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RESUMO

O Brasil dispde de grande variedade de subprodutos agricolas e agroindustriais,
cujo processamento desperta um grande interesse econdémico e social, dentre estes
subprodutos destacam-se palha de cereais, como os de milho, trigo, sabugo de milho,
cascas de arroz, soja e aveia, bagaco de cana de acgucar, dentre outros. Tais subprodutos
precisam ser hidrolisados para que possam ser fermentados e aproveitados
biotecnologicamente. A hidrolise acida € o método mais utilizado na obtengdo de
hidrolisado hemicelulésico de materiais lignocelulésicos, gerando acUcares
fermenteciveis, como por exemplo, xilose e glicose. Além disso, durante essa hidrdlise,
pode-se liberar produtos da degradacdo dos aclcares como furfural e 5-
hidroximetilfurfural (HMF), e outros compostos téxicos (&cidos férmico, acético
levulinico e compostos fendlicos) que podem ser considerados inibidores durante o
processo de fermentagdo, por isso precisam ser tratados, com carvao ativado ou resinas
de troca ibnica, para a dimuicdo da concentracdo destes compostos. Os hidrolisados
lignocelul6sicos, ricos em xilose, podem ser empregados para a producdo
microbioldgica de xilitol e etanol, uma alternativa ao processo comercial por sintese
quimica. Varias leveduras, que utilizam xilose como fonte de carbono, sdo conhecidas
como produtoras de xilitol. Dependendo da especificidade do cofator da primeira enzima
do metabolismo de xilose, a xilose redutase, as leveduras, como Candida
guilliermondii, Debaryomyces hansenii e Candida tropicalis, bem como novas espécies
de Cyberlindnera, sdo consideradas produtoras de xilitol, um adogante com
propriedades peculiares, como as da cariogenicidade e do metabolismo independente da
insulina. Este trabalho de revisdo se refere a utilizacdo do bagaco de cana de acucar,

disponivel nas industrias sucroalcooleiras, para a producdo microbiolégica de xilitol.
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ABSTRACT

Brazil has a wide variety of agricultural and agroindustrial by-products, whose
processing arouses great economic and social interest, among which are cereal straw,
such as corn, wheat, corncobs, rice hulls, soybeans and oats , Sugarcane bagasse, among
others. Such by-products need to be hydrolyzed so they can be fermented and
biotechnologically harnessed. Acid hydrolysis is the most used method to obtain
hemicellulosic hydrolyzate from lignocellulosic materials, generating fermentecivel
sugars, such as xylose and glucose. In addition, sugars such as furfural and 5-
hydroxymethylfurfural (HMF), and other toxic compounds (formic, levulinic acetic and
phenolic compounds) can be released during this hydrolysis, which may be considered
as inhibitors during the fermentation process , So they need to be treated with activated
charcoal or ion exchange resins, in order to decrease the concentration of these
compounds. Lignocellulosic hydrolysates, rich in xylose, can be used for the
microbiological production of xylitol and ethanol, an alternative to the commercial
process by chemical synthesis. Various yeasts, which utilize xylose as the carbon
source, are known to produce xylitol. Depending on the specificity of the cofactor of the
first xylose metabolism enzyme, xylose reductase, yeasts such as Candida
guilliermondii, Debaryomyces hansenii and Candida tropicalis, as well as new species
of Cyberlindnera, are considered to be xylitol producers, a sweetener with peculiar
properties, such as Those of cariogenicity and insulin-independent metabolism. This
review work refers to the use of sugarcane bagasse, available in the sugar and alcohol

industries, for the microbiological production of xylitol.
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1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 - Materiais Lignocelulésicos

O maior recurso bioldgico renovével da Terra sdo os residuos lignoceluldsicos,
apresentando producio anual de 1 x 10 milhdes de toneladas (ALVIRA et al., 2010).
Estima-se que os Estados Unidos tenham potencial para produzir mais de 1,3 bilhdes de
toneladas (base seca) de residuos por ano (REDDY, YANG, 2005). A populacdo
humana produz milhGes de toneladas de residuos agroindustriais anualmente. A
América Latina, por exemplo, produz aproximadamente 500 milhdes de toneladas/ano
de subprodutos agroindustriais, sendo que o Brasil produz quase a metade desse
montante (SOUZA; SANTOS, 2002). Os residuos agricolas contém 37% de
hemicelulose, que podem ser utilizados como matéria-prima para a producéo de xilitol e
etanol, utilizando processos quimicos e biotecnoldgicos (CHEN, 2010).

Os materiais lignocelulosicos, considerados grandes fontes de compostos
organicos, apresentam amplo potencial como matéria-prima em processos industriais
para a producdo de alimentos, combustiveis, insumos quimicos, enzimas e bens de
consumo diversos (LATIF; RAJOKA, 2001; U.S. DEPARTMENT, 2009). Os materiais
lignocelulésicos sdo materiais organicos presentes na biosfera, 0s quais representam
aproximadamente 50% da biomassa vegetal. Entre eles, podemos citar residuos
florestais e agricolas, plantas aquaticas, gramineas e outros (CHANDEL et al., 2011),
sendo a producdo anual dessa biomassa estimada em 10 a 50 x10° toneladas
(CHANDEL et al., 2010). Pode ser chamada também biomassa lignocelulésica, que é
considerada como um material complexo, formado por trés fracGes organicas principais,
como a celulose (35-50%), a hemicelulose (20-35%) e a lignina (10-25%), sendo que
cada material apresenta concentracOes diferenciadas em sua estrutura, como indicado na
Tabela 1 (WYMAN, 1999; GIRIO et al., 2010; OJEDA et al., 2011).
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Tabela 1: Composicédo quimica percentual de alguns materiais lignoceluldsicos
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Residuos Celulose | Hemicelulose | Lignina Referéncias
Lignoceluldsicos (%) (%) (%)
Algodédo 95 2 0,3 GOMEZ et al., 2010
CANETTIERI; ALMEIDA
Aparas de eucalipto 40,20 15,67 26,90 E SILVA; CARVALHO
JUNIOR, 2003

