e
7) ha uma menor formacéao de CO2e uma maior formagao de xilitol.

No experimento 1 (140 rpm, 0,5 vvm) o CO2 aumentou significativamente até
24 horas, atingindo um valor de 4,68 g/L, antes de decrescer progressivamente até
0,84 g/L em 72 horas. O oxigénio dissolvido (DO) atingiu 2,8 % em 12 horas de
fermentacao e se manteve estavel até 36 horas, diminuindo para 1,4% em 72 horas.
Nesse experimento, também, foi observado um esgotamento das fontes de carbono

em 24 horas de fermentagéo o que justifica a queda de CO2 apds esse periodo.
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No experimento 3 (140 rpm, 1,5 vwvm) a emissao de CO:2 é significativamente
menor comparada ao Experimento 1 (140 rpm, 1,5 vvm), alcangando concentragbes
de aproximadamente 1,16 g/L em 12 horas, com um decréscimo até 0,268 g/L em 72
horas. O oxigénio dissolvido (DO) variou pouco, comegando em 0,8% e
permanecendo estavel em torno de 1,4% até o final da fermentacéo.

Como pode ser observado no experimento 7 (97 rpm, 1 vvm), ha um acumulo
de CO2 (1,05 g/L) em 12 horas de fermentagao que diminui progressivamente até 0,39
g/L em 72 horas. Em rotagdo menos vigorosa ha menos oxigénio disponivel, o que
pode limitar a regeneragcao de NAD* via cadeia respiratoria. O metabolismo seria
entdo menos eficiente em oxidar o xilitol, sendo observado um acumulo maior de xilitol

€ um processo mais lento de consumo de D-xilose.
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Figura 29. Concentrag6es de COz, oxigénio dissolvido (OD), crescimento celular, etanol e xilitol durante a
fermentacao do hidrolisado hemicelulésico de biomassa da cana-de-acUcar pela levedura Spathaspora boniae de
acordo com planejamento composto central, experimentos 1 ao 8.
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Figura 30. Concentragbes de COz, oxigénio dissolvido (OD), crescimento celular, etanol e xilitol durante a
fermentacao do hidrolisado hemicelulésico de biomassa da cana-de-acUcar pela levedura Spathaspora boniae de
acordo com planejamento composto central, experimentos 9 e 10.

8.4.3 Efeito da agitagao e aeragao nas atividades das enzimas xilose redutase
(XR) e xilitol desidrogenase (XDH)

Com o objetivo de obter uma analise complementar sobre o efeito da agitagao
e aeracdo na conversao de D-xilose em xilitol por S. boniae, foi analisado o
comportamento de duas importantes enzimas envolvidas no metabolismo da D-xilose,
xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH). Na literatura cientifica, ndo ha
informagdes sobre a influéncia da agitagdo e aeragcdo sobre as enzimas do
metabolismo da D-xilose pela levedura Spathaspora boniae na fermentacdo do
hidrolisado hemicelulésico da biomassa de cana-de-agucar.

A avaliagdo dos comportamentos de XR e XDH durante a bioconversao de D-
xilose em xilitol/etanol sdo apresentados nas Figuras 31 e 32. A atividade das enzimas
XR e XDH foram realizadas com os cofatores NADPH e NAD*, respectivamente. Uma
vez que no estudo realizado por Morais et al. (67) mostra que atividade dessas
enzimas foram detectadas na presenca desses cofatores, sendo a maior atividade da
XR pelo NADPH e a atividade da XDH estritamente dependente de NAD*.

A maior produgao de xilitol em relagdo ao etanol observada nos experimentos,
sessdo 8.4.1, pode ser explicada pelo tipo de dependéncia de cofatores da via
metabdlica envolvida. Uma vez que microrganismos que possuem XR dependente de
NADH sao mais eficientes na producgao de etanol, enquanto aqueles com dependéncia
de NADPH tendem a acumular mais xilitol. Esse fendmeno esta relacionado a
atividade da XDH, que requer NAD". A regeneracdo de NAD™* ocorre pela reoxidagao
do NADH via XR. Assim, quando o XR é dependente de NADH, o desequilibrio redox

na via € menor, favorecendo a producao de etanol. Em contrapartida, uma XR
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dependente de NADPH provoca um maior desequilibrio redox, devido a limitada
regeneracao de NAD™, o que interrompe a via e aumenta a excregao de xilitol (168).

