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Resumo

O bagaco de azeitona extractado (BAE) € o residuo proveniente da industria da extracgéo
de 6leo de bagaco de azeitona, actualmente utilizado apenas como fonte energética de
baixo valor acrescentado e que pode ser valorizado. Com vista a sua valoriza¢cdo no ambito
do conceito de biorrefinaria, neste trabalho é estudada uma estratégia de valorizagdo da
hemicelulose com vista a producdo de xilitol, composto com aplicacdes potenciais na
industria alimentar, farmacéutica e cosmética.

O BAE foi submetido a uma hidrélise com acido diluido, tendo-se estudado a influéncia da
razdo liquido/solido, e utilizando um planeamento experimental de Doehlert, o tempo de
operacdo e concentracdo de catalisador (H,SO,) a 130 °C. Os resultados foram
interpretados através do factor de severidade combinado (CS), tendo as condi¢cBes éptimas
sido encontradas para o CS de 2,64, (3,5% H,SO, e 130 min). Tendo por objectivo a
remocdo do hidrolisado de potenciais compostos inibidores, foram ensaiados Varios
métodos de destoxificagdo, tendo o escolhido sido o tratamento com carvéo activado por
NaOH que permitiu remover 100% de furfural, 97% de hidroximetilfurfural e 92% dos
compostos fendlicos presentes.

Os ensaios de bioconversdo realizados com Debaryomyces hansenii CCMI 941,
seleccionada neste trabalho, demonstraram ser necessario o passo de destoxifica¢cdo, uma
vez que sem este ndo se detectou qualquer crescimento ou formacdo de produtos.
Simultaneamente, estudou-se o efeito da suplementacdo com diferentes suplementos do
hidrolisado. A maior produtividade em biomassa e poliois foi obtida apenas com a adi¢ao de
sais, vitaminas e oligoelementos (TEVM), o que constitui uma vantagem relativamente a

outros sistemas hidrolisados por microrganismos descritos na literatura.
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Abstract

The extracted olive pomace (EOP) is the waste of the olive-pomace oil extraction industry,
used mainly as an inexpensive energy source.

In order for its valorization within the biorefinery concept, in this work it is developed a
upgrading strategy for its hemicellulose aiming for the production of xylitol, a compound with
potential applications in the food, pharmaceutical and cosmetic industries.

EOP dilute acid hydrolysis was optimized by studying the effect of liquid/solid ratio, and by
using the Doehlert experimental design, the effects of time and catalyst (H,SO,)
concentration at 130 °C. The combined severity factor (CS) was used to interpret the results
and the optimum conditions were established at CS of 2.64 (3.5% H,SO, and 130 min). In
order to achieve the removal of potential inhibitory compounds, several detoxifications
procedures were tested, and the method chosen was the use of charcoal activated with
NaOH that allowed to remove 100% of furfural, 97% hydroxymethylfurfural and 92% of
phenolic compounds present in the hydrolysate.

The bioconversion assays carried out with Debaryomyces hansenii CCMI 941 (selected in
this work) proved that the detoxification step is an absolute requirement, since without it, no
growth, or xylitol production, were observed. Simultaneously, the effect of supplementation
was also studied. The higher biomass and polyols productivity were obtained with the
supplementation of low-cost salts, vitamins and trace elements, what constitutes a significant

advantage over other hydrolysates described in the literature.
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Extended Abstract

The extracted olive pomace (EOP) is the waste of the olive-pomace oil extraction industry.
Currently it is produced in large amounts throughout the entire Mediterranean basin, and
there are no effective upgrade technologies for its valorization. As such, it is mainly used as
an inexpensive energy source, either on site, or sold to other industries.

As pomace oil extraction is carried out in large centralized facilities, this material is highly
geographically concentrated, and already located on an industrial site. Furthermore, its
significant polysaccharide content (above 45%) as quantified in this work, make it an
interesting material for the biotechnological valorization within the biorefinery concept. The
hemicellulosic content (that accounts for approximately 50% of all polysaccharides) is
particularly relevant and its challenging valorization is studied in this work, by the
development of an upgrading strategy targeted to the production of xylitol, a compound with
potential applications in the food, pharmaceutical and cosmetic industries.

For this, the dilute acid hydrolysis pre-treatment was used for the selective recovery of
hemicelluloses. The effect of liquid/solid ratio (LSR) was initially studied, which enabled to
define one of the lowest LSR described in literature (3) that enable to get highly concentrated
pentose-rich hydrolysates and a low usage of process water.

The dilute acid hydrolysis was further optimized by using the Doehlert experimental design to
study the effects of time (0 to 180 min) and catalyst (H2SO4) concentration (0.5 to 3.5%) at
130 °C. The combined severity factor (CS) was used to interpret the results and its limitations
are highlighted, so that the use of empirical mathematical models was used instead to fine
tune the operational conditions, that were established at 3.5% H2S0O4 and 130 min
(CS=2.64).