Bagago de cana de 30-48 19-24 9332 GOMEZ et al., 2010; RAJ
acucar etal., 2015
Casca de arroz 32,4 13,9 27,8 RAJ etal., 2015
Casca de aveia 29,26 28,35 22,22 TAMANINI et al., 2004
Casca de nozes 25-30 25-30 30-40 HOWARD et al. 2003
Espiga de milho 45,0 35,0 15,0 GOMEZ et al., 2010
Farelo de cevada 23,0 32,7 24,4 CRUZ et al., 2000
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10 GOMEZ et al., 2010
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45 GOMEZ et al., 2010
Folhas de milho 37,60 34,50 12,60 CRUZ et al., 2000
Madeira dura 43-47 25-35 16-24 GOMEZ et al., 2010
Madeira mole 40-44 25-29 25-31 GOMEZ et al., 2010
Palha de arroz 43,30 26,4 16,30 GOMEZ et al., 2010
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19 GOMEZ et al., 2010
Palha de cana de SILVA 2009;: GOMEZ et

. 40-44 30-32 22-25 | al., 2010; MOUTTA et al.,
acucar 2012
Palha de sorgo 34 44 20 HERRERA et al, 2004
Palha de trigo 30 50 15 GOMEZ et al., 2010
Polpa de café 35,00 46,30 18,8 FREITAS, 2016
Residuos de banana 13,20 14,80 14 JOHN et al., 2006
Sabugo de milho 35,96 36,32 16,88 LOPES, 2015
Sizal 73,1 14,2 11 GOMEZ et al., 2010
Talo de milho 35 25 35 GOMEZ et al., 2010

Dentre os residuos agricolas disponiveis, destacam-se, no Brasil, 0 bagaco de

cana de agUcar, a palha de arroz, a palha de trigo e o cavaco de eucalipto, que s&o

abundantes em diversas regides do pais (MUSSATO et al., 2002), incluindo também os

residuos florestais (residuos de madeira, serragem), as culturas energéticas lenhosas

(salgueiro, alamo, gramas), e 0s residuos sélidos industriais e municipais (restos da
industria de papel, jornal reciclado, papel descartado) (SATHITSUKSANOH et al.,

2010; NUNES et al., 2013). Um diagrama representativo da biomassa lignocelulésica

esta apresentado na Figura 1.
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Figura 1: llustracdo esquematica da biomassa lignocelulésica (VASCONCELOS,
2012)

A celulose, representada na Figura 2, é o polimero natural de maior
ocorréncia no mundo e um dos principais constituintes da parede celular dos vegetais
(LEHNINGER, 2006). Representa de 23% - 50% da matéria seca da biomassa
lignoceluldsica, € um polimero linear, que contém até 15.000 unidades de B-D-glicose
unidas por ligacdes glicosidicas B-1,4 carbono-carbono e por ligagdes de hidrogénio
intramoleculares, ajudando na manutencdo da rigidez da cadeia de celulose e das
ligacGes intermoleculares (ARANTES & SADDLER, 2010). Duas regifes distintas sao
visualizadas na molécula: a regido cristalina, que apresenta moléculas altamente
orientadas, resistentes a degradacdo microbiana, alta resisténcia a tensao e insolubidade
a um grande numero de solventes; e a regido amorfa, onde ha menor orientagdo entre as
moléculas, sendo, portanto, mais facilmente hidrolisada (FENGEL; WEGENER, 1989;
CANILHA, 2010). A celulose também esta presente em espécies vegetais superiores,
como arvores, e em organismos primitivos, como algas marinhas e bactérias
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

CHOH OH CH,0H OH
o o o
OH on oH .
OH o 0 o
OH CH,OH OH CHCH
<+————— Celobiose ————»

Figura 2: Representacdo esquematica da molécula de celulose. (Adaptado de
SANDERS et al., 2012).
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Por sua vez, a fracdo hemicelulosica, constituida por 15% - 45% do material
lignocelulosico seco, é o segundo grande componente do material lignocelulésico e
também considerado o segundo polissacarideo mais abundante do mundo (COLLINS et
al., 2005). Conforme representado na Figura 3, a hemicelulose consiste em cadeias
ramificadas de agUcares, cujas unidades incluem principalmente hexoses e pentoses,
com curtas ramificacbes, tais como D-xilose, D-glicose, L-arabinose e D-galactose.
(KOOTSTRA et al., 2009). Existem classes de hemiceluloses, que podem ser formadas
por Xilana (homopolimero de D-Xilose), Xiloglucana (Heteropolimero de D-Xilose e
D-Glicose), Glucomanana (heteropolimero de D-glicose e D-manose),
galactoglucomanana (heteropolimero de D-galactose, D-glicose e D-manose) e
arabinogalactana (heteropolimero de D-galactose e L-arabinose) (SHALLOM E
SHOHAM, 2003; HAMELINCK, 2005). Essa fracdo hemiceluldsica é facilmente
hidrolisada quando comparada com a celulose, pela heterogeneidade dos compostos e
por apresentar estado amorfo (JEFFRIES, 1983; SUN & CHENG, 2005), permitindo a
utilizacdo dos seus agucares, como a Xilose, para a producdo de diferentes produtos de
interesse, como, por exemplo, xilitol (SANTOS; CONVERTI, 2005; SANTOS;
MUSSATO, 2005; SARROUH, 2009), etanol, butanol, isopropanol, 2-3-butadienol,
glicerol, acetona, acido acético e é&cido butirico (SCHUCHARDT et al.,, 2001,
ARRUDA et al., 2011, FERREIRA et al., 2011).

"
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Figura 3: Representacdo esquematica das hemicelulose (SANTOS et al., 2012)

A lignina é uma macromolécula polifenolica, representada pelos seus
precursores primarios na Figura 4, tendo em sua estrutura quimica, 3 metoxi-4-hidroxi-

fenilpropano e 4-hidroxi-fenilpropano, e constituida por 10%-30% do material
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lignocelulosico, sendo um dos principais componentes dos tecidos de gimnospermas e
angiospermas. Ela ocorre em tecidos vegetais e vasculares, apresentando um papel
importante no transporte de agua, nutrientes e metabdlitos, sendo responsavel pela
resisténcia mecanica de vegetais, resisténcia contra o atague microbiano e o estresse
oxidativo. (FENGEL; WEGENER, 1989; LEMOS, 2001). A degradacdo desse
composto por meio da hidrolise libera compostos fendlicos, alcodis aromaticos e
aldeidos, caracterizados como inibidores do metabolismo microbiano (ZALDIVAR et
al.,2000; GIRIO et al., 2010). A lignina é relevante como fonte potencial de inibidores
microbianos, apesar de ndo contribuir como fonte de carbono fermentavel. Além disso,
ela pode estar covalentemente ligada a hemiceluloses via ligacdes éster, conferindo, a

estrutura da parede celular, uma maior solidez e resisténcia (GRAY et al., 2006).