A disponibilidade de oxigénio € o fator mais importante em termos de producéao
de xilitol a partir de D-xilose pelas leveduras. Pois, sob condi¢des limitadas de
oxigénio, a cadeia transportadora de elétrons n&o € capaz de reoxidar todo o NADH
gerado. Portanto, a concentragao intracelular de NADH esta aumentando, resultando
no acumulo de xilitol, mas também diminui a produgdo de energia e a formagéo de
intermediarios de carbono, afetando o crescimento celular. (169,155).Em outras
palavras, o acumulo de xilitol € promovido por uma restricdo na disponibilidade de
oxigénio, condicdo na qual a atividade do XDH ¢ limitada devido a um desequilibrio
redox NADH/NAD?, resultando na reducio da formacéao de xilulose.

Como pode ser observado nas Figuras 30 e 31, a atividade de XR aumentou
durante o curso da fermentacao para atingir um maximo, entao diminuiu até o final do
processo fermentativo. Uma observacéao interessante foi que o valor maximo de XR
diminuiu com o aumento da agitagdo, como pode ser observado nos experimentos 2,
4 e 8 (Figura 31). O alto valor de XR no inicio da fermentacéo (tempo Oh) pode ser
atribuido ao fato de que as células utilizadas vieram de um pré-indculo contendo D-
xilose (YPX) (Arruda et al., 2011).

A atividade da xilose redutase ligada ao NADPH (reducao da D-xilose para
xilitol) foi considerada maxima em uma agitacédo de 97 rpm e aeragdo de 1 vvm
(Experimento 7, Figura 31). O alto nivel de atividade da xilose redutase (1,501 U
mgprot”') Nesse experimento foi obtido em 36 horas de fermentagéo resultando na
maxima producao de xilitol nessa condi¢cao. Assim o experimento 7 foi que apresentou
a maior producéo de xilitol de 14,23 g/L (Yrs= 0,631 g/g, Qr=0,198 g/L.h) e a maior
atividade da enzima XR. O experimento 2 foi 0 que apresentou a menor producao de
xilitol de 0,97 g/L. A maior atividade da enzima XR observada nesse experimento foi
de 0,048 U mgprot " em 12 horas de fermentacéo. Dessa forma, a atividade enzimatica
no Experimento 7 foi aproximadamente 31 vezes maior que no Experimento 2. Isso
sugere que com uma atividade enzimatica significativamente mais elevada no
Experimento 7, ha uma maior eficiéncia na redugdo da D-xilose, resultando em um
maior acumulo de xilitol.

Estes resultados estdo de acordo os obtidos por Milessi et al. (170) que
observou que a produgédo maxima de XR (2,5 U mgprot™') foi obtida com o nivel baixo

de oxigénio dissolvido (20%) e a atividade enzimatica diminuiu com altos valores de
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oxigénio dissolvido. No trabalho realizado por Branco et al. (164), também foi
observado o mesmo efeito, os autores investigaram o impacto do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa) na atividade das enzimas xilose
redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH), e constataram que a maior taxa de XR
(1,45 U mgprot™?) foi registrada no experimento com o menor valor de kia. Eles
identificaram que a atividade maxima de XR reduziu a medida que o kLa aumentava.
Os autores concluiram que esse efeito provavelmente ocorre devido a um desvio no
metabolismo da levedura, de produgéao de xilitol para crescimento celular, ja que, com
maior disponibilidade de oxigénio, as células tendem a priorizar a sintese de
aminoacidos, enzimas e proteinas. O estudo realizado por Pinzén et al. (128) também
demonstrou que condigdes de limitagdo de oxigénio e baixas taxas de agitacao
favoreceram a maior concentragao de xilose redutase (XR) ao longo da fermentagéo.
As condigbes operacionais mais eficientes foram 30% de oxigénio dissolvido (OD) e
50 rpm, resultando em um consumo de 95,5% da D-xilose e uma produ¢gao maxima
de xilitol de 5,46 g/L. A atividade enzimatica de XR atingiu seu pico (0,646 U-mg~" de
proteina) apds 144 horas de fermentagdo sob essas condigdes, sugerindo que o
ambiente com oxigénio limitado e agitacdo controlada otimiza tanto o consumo de D-
xilose quanto a producédo de xilitol, mantendo uma alta eficiéncia do processo
fermentativo.