Under the optimal conditions it was possible to obtain a hydrolysate containing more than 34
g/L of xylose, one of the highest reported in literature for non-concentrated hydrolysates.
Furthermore, glucose was found in relative low amounts (similar to arabinose concentration),
rendering this hydrolysate quite interesting for xylose bioconversion. The amounts of
potential microbial inhibitors such as aliphatic acids (mainly acetic acid), furans (furfural and
hydroxymethylfurfural) and phenolic compounds were high as compared to other
hydrolysates. This is a consequence of the high content of extractives (of which soluble
phenolic compounds) and the high degree of acetylation of the hemicelluloses and was dealt
on the subsequent task, hydrolysate detoxification. The remaining solids have an increased
glucan content that can be upgraded into bioethanol, within the integrated biorefinery
concept.

Hydrolysate detoxification was studied using physico-chemical treatments, specifically
neutralization with alkaline agents (NaOH, Ca(OH)2, CaCO3), adsorption to activated

charcoal, and evaporation. The best method found was the use of charcoal activated with

X



NaOH (patent pending from this work) that allowed to remove 100% of furfural, 97%
hydroxymethylfurfural and 92% of phenolic compounds present in the hydrolysate.

In order to access polyols production in BAE hydrolysate, six Debaryomyces hansenii yeast
strains both from var. hansenii (CCMI 495, CCMI 470, CCMI 493 and 494) and var. fabryi
(CCMI 496 and CCMI 941) were cultivated in chemically defined medium, with both glucose
and xylose to mimic hydrolysate composition, in order to have some insight on their pentose
metabolism. As expected, they have shown a quite different behavior, with strains belonging
to var. fabryi showing a better performance than var. hansenii. Nevertheless, two strains
were selected, one from each group, for further studies, The selected strains were CCMI 493
and CCMI 941 that displayed a lower biomass yield, a parameter chosen as indicator that
they could potentially dissipate an higher Carbon flux into products.

The bioconversion assays were carried out with both strains, in hydrolysate based media,
but, conversely to CCMI 941, Debaryomyces hansenii CCMI 493 was not able to grow in
these media. For CCMI 941 it was shown that the detoxification step is an absolute
requirement, since without it, no growth, or xylitol production, were also observed.
Simultaneously, the effect of hydrolysate concentration, aeration and supplementation was
also studied through the addition to the hydrolysate of yeast extract, peptone, corn steep
liquor and a solution of trace elements, vitamins and minerals (TEVM). The higher biomass
and polyols productivity were obtained with the supplementation of low-cost salts (TEVM),
what constitutes a significant advantage over other hydrolysates described in the literature.

Key-Words

Extracted olive pomace
Dilute-acid hydrolysis
Hemicellulosic hydrolysates
Debaryomyces hansenii
Xylitol
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Enquadramento e objectivos

Este trabalho foi realizado na Unidade de Bioenergia (UB) do Laboratério Nacional de
Energia e Geologia (LNEG), no &mbito do projecto “RefinOlea — Valoriza¢do Integrada de
Residuos da Extraccao de Azeite”, QREN 5450 (2009-2012), projecto em co-promogao com
a UCASUL — Unido de Cooperativas Agricolas, Ucrl., Alvito, financiado no ambito do
Sistema de Incentivos a Investigacdo e Desenvolvimento Tecnoldgico— Projectos em Co-
promocao.

O projecto RefinOlea pretende avaliar possibilidades de valorizagdo da biomassa disponivel
na empresa Mariano Lopes e Filhos/UCASUL resultante da extraccao de 6leo de bagaco de
azeitona e estudar formas de as implementar de um modo técnico e economicamente viavel,

nomeadamente:

e Processos de pré-tratamentos da biomassa (hidrotérmicos e acido diluido)
e Destoxificagdo e concentragdo de hidrolisados recorrendo a técnicas de membrana

e Estudos de sacarificacao enzimatica do Bagaco de Azeitona Extractado (BAE)

Assim, no ambito deste projecto, o presente trabalho tem como principais objectivos:

Caracterizacéo fisico-quimica do Bagaco de Azeitona Extractado

Optimizacdo da hidrélise &cida selectiva da hemicelulose do Bagago de Azeitona

Extractado, para obtencdo de um hidrolisado rico em pentoses

Caracterizagdo quimica dos hidrolisados e residuos solidos obtidos

Desenvolvimento de métodos de destoxificacdo dos hidrolisados obtidos

Avaliagéo da viabilidade desse hidrolisado para a produgéo de polidis, em particular

o xilitol, pela levedura Debaryomyces hansenii
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1. Introducéo