OH OH CH
- s
OCH: CHaO OCH;
OH OH
Alcoal Alcool Alcoal
p-cumarilico coniferilico sinapilico

Figura 4: Precursores primarios da lignina. (SANTOS et al., 2012)

O processo de fracionamento dos materiais lignocelulésicos é uma solucdo para
0 aproveitamento desses subprodutos, permitindo a separacao da hemicelulose, celulose
e lignina, uma vez que cada fragdo pode ser utilizada para obtencdo de diferentes
produtos (PARAJO et al., 1995).

Segundo Taherzadeh e Karimi (2008), um pré-tratamento eficiente e
econémico deve atender a alguns requisitos, destacando-se: produzir a fibra celulésica
reativa para o ataque enzimatico; evitar a formacdo de possiveis inibidores de enzimas
hidroliticas e microorganismos de fermentacdo; minimizar os custos com a reducéo de
tamanho da matéria-prima; reduzir os custos com material de construcéo dos reatores de
pré-tratamento; produzir menos residuos.

Alguns métodos de pré-tratamentos quimicos envolvem o uso de um &cido,

alcali, amodnia, solvente organico, SOz, CO2 ou outros produtos quimicos, sendo
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considerados de facil aplicacdo e de bons rendimentos de conversdo em curto espaco de
tempo (SARKAR et al., 2012). O pré-tratamento, com acido diluido, que veremos mais
adiante, aparece como o0 método mais favoravel para aplicagdes industriais, e tem sido
estudado em uma grande variedade de biomassas lignocelul6sicas. (HENDRIKS;
ZEEMAN, 2009; ALVIRA et al., 2010).

1.2 — Subprodutos agroindustriais: Bagaco de cana de agucar

Atualmente, o Brasil € um dos maiores produtores mundiais de cana de agucar.
De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a producéo total
de cana de agucar na safra 2016/17 ¢é estimada em 694,5 mil toneladas, ante as 665,6 mil
toneladas na safra de 2015/16. A Figura 5 ilustra a producdo de cana de acUcar por
regido do Brasil, e a partir da mesma constata-se que a regido sudeste € uma das maiores
produtoras deste insumo (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTACIMENTO -
CONAB, 2016). O estado de Sao Paulo produz cerca de 60% de toda a cana no Brasil,
e observa-se um crescente investimento na transformacdo das usinas produtoras de
acucar em biorrefinarias nesse estado (GONCALVES, et al., 2015; KHATIWADA et
al., 2016). Para cada tonelada de cana de agUcar processada, sdo gerados cerca de 140
kg de palha e 140 kg de bagaco em base seca. (SANTOS. et al. 2012). Estima-se que a
producdo residual anual de bagaco de cana esteja em torno de 100 mil de tonaledas
(NUNES et al., 2013).
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Figura 5: Percentual de area total de cana de agucar por regido. (CONAB — Jan/2017)
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O bagaco € resultante do processo de extracdo do caldo de cana de acUcar,
sendo constituido de quatro fragbes: material fibroso (45%), agua (51-49%), s6lidos néo
soluveis (2-3%) - que podem ser chamados também de biomassa lignocelulésica, um
material complexo formado por trés fragcdes organicas principais, como a celulose (35-
50%), a hemicelulose (20-35%) e a lignina (10-25%), apresentando concentracdes
diferenciadas em sua estrutura. (PANDEY et al., 2000; GOMEZ et al., 2010; GIRIO et
al., 2010; OJEDA et al., 2011), constituindo um importante subproduto da inddstria
sucroalcooleira. Como é considerado subproduto, praticamente ndo tem custo de
producdo ou transporte, e muitas vezes € utilizado como substituto de combustivel fossil
e da madeira, pois quando queimado gera vapor e energia elétrica permitindo a
autossuficiéncia energética das unidades produtoras e, em algumas, a comercializa¢do
da energia elétrica excedente (MATSUOKA et al., 2012).

O bagaco de cana de agUcar tem sido empregado como matéria-prima para a
industria de papel e papeldo, a fabricacdo de aglomerados ou, ainda, como material
alternativo na construcdo civil, como ragdo animal, como substrato para a producéo de
biomassa microbiana, em revestimentos acusticos, em forragem para agricultura,
producdo de alcool, alcalbides, enzimas e xilitol (PANDDEY et al, 2000; TORQUATO,
2006; COSTA, BOCCHI, 2012).

O bagaco de cana de acUcar, por apresentar uma composi¢do rica em acucares, é
amplamente estudadas como matéria prima de utilidade para diversos processos de
biotransformacdo, seja em processos de fermentacdo submersa (SILVA et al., 2003;
CARVALHO, et al., 2005) ou em fermentacdo em estado sélido (MAZUTTI et al.,
2006; KUMAR et al., 2003). Por meio de um mecanismo de hidrolise acida, a fracdo
hemicelulésica pode ser separada e os agUcares, como Xxilose, glicose e arabinose, sdo
liberados e identificados por cromatografia liquida, podendo ser utilizados em diversos
processos biotecnoldgicos (PANDEY et al., 2000; LAVARACK et al., 2002; MOSIER
et al., 2005; SOUZA et al., 2012).

A elevada concentracdo de xilose na fragcdo hemicelulésica do bagaco de cana
de acucar, a qual pode corresponder a 80% do total de acucares (RODRIGUES et al.,
2001), e a capacidade de assimilacdo dessa pentose por varias leveduras sdo o0s

principais fatores que impulsionam o aproveitamento dessa matéria-prima em diferentes
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processos de bioconversao, como para a producéo de xilitol e etanol. (SARROUH et al.,
2009; PRAKASHAM et al., 2009).