Em relacdo a atividade da enzima xilitol desidrogenase observou-se que nas
condigbes de maiores agitagbes foi obtido uma maior atividade dessa enzima em
relagédo a xilose redutase como pode ser observado na Figura 31 (Experimentos 2, 4
e 8), ou seja, nesses experimentos foi obtido uma razdo XR/XDH inferior a 1. Esse
comportamento corrobora com o estudo de Gurpilhares et al. (171), que indicam que
valores de razdo XR/XD acima de 1 refletem uma maior atividade de XR em
comparagao a XDH, favorecendo a producao de xilitol. Cepas com uma relacéo
XR/XDH menor produzem menos xilitol em comparagao com aquelas que possuem
uma razao mais elevada (172). Portanto, nos experimentos realizados em alta
rotacdo, a baixa razdo XR/XD favoreceu o menor acumulo de xilitol e,
consequentemente, um desvio do metabolismo para a produgcao de biomassa celular
apresentando baixo ou nenhum acumulo de etanol ao final de 72 horas de
fermentacao. Isso ocorre porque quando ha um suprimento excessivo de oxigénio, o
NADH gerado na conversao de xilitol em xilulose é reoxidado pela cadeia respiratéria,

e o xilitol é utilizado para o crescimento celular (122).
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Figura 31. Influéncia da aeracéo e agita¢éo na atividade especifica maxima de XR e XDH de Spathaspora boniae na
fermentacéo de hidrolisado de biomassa de cana-de-agUcar sem destoxificacdo, experimentos 1 ao 8.
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Figura 32. Influéncia da aeracéo e agitacdo na atividade especifica maxima de XR e XDH de Spathaspora boniae na

fermentacéo de hidrolisado de biomassa de cana-de-aglcar sem destoxificagdo, experimentos 9 e 10.

8.4.4 Otimizagao das variaveis agitacao e aeragao para maximizacgao de xilitol
pela levedura Spathaspora boniae UFMG-CM-Y306

A influéncia das variaveis agitacdo e aeracdo na fermentagdo a partir de
hidrolisado hemicelulésico da biomassa de cana-de-agucar pela levedura S. boniae,
sobre o parametro fermentativo producao de xilitol, foi estudada de maneira mais
detalhada utilizando-se a metodologia estatistica apresentada a seguir. Assim, foi
realizado a otimizag¢ao da condi¢ao de fermentagcao em biorreator de bancada.

No grafico de Pareto (Figura 33), observou-se que para a produgao de xilitol,
apenas a variavel agitagao (L) apresentou efeito significativo. A variavel agitacao (Q),
aeracao (L e Q) e a interagédo agitacéo e aeragdo nao apresentaram significancia,
confirmando as analises anteriores do item 8.4.1 sobre o consumo de acgucares,
crescimento celular e produgao de xilitol e etanol do processo fermentativo.

A Tabela 18 apresenta os resultados da analise de varidancia do modelo de
regressao (ANOVA) para a resposta de produgéao de xilitol (g/L) com o coeficiente de
correlagao para S. boniae (R? =0,9253, R?%dj = 0,8320), mostrando que o modelo pode
explicar 92,53% da variabilidade da resposta. Além disso, o modelo proposto foi
significativo, e o teste de falta de ajuste nao foi estatisticamente significativo (p-valor
>0,05), indicando a capacidade do modelo ajustado em predizer a resposta.
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Figura 33. Gréfico de Pareto, estimativa dos efeitos (ao nivel de 95% de confianca) da variavel resposta
concentracgao de xilitol (g/L) de acordo com o Planejamento composto central rotacional pela levedura
Spathaspora boniae.

Tabela 18. Analise de variancia da regressao para o modelo da producao de xilitol (g/L) em biorreator

de bancada para Spathaspora boniae.

Fonte de
variacdo SQ GL MQ F Calculado p-Valor Teste
Regressdo  265,7397 5 53,1479 9,9138 0,0225976332 Significativo

Residuos 21,4440 4 5,3610

Falta de 21,2196 3 7,0732 31,5134 0,1300 N&o Significativo
ajuste
Erro Puro 0,2245 1 0,2245
Total 287,1838 9

R? = 0,9253, R%q = 0,8320

A analise de regressao foi utilizada para ajustar a fungéo resposta de produgao
de xilitol (g/L) com os dados experimentais, que € representado por equagao
polinomial de segunda ordem para S. boniae (Eq. 10). A Figura 34 apresenta os
valores preditos pelo modelo em comparagcdo com os valores observados,
evidenciando uma boa concordancia entre os resultados experimentais e os previstos

para a levedura Spathaspora boniae.