O uso de combustiveis fésseis para a producdo de energia e matérias-primas, veio permitir
um grande desenvolvimento industrial durante século XX. No entanto, desde ha algum
tempo que existem sinais, que ameagcam este modelo econdmico baseado na industria
petroquimica, tais como: a diminuicdo de stocks, aumento da procura por parte das
economias emergentes, a incerteza do preco e o interesse social e politico para reduzir as
emissbes de gases de efeito estufa. Assim, surge a necessidade de reduzir a dependéncia
de matérias-primas petroquimicas, através do desenvolvimento de alternativas energéticas e
de novas matérias-primas renovaveis. Entre 0os potenciais recursos alternativos, os materiais
lenhocelulésicos tém sido identificados como a principal fonte de biocombustiveis e de
outros produtos de valor acrescentado, ao passo que as energias edlica, solar ou
hidroeléctrica apenas podem traduzir-se em energia ou calor. Neste contexto, 0s paises
industrializados voltaram a considerar a biomassa como matéria-prima adequada para a
producdo de energia e produtos quimicos, devido ao seu caracter renovavel, baixo custo e
ampla disponibilidade (Akpinar et al. 2011;Parajo et al. 2008). Associada a esta actualizagédo
de desenvolvimento tecnolégico e industrial deu origem o conceito de biorrefinaria, analogo
ao conceito de refinaria (petroquimica) (SIADEB 2011).

A conversdo de biomassa € actualmente realizada em instalaces, com capacidade limitada
para obter produtos (como o etanol, ésteres de acidos gordos, glicerol, metanol, etc.), em
que, em geral, ndo se explora todo o potencial econémico da biomassa. O propésito desta
nova abordagem é o desenvolvimento de "biorrefinarias integradas"”, entendidas como
instalacbes em que se aproveitam todos os subprodutos e fracgbes da biomassa para
produzir uma grande variedade de produtos (Kumar et al. 2008) - industrias de base
biol6gica, utilizando uma variedade de diferentes tecnologias para a producdo de produtos
guimicos, biocombustiveis, ingredientes alimentares, racdes, biomateriais e energia
utilizando a biomassa como matéria-prima (Biopol 2008).

As bioconversdes de materiais lenhocelulésicos em produtos de valor acrescentado
requerem, em geral, multiplos passos de processamento, que incluem: (i) pré-tratamento
(mecanico, quimico ou biol6gico), (i) a hidrélise de polimeros para produzir moléculas
facilmente metabolizaveis (por exemplo, hexoses ou pentoses), (i) a utilizagdo destas
moléculas por microrganismos para produg¢do de produtos quimicos (iv) e a separacéo e
purificacdo destes produtos quimicos.

Estas instalacdes, sendo j& uma realidade emergente em alguns paises, necessitam ainda
de desenvolvimentos cientificos e tecnol6gicos que lhes permitam ultrapassar as suas
actuais limitacdes (SIADEB 2011). O desenvolvimento destas instalacbes passa por
aperfeicoar os processos e equipamentos de modo a alargar a origem da matéria-prima a

utilizar e a fazer face a sua heterogeneidade e complexidade estrutural (Bozell et al.



2007;SIADEB 2011), de modo a minimizar o desperdicio e a maximizar o rendimento, ndo
s6 em combustiveis liquidos como também em produtos de valor acrescentado (Carvalheiro
et al. 2008). Desde logo os custos da matéria-prima podem ser minimizados se forem

considerados, por exemplo, residuos agricolas ou agro-industriais.

1.1 Os materiais lenhocelulésicos

Através de praticas florestais e agricolas, industrias de celulose, de madeira e muitas agro-
industrias, sdo geradas grandes quantidades de “residuos” lenhoceluldsicos (Quadro 1.1)
que podem resultar num problema de poluicdo ambiental (Howard et al. 2003).

Existem assim varios tipos de biomassa lenhocelulésica que podem ser agrupados em trés
categorias: residuos florestais de madeiras folhosas (ex: eucalipto, carvalho, faia), madeiras
resinosas (ex: pinheiro, abeto) e residuos e subprodutos agricolas e agro-industriais (ex:
carolo do milho, palhas de cereais, dreche cervejeira, bagaco de cana-de-acucar)
(Hasyierah et al. 2008). As enormes quantidades de biomassa vegetal residual consideradas
"residuos" podem, potencialmente, ser convertidas em diferentes produtos de valor
acrescentado, incluindo biocombustiveis, produtos quimicos, (Howard et al. 2003), massa
proteica para fins alimentares e metabolitos de valor acrescentado, como é o caso do xilitol,
acido glutamico, glicerol, sorbitol e arabitol (Sheldon 2011).

Quadro 1.1 - Composicdo em celulose, hemiceluloses e lenhina de diversos materiais lenhocelulésicos,
expressos em g/100g de matéria seca (Adaptado de Girio et al. 2010).