1.3 — Obtencédo de hidrolisado hemicelul6sico de biomassa agroindustrial por
hidrolise acida

1.3.1 — Pré-Tratamento

O processo de pré-tratamento pode ser realizado por métodos fisicos, fisico-
quimicos, quimicos ou bioldgicos, ou ainda uma combinacdo deles (SUN E CHENG,
2002; ALVIRA et al., 2010; AGBOR et al., 2011; BINOD et al., 2012;), e tem sido
utilizado para diferentes materiais lignocelulésicos (CARDONA E SANCHES, 2007;
SANCHES E CARDONA, 2008). De acordo com GALBE E ZACCHI (2007), para
um pré-tratamento ser considerado efetivo, deve apresentar algumas caracteristicas,
como: resultar em alta extracdo de agucares; permitir alta digestibilidade da celulose, no
caso de subsequente hidrolise enzimatica; produzir quantidades insignificantes de
produtos de degradacdo, derivados dos aglcares ou da lignina, que serdo tdxicos aos
micro-organismos; ter uma baixa demanda energética ou ser realizado em uma via que
possibilite o reiso da energia em outras etapas do processo, como calor secundario; e ter
um baixo custo de capital e operacional. Os pré-tratamentos mais apropriados dependem
de varios fatores, como o tipo de matéria-prima que serd utilizado e sua recalcitrancia. O
grande objetivo e desafio desse pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos sdo o
fracionamento adequado da celulose, hemiceluloses e lignina (Figura 6), juntamente
com uma baixa degradacdo de agucares, que constituem esses polimeros, a fim de se
obter rendimentos e taxas de fermentacdo maximos no processo empregado (GIRIO et
al., 2010).
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Figura 6: Esquema do fracionamento dos principais componentes dos materiais
lignoceluldsicos apos pré-tratamento. (ARRUDA, 2011)

Os tratamentos fisicos, moagem, trituracdo ou esfarelamento mecénico e a
explosdo com vapor, geralmente sdo empregados como um primeiro estagio na abertura
da estrutura lignoceluldsica, para dai se aplicar um tratamento hidrolitico quimico
(&cido ou alcalino) ou bioldgico (com enzimas ou células) (GALBE; ZACCHI, 2007).
Os processos mecanicos, como a moagem, reduzem o tamanho da particula e a
cristalinidade, e causam a quebra de ligacGes de longas cadeias moleculares (LASER et
al., 2002). A exploséo com vapor consiste em tratar a matéria-prima com vapor saturado
sob alta pressdo, a temperaturas entre 160 e 240 °C por até 20 minutos. Em seguida, a
pressdo € retirada e a mudanca brusca de pressdo causa ruptura das ligac@es de lignina e
hemicelulose & celulose. A adi¢do de SO pode aumentar o efeito desse pré-tratamento,
assim como a recuperacdo da hemicelulose (TENGBORG et al., 1998; SARKAR et al.,
2012).

A hidrdlise acida, empregando acido sulfurico diluido, tem sido referida como
um dos processos mais utilizados para a despolimerizacdo da fracdo hemicelul6sica em
materiais lignocelulosicos, devido ao seu baixo custo e alta eficiéncia (SUN; CHENG,
2005).

1.3.2 — Hidrélise acida

A hidrolise acida vem sendo bastante empregada como forma de obtencédo de
hidrolisados hemiceluldsicos, para a utilizagdo destes em diferentes bioprocessos,

porém, durante o procedimento de hidrdlise, sdo liberados, além dos acucares
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compostos, toxicos para 0s micro-organismos, como acido acético, fendis, furfural e
hidroximetilfurfural (CHANDEL et al., 2007c). Metodologias de reducdo da
concentracdo desses compostos tém sido empregadas, como o tratamento prévio do
hidrolisado pelo ajuste do pH, com resinas de troca ionica e/ou adsor¢do em carvao
vegetal ativado (FELIPE, 2004, CARVALHO et al., 2005).

No processo de hidrolise &cida, o uso de acidos concentrados, como HzSOs e
HCI, pode levar a ocorréncia de corrosdo no equipamento, por isso 0 emprego de &cidos
diluidos tem mostrado eficiéncia ao fornecer solugdes com alta concentragdo de
acucares e baixas concentragdes de compostos inibitérios, sem causar os problemas
relacionados aos &cidos concentrados. O processo consiste em hidrolisar a fracdo
hemicelulésica, sendo que as fracbes lignina e celulose permanecem quase inalteradas.
Alguns 4cidos diluidos, utilizados para a hidrolise &cida, séo: acido sulfarico,
hidrocldrico, acético e nitrico (LAVARACK; GRIFFIN; RODMAN, 2002; KUMAR et
al., 2009; GIRIO et al., 2010; TALEBNIA; KARAKASHEV; ANGELIDAKI, 2010). O
produto da hidrélise € uma solugdo, contendo principalmente agucares, como Xxilose,
glicose e arabinose. Outros produtos, como oligdbmeros, furfural, &cido acético,
hidroximetilfurfural, metais pesados (cromo, cobre, niquel e ferro) provenientes dos
equipamentos de hidrolise, assim como compostos aromaticos derivados da lignina e
dos extrativos da madeira, sdo também liberados ap6s o procedimento de hidrélise
(TEIXEIRA; LINDEN; SCHROEDER, 1999; BINOD et al., 2010). Os principais
produtos que podem se formar a partir da degradacdo dos acUcares, liberados durante o
pré-tratamento &cido da biomassa vegetal, foram estudados por Palmqvist e Hahn-

Hégerdal (2000), cujo diagrama esquematico esta ilustrado pela Figura 7.
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Figura 7: Esquema das reagBes que ocorrem durante a hidrélise &cida de materiais
lignoceluldsicos. (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000%, FONSECA, 2009).