Xilitol (g L") = 3,71+ 0,07 X x1 — 0,00022 X x1? + 8,64 x x2 — 2,261 X x2? —0,02x x1xx2 (10)
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Figura 34. Valores preditos em fungéo dos observados em relacdo a producéo de xilitol pela levedura
Spathaspora boniae no planejamento composto central rotacional.

Os graficos de superficie de resposta e superficie de contorno mostram que
para S. boniae (Figura 35) o aumento da aeragao até valores entre 1,4 e 1,6 vvm e a
diminuicdo do rpm entre valores de 50 e 100 favorecem a produgao de xilitol (g/L) pela

levedura S. boniae em hidrolisado hemiceluldsico de biomassa de cana-de-agucar.
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Figura 35. Gréfico de Superficie de resposta (a) e superficie de contorno (b) para a producéo de
xilitol em fun¢do das variaveis independentes agitacdo (rpm) e aeracao (vvm).

Conforme ilustrado na Figura 36, a fungdo de desejabilidade, que estima a
melhor combinagao de fatores para obter a resposta ideal dentro da regido estudada,

previu uma producgao otimizada de xilitol de 13,96 g/L para a levedura Spathaspora
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boniae. Como resultado, as condi¢des étimas das variaveis para Spathaspora boniae

foram estimadas em 97 rpm e 1,5 vvm.

rpm vvm Desejabilidade
30,000

13,960 I I | ] I

0,00007,115014,230
Xilitol

-15,00

,98099

Desejabilidade

97, 393, 3 1517

Figura 36. Perfis para valores previstos e desejabilidade para a producéo de xilitol pela
levedura Spathaspora boniae em biorreator de bancada.

8.4.5 Validagcao do modelo

Para a validacdo do modelo, foi realizado um experimento de fermentacdo em
biorreator de bancada, em triplicata, utilizando o hidrolisado hemicelulésico da
biomassa de cana-de-agucar. As condigdes operacionais escolhidas foram 200 rpm e
1 vvm, diferentes daquelas previamente avaliadas, com o objetivo de testar a
capacidade do modelo em prever de forma eficaz a resposta. Nessas novas
condigdes, o modelo estimou uma producao de 12,43 g/L de xilitol. Na Tabela 19 estéao
apresentados os valores de conversdo de D-xilose em xilitol (Yrss), produtividade
volumétrica (Qp) e concentragéo final de xilitol e etanol para S. boniae. A produgao de
xilitol obtida experimentalmente de 12,90 g/L (Yris = 0,554 g/g, Qp = 0,179 g/L/h)
correspondeu a 100% do valor estimado pelo modelo, sendo este entao validado para
a levedura. Sendo assim, o modelo proposto consegue predizer a variavel resposta
producao de xilitol (g/L) em fungcao das variaveis independentes agitacdo e aeracgao.
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A Figura 37 apresenta uma comparacéao entre o perfil fermentativo da levedura
S. boniae no experimento com maxima produgéao de xilitol (Experimento 7) e apds a
otimizacdo das variaveis agitacdo e aeragdo. Como mostrado na Figura 37, o
consumo total de D-glicose ocorreu em 12 horas de fermentacdo em ambos os
experimentos. Diferentemente do observado no Experimento 7 (Figura 37b), no
experimento de validagao da otimizacao (200 rpm e 1 vvm), o consumo de D-xilose
foi mais rapido, completando-se em 36 horas de fermentacdo. O xilitol aumentou a
medida que a D-xilose foi metabolizada, atingindo a produ¢do maxima em 36 horas,
com a producdo de etanol ocorrendo concomitantemente, indicando que a
fermentagao alcoodlica também estava ocorrendo. Observa-se também que parte do
etanol foi consumido ao longo da fermentagao devido ao esgotamento dos agucares
(Figura 37a). Além disso, houve uma maior producao de biomassa celular (10,84 g/L)
em comparacgao ao Experimento 7 ao final de 72 horas. A Figura 38 mostra a atividade
enzimatica das enzimas XR e XDH ao longo da fermentacdo no experimento de
validagcao do modelo. Como pode ser observado, a razdo XR/XDH foi superior a 1 em
todos os tempos do experimento indicando que a houve maior atividade da enzima
XR em relagdo a XDH. Dessa forma, o metabolismo de assimilacdo da D-xilose esta

mais direcionado para o acumulo de xilitol ao longo da fermentacéo.