Materiais lenhocelulésicos Celulose Hemiceluloses Lenhina

Madeiras resinosas (softwoods)

Pinho 42,9-52,2 13,5-26 26,3-30,2
Abeto 43-51,1 15,2-26 27,3-29
Madeiras Folhosas (hardwoods)

Carvalho 38,9-44 18,7-23,8 21,5-24,7
Choupo 39-51,3 21-28,4 20,3-26
Eucalipto 38-54 15-30 23,1-37
Faia 43,2-49,8 18-28,2 16-24
Platano 40 23 22
Salgueiro 33,1-41,5 13-21,9 21-25,2
Residuos Agro-industriais

Bagaco de azeitona 17,3-33,7 15,3-38,7 41,2-47,5
Carolo de milho 31,7-39,4 31,9-34,7 15,9-22,3
Casca de arroz 36,7-37,7 16,7-17,3 21,3-22,1
Palha de cevada 13,8 16,7 33,75
Palha de trigo 32,3-43,8 21,9-35,5 8,9-19,8
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1.1.1 Estrutura dos materiais lenhocelul6sicos

Do ponto de vista quimico, os componentes dos materiais lenhocelulésicos podem ser
classificados em componentes de elevada e baixa massa molecular. Dos primeiros fazem
parte os principais constituintes da parede celular: celulose, hemiceluloses e lenhina. Nos
compostos de baixa massa molecular incluem-se os extractivos (compostos organicos) e,

em menor percentagem, a cinza (compostos inorganicos) (Figura 1.1).

Biomassa vegetal

Compostos de baixa massa

Compostos macromoleculares

molecular
| I | I |
Holocelulose Matéria Matéria
(polisacaridos) organica inorganica
]
I ]
Celulose Hemicelulose Lenhina Extractivos Cinzas

Figura 1.1 - Principais componentes na biomassa vegetal (Adaptado de Demirbas 2009).

A composi¢cdo quimica dos materiais lenhocelulésicos varia com a origem, espécie,
condi¢cbes de crescimento e variagfes biologicas e genéticas.

A Figura 1.2 representa esquematicamente a organizacdo da parede celular em termos de
interligagcdo entre os polimeros estruturais: um esqueleto microfibrilhar de celulose é envolto
por moléculas de hemicelulose, com a lenhina ocupando os espac¢os vazios deixados entre
as moléculas de hemiceluloses. Em conjunto formam um material compdésito que confere
resisténcia a ataques microbiol6gicos e enzimaticos e, por conseguinte ao seu
fraccionamento (Fengel et al. 1983;Pereira et al. 2003).

Os extractivos encontram-se no lumen celular e células parenquimatosas (Fengel et al.
1983;Pereira et al. 2003).



Hemiceluloses

\/

Figura 1.2 - Organizagdo estrutural dos componentes macromoleculares de materiais lenhocelulésicos
(Silva et al. 2009).

1.1.1.1 Celulose

A celulose € o principal componente na maioria dos materiais lenhocelulésicos (40-60%),
(Khanal et al. 2010). E um polimero constituido por moléculas de B-D-glucopiranose (forma
ciclica da glucose) unidas por ligagdes glicosidicas B -1,4 (Ek et al. 2009). Porém, cada
molécula de glucose apresenta uma rotacdo de 180° em relacdo as moléculas vizinhas, pelo
que a unidade basica de repeticdo é na realidade uma molécula de celobiose (Nag 2008). E
esta organizacao que permite o estabelecimento de ligacGes entre as varias cadeias de
celulose, associada ao arranjo estrutural desta molécula (Figura 1.3).

Unidade de celobiose

Figura 1.3 - Representacdo das liga¢fes inter e intramoleculares na celulose.

A orientagdo das ligacdes e pontes de hidrogénio entre cadeias de celulose fazem um
polimero altamente estavel e cristalino (Khanal et al. 2010), apresentando um elevado grau
de polimerizagcdo (cerca de 10000) (Pereira et al. 2003). Embora ocorram regides

desordenadas (zonas amorfas), estima-se que 70% da celulose se encontre sob a forma
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cristalina e altamente ordenada (Pereira et al. 2003) (Figura 1.4). Nas regibes ordenadas, as
ligacdes de hidrogénio entre as cadeias de celulose sédo tdo intensas que a agua néo
consegue interrompé-las por complexacdo com os grupos hidroxilo. Isso confere-lhe elevada
resisténcia quimica, pois faz com que a celulose seja insolivel na maioria dos solventes
(incluido 4gua), mas ndo em outros compostsos, como seja o0 acido sulfurico ou os liquidos
ionicos (Rauter et al. 2010).

Regido Amorfa Regigo Cristalina Regido Amorfa
ey 30-60 nm e\
— NG S
— — 777_\\ /———'—*
R IR s, O LGRLED | s
— —
N N

Figura 1.4 - Modelo de uma microfibrilha de celulose com regibes cristalinas intercaladas com regides

amorfas. Legenda: - - - Hemiceluloses, = Celulose (Adaptado de (Pereira et al. 2003).