RODRIGUES et al.,

bagaco de cana de aclcar, obtido por hidrdlise acida em reator piloto, conforme

(2010) caracterizam o hidrolisado hemicelul6sico do

apresentado na Tabela 2:

Tabela 2: Composicdo quimica do hidrolisado hemicelulosico de bagaco de cana de
acucar em reator piloto obtido por hidrolise acida.

pH 0,97
Propriedades fisicas °Brix 4,0

Condutibilidade (mS) 40,2

D-xilose 19,19

Acucares (g/L) D-glicose 0,981
L-arabinose 1,82

Produtos da degradacdo do agucar | Furfural 0,082

(g/L) (compostos furfurais) 5-hidroxumetilfurfural 0,0071
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Produtos da degradagéo da lignina | Acido galico 0,035
(9/L) (compostos fenolicos) Acido Vanilico nd*
Acido siringico nd*
P-Acido coumarilico 0,15
Acido ferulico 0,12
Aldeido protocatecuico 0,0067
Vanilina 0,0079
p-Acido hidroxibenzoico nd*
Total de compostos fenolicos (g/L) | Compostos fendlicos (g/L) 1,95
Acido Acético (g/L) Acido acético (g/L) 3,49
Cobre <0,1
Ferro 554,4
Cromo <0,1
Calcio 34,1
Magnésio 51,1
Compostos Inorganicos (g/L) Sodio 41,0
Potassio 103,9
Manganés 8,2
Zinco 6,5
Niguel 27,8
Enxofre 3433,6

*nd = ndo detectado
Fonte: RODRIGUES et al., (2010)

Diferentes métodos de destoxificacdo do hidrolisado hemicelulésico, obtido de
bagaco de cana, podem ser classificados em funcdo da forma de realizacdo (individual
ou combinado) e da natureza dos processos empregados (bioldgico, fisico e quimico).
Dentre essas técnicas, destacam-se o0 ajuste do pH pela adicdo de &cidos e bases
(ALVES et al., 1998; MARTINEZ et al., 2001), a adsorcio em carvdo ativo
(MARTON, 2002; VILLARREAL, 2005), a adsorcdo em resinas de troca ibnica
(CANILHA et al., 2004; MARTON, 2005; VILLARREAL, 2005), floculacdo por
polimero vegetal (SILVA, 2006; CHAUD, 2010) e a destoxificacdo bioldgica ou

biodestoxificagdo (FONSECA, 2009).

1.4 - Xilitol

1.4.1 — Caracteristicas e propriedades do Xilitol

O xilitol é um poliélcool
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CsH120s

(1,2,3,4,5-
pentaidroxipentano) (Figura 8) e classificado como adogante perfeitamente capaz de



substituir a sacarose. E tolerado por diabéticos e tem vaérias aplicagdes clinicas. De
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estrutura aberta, a molécula de xilitol possui cinco grupos hidroxila (OH), cada uma

delas ligadas a um atomo de carbono, razéo pela qual esse composto € conhecido como

poliidroxialcool aciclico ou pentitol (MAKINEN, 2000).

Carbono
B Oxigénio

0 Hidrogénio

Figura 8: Modelo molecular do xilitol — Software ACD/Chemsketch — vs. 4.55.

(MARTON, 2002).

Na Tabela 3, pode-se verificar as caracteristicas e propriedades fisico-quimicas
do xilitol HYNOVEN et al., (1982); BAR, (1991).

Tabela 3: Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do xilitol

Propriedades

Caracteristicas ou Valores

Férmula Empirica CsH120s
Massa Molar 152,15 g/mol
Aparéncia Po cristalino
Cor Branca
Sabor Doce

Odor Nenhum
Ponto de Fuséo 92-96° C
Ponto de Ebulicéo 216° C

pH (' solucédo aquosa a 10%) 5-7
Densidade (solucao aquosa a 10%) 1,03 g/MI

Solubilidade em agua a 20° C

63 g/100 g de solugéo

Viscosidade (solucdo aquosa a 10%)

1,23 cP (a 20° C)

Calor de Solucéao (endotérmico)

34,8 callg
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Valor Caldrico 2,4 kcallg
indice de Refracio (25° C) 1,3471 (solucgdo aquosa a 10%)
Higroscopicidade Em elevada umidade relativa, é mais higroscopico

que a sacarose e menos que o sorbitol

Poder adogante Similar ao da sacarose, superior ao do sorbitol e
manitol
Estabilidade Estavel a 120° C (ndo carameliza)

Fonte: HYNOVEN et al., (1982); BAR, (1991)

Em relacdo ao mercado do xilitol, RAVELLA et al. (2012) reportaram uma
estimativa no ano 2012 em 537 milhdes de ddlares/ano, com producdo estimada em
mais de 125.000 toneladas/ano, participacdo de 12% no mercado de polidis, e com
previsdo de continuar experimentando forte demanda e répido crescimento mundial.
Estes autores relataram também que o valor do xilitol era de 4,5 — 5,5 ddlares/kg para
compra por atacado por companhias alimenticias ou farmacéuticas, e de 20 ddlares/kg
para compra em supermercados (RAVELLA et al., 2012), sendo que o custo final do
produto varia e depende de custos de material e os custos de transporte, que por sua vez
dependem da matéria prima e da localizacdo de sua producdo (LANGE, 2007; KAZI et
al., 2010). Por sua vez, RUEDA et al. (2014) indicaram que o mercado global de xilitol
passara de 537 milhdes de dolares em 2013, correspondente a aproximadamente
161.500 toneladas, a 1 bilhdo de dolares, equivalente a 242.000 toneladas, em 2020. Na
Asia a producdo de xilitol a partir de sabugo de milho corresponde a mais de 50% do
total da producdo mundial, enquanto que o restante desta producdo encontra-se na
Europa, Estados Unidos e Australia. A empresa Danisco (atualmente parte de DuPont)
destaca-se como uma das maiores produtoras mundiais de xilitol, e utiliza madeiras
duras, como bétula obtida em associacdo com a industria de papel e polpa, e milho
como matérias primas (RAVELLA et al., 2012).

O xilitol tem um poder adogante semelhante a da sacarose, mas com um valor
caldrico inferior (2,4cal/g, enquanto que o da sacarose € 4,0 cal/g), pode ser utilizado
sozinho ou em combinagdo com outros adocantes para realcar o sabor dos alimentos,
pode ser utilizado em gomas de mascar, produtos de confeitaria e chocolate,
promovendo um efeito refrescante devido ao seu elevado calor endotérmico da solugéo

(34,8 cal/g); ndo participa de reacGes Maillard (que causam a formacdo de compostos
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que escurecem 0s produtos alimentares); pode ser empregado como antioxidante,
hidratante, estabilizador e crioprotetor, por reduzir o ponto de congelamento de alguns
produtos. (PRAKASHAM, et al., 2009; ALBULQUERQUE et al., 2014; MOHAMAD
et al., 2015). A Figura 9 apresenta alguns produtos encontrados no mercado, formulados

a base de xilitol.