Tabela 19. Resultados obtidos utilizando as condi¢cfes definidas para validacdo do modelo do planejamento
composto central rotacional durante as fermentac¢des do hidrolisado hemicelulésico da biomassa de cana-de-
acucar pela Spathaspora boniae.

Leveduras Yeis (9/9) Qe (g/L.h) (g/L)

Xilitol
0,554+ 0,036 0,179+ 0,004 12,90+ 0,289

Spathaspora boniae
Etanol

Spathaspora boniae 0,046+ 0,066 0,018+ 0,025 1,28+ 1,811

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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Figura 37 Crescimento celular, consumo de xilose e glicose, produgdo de etanol e xilitol durante a fermentagao
do hidrolisado hemiceluldsico de biomassa da cana-de-acUcar pela levedura Spathaspora boniae no (a)
experimento de valida¢@o da otimizacao do planejamento composto central rotacional para (b) o estudo das
variaveis independentes agitacéo e aeragao.
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Figura 38 . Influéncia da aeracéo e agitacéo na atividade especifica maxima de XR e XDH de
Spathaspora boniae na fermentacado de hidrolisado de biomassa de cana-de-aglcar sem
destoxificacdo para o experimento de validacao do modelo.
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CONCLUSOES

Com os resultados do presente trabalho conclui-se que:

o As leveduras Spathaspora boniae e Spathaspora brasiliensis isoladas de

biomas brasileiros foram capazes de fermentar acglUcares presentes no
hidrolisado hemicelul6sico da biomassa de cana-de-acgucar, tendo o xilitol como
principal produto e o etanol como subproduto. A Spathaspora boniae, em
particular, mostrou-se capaz de crescer em hidrolisado ndo detoxificado,
destacando-se por sua maior resisténcia aos inibidores presentes no meio, o

gue evidencia seu potencial para aplicacdes industriais.

A maximizacao da producédo de xilitol por Spathaspora boniae e Spathaspora
brasiliensis foi alcancada com diferentes combinacdes de fontes de nitrogénio.
Enquanto a S. boniae produziu 9,74 g/L (Yris=0,455 g/g, Qp=0,135 g/L.h) de
xilitol sob condi¢cdes otimizadas, a S. brasiliensis atingiu uma producao
superior, de 10,11 g/L (Yris=0,473 g/g, Qp =0,140 g/L.h) de xilitol. Portanto, &
fundamental ajustar cuidadosamente as concentracdes de ureia, extrato de
levedura, peptona e sulfato de amoénio para otimizar a fermentagcdo e a

producéo de xilitol por diferentes espécies de leveduras.

A otimizacédo da producéo de xilitol por Spathaspora boniae exige um equilibrio
entre agitacao e aeracao, com baixas rotacdes e aeracdo moderada sendo as
condicdes ideais. Nessas condigdes, a levedura demonstrou alta eficiéncia de
conversédo de D-xilose em xilitol (Yr/s = 0,631 g/g), uso eficiente do substrato e
menor tempo de fermentacdo (72 horas), superando outras leveduras em
simplicidade operacional e economia de energia, além de nao exigir

destoxificacdo do meio.

A analise das enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH)
mostrou que baixas taxas de agitacdo e aeracao favorecem a producdo de
xilitol por Spathaspora boniae, devido ao maior desequilibrio redox que

aumenta a atividade de XR. Em condi¢fes de alta agitacéo, a atividade de XDH
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supera a de XR, desviando o metabolismo para o crescimento celular, o que
reduz a producéo de xilitol. Portanto, o controle da oxigenacao é essencial para

otimizar a bioconversao de D-xilose em xilitol.

o A producao de xilitol e etanol a partir de residuos da biomassa de cana-de-
acucar promove o uso eficiente de recursos renovaveis, alinhando-se ao ODS
7, que busca fomentar o uso de energia limpa e sustentavel, contribuindo para

uma economia mais verde.
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