1.1.1.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo o segundo polissacarido mais abundante na natureza (20-40%),
(Khanal et al. 2010). Sao polimeros heterogéneos constituidos por cadeias principais de
pentoses (B-D-xilose, «-L-arabinose) e/ou hexoses (B-D-manose, pB-D-glucose, «-D-
galactose), ramificadas com outras pentoses ou hexoses, grupos acetilo, acidos urénicos
(4cidos a-D-glucorénico, a-D-4-0-metilglucurénico e a-D-galacturénico) (Kumar et al. 2008)
e/ou compostos fendlicos, por exemplo, o acido ferdlico.

As hemiceluloses apresentam diferencas quanto a sua estrutura e composi¢cao em funcao
da sua origem biol6égica. No grupo das resinosas, as hemiceluloses sdo essencialmente
constituidas por glucomananos, possuindo assim uma proporcao superior de unidades de
manose e glucose, comparativamente as hemiceluloses das folhosas e residuos agricolas.
O contetido de manose pode chegar aos 10% nas folhosas e até 5% nos residuos agricolas.
Na maioria das folhosas e residuos agricolas, como cerca de 80% dos acUcares
hemicelulésicos correspondem a xilose, é frequente associar o conteddo em hemicelulose
ao conteudo em xilano (Moure et al. 2006).

Os xilanos mais comuns s&o formados por uma cadeia principal de xilose ligada por ligactes
B-1,4, onde as unidades estruturais sado substituidas por arabinose, acido glucurénico,
acético, feralico e p-cumérico (Moure et al. 2006) (Figura 1.5).

Os principais componentes hemicelulésicos da azeitona sdo xilanos e xiloglucanos. Os

xilanos séo formados por uma cadeia principal de xilose ligada por ligagdes B-1,4, onde as
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unidades estruturais sao substituidas por acido glucurdénico, arabinose ou grupos acetilo. Os
xiloglucanos sao formados por uma cadeia de glucose, também ela ligada por ligagdes B-
1,4, ligada a moléculas de xilose. Podem ser distinguidos dois tipos de xiloglucanos que
diferem no grau de substituicdo de unidades de xiloses na cadeia principal. Algumas dessas
unidades séo substituidas com galactose ou arabinose, ou uma fucose ligada, por ligacdes
1,2, a uma galactose. Nos xiloglucanos séo também substituidas unidades de xilose com o-
acetilo (Vierhuis et al. 2001).

D-xilose

L-arabinose

acido 4-O-metil
D-glucurénico

acido feralico
D-galactose

grupo acetilo

Figura 1.5 - Representacdo de uma molécula de hemicelulose (xilano).

As hemiceluloses apresentam uma estabilidade quimica e térmica inferior a celulose. Devido
a falta de cristalinidade e ao grau de polimerizacdo mais baixo (entre 40 e 200) sao soluveis
em meio alcalino, a temperatura ambiente, e facilmente hidrolisaveis por acidos nos seus

componentes monomeéricos (Pereira et al. 2003).

1.1.1.3 Lenhina

A biomassa lenhocelul6sica é composta por 10-25% de lenhina, é um polimero aromatico
complexo formado pela polimerizacdo de 3 mondémeros de fenilpropano, unidos por ligacdes
éter e carbono-carbono com diversos padrfes de ligagdo. Os principais monomeros
constituintes da lenhina sdo os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (Fengel et al.
1983) (Figura 1.6). Tal como ocorre nas hemiceluloses, este polimero apresenta grande
diversidade na sua composicao consoante a sua origem. Nas madeiras resinosas, o alcool
coniferilico € a principal unidade (90%) sendo o restante alcool p-cumarilico e sinapilico. A
lenhina das madeiras folhosas € composta por unidades de alcool coniferilico e sinapilico
(Khanal et al. 2010;Pereira et al. 2003).



OH OH

C H 3 C Hq_
o~ 0 o~ "
OH OH I OH
(_JH}
Alcool p-cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Figura 1.6 - Mon6meros constituintes da lenhina.

Como resultado da sua estrutura quimica, a lenhina € um polimero resistente com fortes
ligacdes covalentes distribuidas numa rede tridimensional, responsavel pela natureza
hidrofébica, pela rigidez da parede celular, resisténcia a compressdo e a ataques
microbianos, desempenhando um papel fundamental no transporte de agua, nutrientes e de
metabolitos secundarios (Pereira et al. 2003). Apresentam um grau de polimerizacdo entre
20 e 400 (Fengel et al. 1983;Pereira et al. 2003).

Sendo a natureza quimica da lenhina diferente da dos polissacéaridos, as reac¢bes de
hidrélise acida ou enzimética, afectam pouco a lenhina, sendo por isso um dos polimeros
naturais mais resistentes. No entanto, a lenhina € mais sensivel que os polissacaridos a
reaccOes de oxidacdo ou a accdo de solventes organicos (Fengel et al. 1983;Pereira et al.
2003) e a sua degradacdo biolégica ja& € conhecida por ter sido alcancada por fungos,
especialmente actinomicetas (Nag 2008).