—cablete

VAL

Peso Lig. 49
tablete

D—

N
& }ﬁﬁol !
p

Figura 9: Exemplos de produtos formulados a base de xilitol

1.4.2 - Aplicaces do xilitol

Em vista do crescente nimero de pessoas que apresentam algum tipo de
distdrbio metabdlico e necessitam, por isso, diminuir ou mesmo cessar 0 consumo de
acucar, varios centros de pesquisa nacionais e estrangeiros tém tentado encontrar um
substituto do agucar (sacarose) que seja, a0 mesmo tempo, nutritivo e benéfico para a
salde, atuando na cura ou na prevencédo de doencas.

Ao contrario dos agucares convencionais, o xilitol independe de insulina para ser
metabolizado pelo organismo, sendo, por isso, bem tolerado pelas pessoas portadoras de
Diabetes mellitus Tipo I ou Tipo Il (PEPPER, OLINGER, 1988; BAR, 1991). De fato,
nenhuma das duas principais vias de absorcéo do xilitol (figado e microbiota intestinal)
é mediada pela insulina. Esse adogante pode ser empregado no tratamento de outras

desordens metabdlicas, como a deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase e
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na dieta de obesos, uma vez que exerce pequena contribuicdo para a formacdo de
tecidos gordurosos quando comparado a outros acucares (MANZ et al., 1973; VAN
EYSetal., 1974; MUSSATO et al., 2002).

O xilitol também ¢é eficiente no tratamento ou na prevencdo da osteoporose e em
pacientes com fibrose cistica, conforme comprovado por MATTILA et al., (1998). Em
pesquisas com animais, esses autores verificaram que o Xxilitol promove o aumento da
massa 0ssea, preserva 0s minerais neles existentes e evita o enfraquecimento de suas
propriedades biomecanicas. MATTILA et al., (2005) mostraram que a administragao
simultanea em ratos de 10% de xilitol aliada a 10% de etanol aumentou o volume dsseo
e 0 conteudo mineral desses animais.

O xilitol ndo e fermentado pela maioria dos microrganismos da cavidade bucal
humana e, por isso, é capaz de inibir a desmineralizacdo dos dentes e de exercer efeito
ndo-cariogénico (TAMANINI; HAULY, 2004). Esse efeito decorre do fato de o
Streptococcus mutans, principal causador das caries, ndo utilizar o xilitol como fonte de
carbono e de ndo haver acidificacdo do pH, o que contribui para o crescimento desse
microorganismo. (FERREIRA, 2007). De acordo com MONTANUCI et al., (2013), o
uso de gomas de mascar apos a ingestdo de bebida acida provocou uma elevacao no pH
salivar dos voluntarios, sendo que os grupos que utilizaram gomas com fosfopeptideo
de caseina — fosfato de célcio amorfo e xilitol em sua composicdo — apresentaram 0s
melhores resultados.

A eficiéncia do xilitol no tratamento de doencas respiratérias € atribuida por
ZABNER et al. (2000) a baixa permeabilidade transepitelial desse edulcorante, que,
dessa forma, ndo é metabolizado pela maioria das bactérias e pode diminuir a
concentracdo de sais no liquido que reveste a superficie interna dos pulmdes.
Experimentos realizados por esses autores, a partir de 50 pL de uma solugédo a 3 mM de
xilitol, demonstraram que as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa (principais causadoras de doencas pulmonares) ndo utilizam xilitol para
crescimento, o que resulta na diminuicéo da concentracao de sais no liquido e aumenta a
atividade antibidtica natural dos pulmdes. Pode-se dizer, portanto, que o xilitol fortalece
o0 sistema de defesa natural dos pulmdes, atrasando ou prevenindo o estabelecimento de

infeccdes bacterianas, entre as quais se inclui a pneumonia.
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De acordo com KONTIOKARI et al. (1995), o xilitol atua na prevencdo ou no
combate da pneumonia, inibindo o crescimento da bactéria Streptococcus pneumoniae,
principal causadora de sinusites e infeccfes no ouvido médio. Segundo UHARI et al.
(1996), a dose diaria requerida de xilitol capaz de combater a otite média aguda ainda
ndo é conhecida. No entanto, estudos realizados com criangas revelaram que uma dose
diaria de 8,4 g de xilitol, dada sob a forma de 2 gomas de mascar (mascadas durante 5
minutos cada), mostrou-se efetiva no combate a essa doenca, reduzindo em cerca de
40% a ocorréncia da infeccdo. Também sob a forma de xarope, o xilitol foi bem
tolerado por criancas e mostrou-se eficaz na prevencdo de otite, diminuindo a
necessidade de antibioticos (UHARI et al., 1998).

Uma composic¢do contendo xilitol pode ser usada no tratamento de vaginoses.
Este poliol atua seletivamente sobre a bactéria patogénica Gardnerella vaginalis, ndo
inibindo o crescimento do Lactobacillus acidophilus, a bactéria predominante da
microbiota vaginal (KIMBERLY CLARCK CO, 2006a; KIMBERLY CLARK CO,
2010). O agente terapéutico é geralmente colocado em contato com a vagina em uma
quantidade necessaria para atingir o efeito necessario. A quantidade ideal é aquela
suficiente para inativar, mas ndo necessariamente matar 0S mMmicro-organismos
responsaveis pela infeccdo (KIMBERLY CLARK CO., 2010).