1.1.1.4  Compostos de baixa massa molecular/extractivos

Para além dos componentes estruturais da parede e de outros materiais poliméricos, estao
presentes nas células vegetais muitos outros compostos. Representam, em geral, uma
pequena fraccdo dos materiais lenhocelulésicos (em geral inferior a 10%), mas podem ter
influéncia nas suas propriedades e afectar o seu processamento (Fengel et al. 1983). Estes
compostos podem ser divididos em orgéanicos (extractivos) e inorganicos (cinza). A sua
composicdo e quantidade relativa dependem, a semelhanca dos compostos
macromoleculares, de factores como a espécie, a proveniéncia, a idade e a localizagdo na
planta (Fengel et al. 1983).

Os compostos organicos, do tipo lipofilico e hidrofilico, compreendem uma grande variedade
de terpendides, esterois, acidos gordos esterificados com glicerol ou com alcoois de elevado
peso molecular (ceras), acidos gordos livres, compostos fendlicos (como os taninos),
amino&cidos, pectinas, amidos e alcaldéides (Mustranta et al. 1995;Philipp et al.
1988;Rydholm 1985). S&o normalmente quantificados a partir da sua solubilidade (total ou

parcial) em solventes organicos neutros e/ou agua, denominando-se, por essa razao,
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‘extractaveis’ (Pereira et al. 2003). A maior parte dos extractivos sdo metabolitos
secundarios, importantes no desenvolvimento e crescimento celular e defesa contra ataques
microbianos (Pereira et al. 2003).

Os compostos inorganicos incluem elementos (em quantidades inferiores a 1%) como o

potassio, magneésio e silicio (Fengel et al. 1983).

1.2 Producéo de azeite e a obtencéo do bagaco de azeitona

Os paises mediterranicos produzem cerca de 96% do azeite produzido mundialmente, que
se estima que seja superior a 3 mil milhdes de toneladas. A Espanha produz cerca de um
terco de toda a producdo mundial, sendo o maior produtor. A Italia e a Grécia posicionam-
se, respectivamente, como o 2° (29%) e 3° (14%) produtores. Portugal detém, actualmente,
a par com a Argélia e a Jordania, a 82 posigcéo no ranking produzindo cerca de 29 145 ton de
azeite (MADRP 2007).

1.2.1 Métodos de extraccdo do azeite e residuos gerados

Até h& cerca de 30 anos atras, todo o azeite era obtido por prensagem. Na década de 70,
por razbes econdmicas, os lagares foram gradualmente abandonando a pratica, pois trata-
se de um método muito trabalhoso. O método alternativo que surgiu foi um sistema continuo
de trés fases que funciona por meio de centrifugacéo da pasta de azeitona moida.

Apesar das vantagens deste sistema em comparacdo com a prensagem (automacao
completa, azeite de melhor qualidade, menor area necessaria), também apresenta alguns
inconvenientes, nomeadamente maior consumo de agua e energia, maior producdo de
aguas residuais e instalagcdes mais caras. Durante os anos 90, houve uma nova mudanca
tecnolégica introduzindo-se o sistema de duas fases, que reduz o consumo de agua,
optimiza os custos de extraccdo e impede a producao de elevadas quantidades de aguas
rucas, um efluente altamente poluente (Moral et al. 2006;Roig et al. 2006).

O processo de producdo de azeite pode ser subdividido em trés fases: (1) limpeza das
azeitonas (2) preparacdo de uma pasta homogénea e (3) extrac¢do e purificacdo do azeite
Na primeira fase, os elementos de maiores dimensdes tais como pedras e ramos, Sao
retirados. A folhagem é removida com ar e as azeitonas posteriormente lavadas com agua
corrente (Roig et al. 2006).

Na segunda fase (comum aos 3 tipos de sistemas de extraccdo), as azeitonas s&o
processadas por moagem sendo trituradas até se formar uma pasta. Seguidamente esta
pasta € batida e aquecida numa termobatedeira de maneira a aumentar o rendimento de

extraccao do azeite.



Na terceira fase, procede-se a extrac¢do propriamente dita, ou seja, a separacdo da fase
sélida (o bagaco) das fases liquidas (0 azeite e a agua de vegetacdo) que difere consoante

0 sistema utilizado:

e Sistema tradicional: a massa é colocada entre os capachos e submetida a pressao para
separar 0 mosto oleoso (mistura de azeite e agua), que posteriormente se deixa

decantar para obter, por diferenca de densidade, o azeite;
e Sistema continuo (por centrifugacao):

e De 3 fases: a pasta de azeitona adiciona-se agua e faz-se passar por uma
centrifuga horizontal onde é separada a parte sélida do mosto oleoso. O mosto
passa depois por uma centrifuga vertical onde se separa 0 azeite da agua de
vegetacao;

e De 2 fases: processo praticamente igual ao anterior com a diferenca de que em
vez de se adicionar 4gua a massa, a agua existente no sistema sai

conjuntamente com a fase sélida, mais humida, portanto.