1.4.3 — Producdao de xilitol

O Xilitol pode ser encontrado na natureza em muitas frutas e vegetais, tais como
alface, couve-flor, ameixas, framboesas, morangos, uvas, bananas, assim como em
leveduras, liquens e cogumelos, em quantidades inferiores a 0,99/100g (PARAJO et al.,
1998a), porém o processo de extracao diretamente dessas fontes ndo é economicamente
viavel pelas baixas concentracbes de xilitol presentes nessas frutas e vegetais.
(HYVONEN et al., 1982; PEPPER; OLINGER, 1988). Estudos realizados revelaram
que o corpo humano produz, por dia, cerca de 5 a 15 g de xilitol (PEPPER et al., 1988).
De acordo com a literatura, o xilitol é bem tolerado pelo organismo quando ingerido em
doses que ndo ultrapassem, em um adulto, 60 g/ dia, j& que a ingestdo de doses
superiores as indicadas produz efeito laxativo (MUSSATO et al., 2002).
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1.4.3.1 - Processo quimico

Em escala comercial, o xilitol é convencionalmente produzido por processo
quimico, que teve inicio, na Finlandia pela empresa Finnish Sugar Co. Ltda., Helsink,
cuja capacidade de producdo € superior a 3000 ton/ano. O processo, patenteado em
1977 (Patente # 4008285) (MELAJA; HAMALAINEM, 1977), consiste na
hidrogenacdo catalitica da xilose pura, obtida por meio da hidrolise de materiais
lignocelulosicos. De modo geral, sdo necessarias quatro etapas basicas para a realizacao
do processo quimico:

(1) Desintegracdo de materiais lignocelul6sicos ricos em xilana, por meio de

uma hidrolise acida;

(2) Separacdo da xilose do hidrolisado, por cromatografia, para obtencdo de uma

solucdo de xilose de elevada pureza;

(3) Hidrogenacdo catalitica da xilose pura em xilitol, na presenca de niquel

como catalisador

(4) Purificacéo e cristalizacdo do xilitol (MELAJA; HAMALAINEM, 1977)

A producéo de xilitol por via quimica depende do rendimento do processo, da
pureza da solucdo inicial de xilose, da purificacdo para remocdo de residuos do
catalisador e de subprodutos gerados durante o processo de hidrogenacdo (MELAJA;
HAMALAINEN, 1977), o que resulta no aumento de tempo e custo de processamento.
(PARAJO et al., 1998a). A conversdo bioldgica de D-xilose em xilitol é um dos alvos
para esse proposito, uma vez que esse processo é menos critico devido a disponibilidade
de biomassa vegetal como matéria-prima e ao uso de micro-organismos. O processo
requer menos energia € menores custos, aléem de ndo utilizar um catalisador tdxico.
(ALBULQUERQUER, et al., 2014; PRAKASH et. al, 2011; CADETE et al., 2015)

2.5 — Micro-organismos produtores de xilitol

Um dos processos mais atrativos para a producgdo de xilitol atualmente é a via
biotecnoldgica, que apresenta vantagens, como o uso de condi¢gdes mais brandas de
pressdo e temperatura (SANTOS, 2005; CUNHA, 2006), e a ndo necessidade de utilizar

a xilose pura, pois as leveduras sdo capazes de converter a Xxilose presente no
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hidrolisado hemicelulosico em xilitol (SARROUH; SILVA, 2008). A Tabela 4

apresenta alguns micro-organismos capazes de assimilar a xilose e produzir o xilitol.

Tabela 4: Micro-organismos produtores de xilitol a partir de xilose

Micro-organismos Referéncias

Bacillus subtillis CHENG et al., 2011
Escherichia coli SUZUKI et al., 1999
Candida tropicalis KO et al., 2006
Candida (Spathaspora) materiae MOURA, 2015
Cyberlindnera saturnus KAMAT et al., 2013
C. xylosilytica CADETE et al., 2015
Debaryomyces hansenii GIRIO et al., 1989

D. nepalensis KUMDAM et al., 2012
Meyerozyma guilliermondii KO et al., 2006

Millerozyma farinosa (Pichia miso) | GONG et al., 1983; RODRIGUES et al., 2011

Ogataea (Hansenula) polymorpha | RAO et al., 2008

Scheffersomyces amazonensis CADETE et al., 2012, 2016b
Sc. stipitis RODRIGUES et al., 2011
Spathaspora brasiliensis CADETE et al., 2016a

Sp. roraimanensis CADETE et al., 2016a

Sp. suhii CADETE et al., 2016a

Sp. xylofermentans CADETE et al., 2016a

Os residuos lignocelulésicos tém sido satisfatoriamente utilizados como
alternativa para producéo de xilitol por meio de diferentes tratamentos (ALVES et al.,
1998), utilizando distintos microorganismos. A Tabela 5 apresenta os valores de
conversao de substrato em produto (Yp/s) e produtividade volumétrica (Qp) de algumas
linhagens diferentes, que utilizam diversos materiais lignocelulésicos para a producéo

de xilitol.
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Tabela 5: Fator de conversdo de substrato em produto (Yp/s) e produtividade
volumétrica (Qp) de leveduras comumente estudadas quanto a producdo de xilitol a
partir de residuos agroalimentares.

Material Espécie Yps Qp Referéncia
(9/9) | (9/Lh)
Bagaco de Debaryomyces hansenii 0.59 0.19 PRAKASH et al.,
cana de acgucar ' ' 2011
Meyerozyma 0,81 | 060 | ARRUDA, 2011
guilliermondii
M. guilliermondii 0,67 0,34 | PEREZ etal., 2016
Casca de arroz | Candida tropicalis 0,60 ni* RAMBO et al., 2013
Eucalyptus spp | D. hansenii 0,57 0,40 | DIZetal., 2002
Palha de arroz | M. guilliermondii 0,72 0,61 MUSSATO et al.,
2001
M. guilliermondii 0,59 0,42 | CANILHA etal.,
2008
M. guilliermondii 0,90 0,50 | DOMINGUEZ et al.,
2004
Residuo de M. guilliermondii 0,64 1,04 | MORALEZ, 2005
eucalipto
Sabugo de Cyberlindnera saturnus 0,54 0,20 | KAMAT etal., 2013
milho C. tropicalis 0,57 0,95 | CHENGetal., 2014

ni* = ndo informado. Yp/s = fator de conversdo de substratos em produto (gramas de
xilitol produzido por gramas de xilose consumida); Qp = Produtividade volumétrica
(gramas de xilitol produzida por litro por hora).

A via metabolica, utilizada pelas leveduras para produzir xilitol a partir de
xilose, pode ser descrita da seguinte forma: a xilose é inicialmente reduzida a xilitol, em
uma reacao catalisada pela enzima xilose redutase - XR (E.C. 1.1.1.2.1), na presenca de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatada ou ndo em sua forma reduzida
(NADPH/NADH). Essa etapa é seguida pela oxidacdo do xilitol a xilulose catalisada
pela enzima xilitol desidrogenase — XDH (E.C.1.1.1.9) NAD" dependente ou mais
raramente, NADP™ dependente. A xilulose pode entdo ser fosforilada a xilulose-5-
fosfato, molécula que pode ser convertida, por meio de rea¢fes ndo oxidativas da via
pentose monofosfato, a gliceraldeido 3-fosfato e frutose 6-fosfato. Esses compostos
intermediarios podem ser metabolizados por via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), que
estd conectada a outras vias como ciclo de Krebs e as reacdes de fermentacdo alcdolica
(WINKELHAUSEN; KUSMANOVA, 1998).

As enzimas xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase (XDH) podem

apresentar diferentes relacbes aos cofatores oxidados e reduzidos, dependendo da
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espécie de levedura. Na levedura Scheffersomyces stiptitis, a enzima XR é dependente
dos cofatores NADPH ou NADH, e a enzima XDH ¢ dependente principalmente do
cofator NAD" (JEFFRIES, 1983; WINKELHAUSEN; KUMANOVA, 1998; HAHN-
HAGERDAL et al., 2006). Em Candida utilis, a enzima XR requer como cofator
NADPH, enquanto a XDH é dependente da NAD*. YOKOYAMA et al. (1995)
sugerem que micro-organismos que apresentam a enzima XR dependente de NADH séo
melhores produtores de etanol, e, em contrapartida, aqueles que apresentam Xilose
redutase dependente de NADPH acumulam xilitol. Além disso, a disponibilidade de
oxigénio influencia o requerimento dos cofatores dessas enzimas. CondicGes de
anaerobiose ou limitadas de oxigénio causam um desbalanco redox, o qual interfere na
producdo de xilitol e dos subprodutos desse metabolismo, como etanol e/ou glicerol
(FELIPE, 2004). As atividades de xilose redutase e xilitol desidrogenase sdo também
influenciadas por outros carboidratos, como arabinose e glicose, presentes juntamente a
xilose nos hidrolisados hemicelul6sicos, como o de bagaco de acucar (SILVA; FELIPE,
2006).

Assim, leveduras dotadas de XR estritamente dependentes de NADPH produzem
xilitol como o produto principal do metabolismo de D-xilose em condic¢des limitadas de
oxigénio. As leveduras que apresentam uma XR com dupla utilizacdo de co-fator podem
oxidar NADH a NAD" nesta etapa, reduzindo assim a formacéo de xilitol e permitindo
que o metabolismo de D-xilose prossiga sob condicdes limitadas de oxigénio. A relacéo
direta entre a dupla dependéncia de co-fatores por XR em relacdo as atividades ligadas ao
NADH e a capacidade de fermentar D-xilose em etanol com alta eficiéncia por leveduras
ja foi mostrada (CADETE et al., 2014). A Figura 10 apresenta um esquema do

metabolismo de xilose por leveduras.
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Figura 10: Esquema simplificado do metabolismo de xilose por leveduras.
(LOURENCGCO, 2009).

Varias pesquisas vém sendo realizadas para o conhecimento dos fatores criticos
da bioconversdo de D-xilose em xilitol por C. guilliermondii, tanto em meios sintéticos
como em hidrolisados hemicelul6sicos. Dentre estes fatores, destacam-se o pH
(LAWFORD; ROUSSEAU, 1993; RODRIGUES et al., 2003), a repressao catabodlica
exercida pela D-glicose (YAHASHI et al.,, 1996; LEE et al., 2000) a idade e a
concentracdo do indculo ( PFEIFER et al., 1996; FELIPE et al., 1997a), a concentragdo
inicial de xilose (SILVA; AFSCHAR, 1994; FELIPE et al., 1997a), a temperatura
(PARAJO et al., 1998b; SENE et al., 2000), a relagdo glicose : xilose no meio de
fermentacdo (SILVA; FELIPE, 2006), a suplementagéo utilizando sulfato de aménio e
farelo de arroz (CARVALHO et al., 2007), e concentragéo de oxigénio (SENE et al.,
2000) A presenca de determinados compostos em hidrolisados hemiceluldsicos pode
inibir o crescimento do micro-organismo, diminuindo também sua capacidade de

aproveitamento da fonte de carbono para a producdo de xilitol (MUSSATO et al.,
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2005). Entre esses, encontram-se o furfural, o hidroximetilfurfural e o &cido acético
gerados durante a degradacao da fracdo hemicelulésica (MARTON et al., 2003), além
de compostos fenolicos originados da lignina e ions metélicos oriundos da corrosao de
equipamentos de hidrolise (WATSON et al., 1984).

2 - CONCLUSAO

O Brasil dispde de grande variedade de residuos agricolas e agroindustriais,
como palha de cereais, sabugo de milho, cascas de arroz, soja, bagaco de cana de
acucar, dentre outros, cujo processamento desperta um grande interesse econémico e
social. Esses residuos precisam ser hidrolisados, na maior parte, ocorrendo por hidrélise
acida, para que possam ser fermentados e aproveitados biotecnologicamente, gerando
acucares fermenteciveis (xilose). Porém, junto com a liberacdo dos agucares, podem ser
liberados compostos toxicos que sdo inibitorios ao metabolismo microbiano, entdo tem
que ser tratado utilizando carvao vegetal ou resinas de troca ionica. Esses hidrolisados,
ricos em xilose, depois de tratados, podem ser empregados para a producao
microbioldgica de xilitol e etanol, uma alternativa ao processo comercial por sintese
quimica. Diante de alguns estudos, leveduras como Candida guilliermondii,
Debaryomyces hansenii e Candida tropicalis, bem como novas espécies de
Cyberlindnera, sdo consideradas produtoras de xilitol, um adocante com propriedades
peculiares, como a anticariogenicidade e a metabolizacdo independente da insulina.
Conclui-se que o aproveitamento de residuos agroindustriais para a producdo de xilitol
por processo biotecnoldgico é uma alternativa eficiente e eficaz, considerada viavel

economicamente.
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