As aguas e 0s sOlidos sdo assim separados do azeite e ainda centrifugados a fim de
recuperar azeite residual. O azeite é purificado através da clarificacdo por sedimentacéo ou
por filtragdo por peneiras vibratérias. As aguas também sdo clarificadas antes da sua
eliminacdo. Os soélidos residuais da etapa de purificacdo sdo misturados com aqueles
provenientes da etapa de extraccdo. A principal diferenca entre os bagacos € teor de agua
gue possuem (Niaounakis et al. 2006).

1.2.2 Valorizacdo do bagaco de azeitona

Em consequéncia das grandes produgfes de azeite, surgem também elevadas producdes
de residuos, nomeadamente, bagaco de azeitona e efluentes, o que imp8e problemas de
natureza ambiental.

Enquanto que nos lagares de prensas e sistemas continuos de trés fases, o bagaco
produzido ainda representa uma mais valia em termos econémicos, sendo adquirido pelas
fabricas de extracgéo de 6leo de bagaco, o bagaco humido dos sistemas de duas fases, tem
menor valor comercial, dadas as suas caracteristicas de humidade e viscosidade que
tornam dificil o seu transporte, armazenagem e secagem. Tendo em vista a sua utilizacdo
torna-se necessario proceder a uma pré-secagem (Moral et al. 2006).

A problemética destes bagacos humidos fez-se sentir com maior incidéncia nas regiées do
Alentejo e Tras os Montes dada a elevada laboracéo de azeite por sistemas de duas fases.
No Alentejo, esta situacdo foi ultrapassada com a entrada em funcionamento em 2001 da
UCASUL —Uniéo de Cooperativas do Sul, que processa os bagacos humidos produzidos na
regido (MADRP 2007).



Estes bagacos depois de reduzida a sua humidade, tal como os bagacos de prensas e dos
sistemas de trés fases, sdo canalizados para de extracgdo de 6leo de bagagco. Na UCASUL
0 bagaco é descarregado em lagoas de recepcéo, onde fica armazenado até ser submetido
a um processo de secagem em grandes secadores cilindricos rotativos, colocados
horizontalmente. Quando é atingida uma percentagem de humidade de aproximadamente
8%, 0 bagaco € levado até um equipamento especial em que o 6leo ai contido € recuperado
utilizando solventes, geralmente hexano. Em seguida a mistura solvente e o 6leo de bagaco
€ submetida a um processo de destilacdo, conseguindo-se a separagdo do 6leo do hexano,
podendo este Ultimo ser novamente reutilizado no processo (Figura 1.7). Este processo de
extraccao origina, por sua vez, um subproduto o Bagaco de Azeitona Extractado, que é
frequentemente utilizado como combustivel, devido ao seu elevado poder calorifico (MADRP
2007). O o6leo de bagaco bruto depois de refinado é comercializado como 6leo alimentar de
bagaco de azeitona, sendo frequentemente utilizado para corrigir o grau de acidez de
azeites. (MADRP 2007).

Secagem em Extracgdo com

cilindros rotativos hexano Destilagéo

Hexano
Extracto /

(hexano+dleo) Oleo de bagaco
de azeitona

Bagago himido
(sist. de 2 fases)

Bagaco seco /
\ Bagaco
extractado

Outros
bagagos

Figura 1.7 - Esquema representativo da extrac¢ao do 6leo de bagaco de azeitona e obtencédo do bagaco
extractado.

A valorizacdo actual do bagaco de azeitona extractado passa pela sua utilizacdo como fonte
energética na propria fabrica e para venda como matéria-prima energética de baixo valor.

Neste sentido, tém sido propostas diversas abordagens para a sua valorizago:

e Aplicacdo directa em solos agricolas, mediante compostagem ou queima
(Kotronarou et al. 2003);

e Tratamento termoquimico — Combustéo, Gaseificagéo, Pirdlise (Masghouni et al.
2000)

e Biodegradacao aer6bia e anaerébia (Borja et al. 2006;Saier 2007)

10



e Fraccionamento tendo em conta a producéo de biocombustiveis e produtos de valor
acrescentado (sec¢ao 1.5.2) (Coimbra et al. 2010) e que sera abordagem seguida

neste trabalho.

1.3 Fraccionamento de materiais lenhocelulésicos

No ambito de uma biorrefinaria, um pré-requesito para a conversao biolégica de biomassa
lenhocelulésica em produtos de valor acrescentado, passa por tratar e hidrolisar esta de
modo a produzir monossacaridos acessiveis aos microrganismos, uma vez que a estrutura
polimérica dos materiais lenhocelulésicos impede a utilizacéo directa dos seus componentes
pela maioria destes (Peters 2007).

Para isso, a biomassa tem de ser pré-tratada, seja fisicamente, quimicamente, e/ou
biologicamente. A principal limitagdo dos métodos de fraccionamento existentes reside na
dificuldade de separagéo de um tipo de componente sem que ocorra alguma degradagéo na
estrutura quimica dos restantes, pelo que a selecgao criteriosa das condi¢cdes operacionais
é fundamental.

As diferentes propriedades fisicas e quimicas da celulose, hemicelulose e lenhina reduzem
0os meétodos disponiveis para a obtencdo de uma separagéo selectiva destes polimeros, a

um numero reduzido de processos.

1.3.1 Processos de Hidrolise

Os processos de hidrélise podem abranger métodos acidos (como a hidrélise com &cido
diluido e &cido concentrado), métodos hidrotémicos (autohidrélise e explosdo com vapor),
métodos alcalinos, assim como métodos enzimaticos, 0s quais muitas vezes sao
combinados com hidrélises quimicas (Peters 2007).

As principais opgbes para o processo selectivo de fraccionamento de hemiceluloses da
biomassa incluem o uso de &cidos, agua (no estado liquido ou vapor), solventes orgéanicos e
agentes alcalinos. As duas ultimas op¢Bes ndo so sdo selectivas para a hemicelulose como
também removem a lenhina, o que pode dificultar o processo de valorizagdo, por exemplo,
fermentagdo ou bioconversdo, pois os compostos derivados da lenhina geralmente séo
inibidores do crescimento microbiano. Assim, pré-tratamentos com acido/agua/vapor sao as
tecnologias de aplicacdo mais permitindo rendendo uma solubilizacdo selectiva de
hemiceluloses e a obtencéo de licores ricos em agucares e solidos enriquecidos em celulose
que podem ser utilizados noutros processos (Girio et al. 2010). No entanto, também a
celulose pode ser solubilizada neste tipo de tratamentos pelo que se o objectivo for
solubilizar apenas hemiceluloses, deve-se ter em conta que estas podem solubilizar em

condigbes mais suaves, para ndo afectar significativamente a celulose. Dependendo das
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condicdes operacionais, também sdo formados produtos de degradacdo a partir de agucares
(derivados de furanos e &cidos fracos) e a partir de lenhina (compostos fendlicos) (Girio et
al. 2010).

1.3.1.1 Hidrolise acida

Os processos catalisados por acidos podem ser divididos em processos que utilizam acidos
concentrados, com recurso a temperaturas moderadas, e processos que utilizam acidos
diluidos, a temperaturas elevadas. Nestes processos, o catalisador mais utilizado é o &cido
sulfarico (H,SO,4), embora outros acidos inorganicos, como o &cido cloridrico (HCI), nitrico
(HNO:s) e trifluoroacético (TFA), também possam ser utilizados. Em processos com acido
diluido também ja se encontra descrito a utilizacdo de &cido fosférico (HsPO,) e &cidos
organicos fracos (Carvalheiro et al. 2008;Girio et al. 2010).

O mecanismo de hidrélise &cida envolve trés passos principais: no primeiro da-se a
protonacdo do oxigénio da ligacdo glicosidica seguidamente ocorre a ruptura da ligacao
glicosidica com formacé&o de um carbocatido e no fim da-se a regeneracéo do ido H;O", por
reaccdo do carbocatido com uma molécula de agua, formando uma molécula final estavel
(Figura 1.8).

HO. HO.
+
1] H 0
— ROH
—_—
OH — ipida OH
HO R Rap HO
HO. o HO Q
+ oH — +
H +
Répida 5"
OH _—H
OH HO [+)
HO a0\
H

Figura 1.8 - Mecanismo proposto para a cisdo das ligagBes glicosidicas na despolimerizacdo das

hemiceluloses em meio acido (Adaptado de (Belkacemi et al. 1991).

No caso da celulose, a formacdo do carbocatido esta dificultada pelas ligacdes
intramoleculares das cadeias de celulose (as que conferem cristalinidade a estrutura
polimérica). Este facto conduz a que a hidrélise das zonas amorfas da celulose ocorra muito
mais depressa do que nas zonas cristalinas (Goldstein 1983;Wright 1988). Uma vez que as
hemiceluloses ndo possuem uma estrutura cristalina, € de esperar que sejam solubilizadas
muito mais facilmente do que a celulose. Assim, devido a estas diferengas de caracteristicas
entre a celulose, a hemicelulose e lenhina, é possivel seleccionar as condi¢cdes de operacdo
de forma que a hidrélise seja mais selectiva. Deste modo, podem hidrolisar-se os materiais
lenhocelulésicos com &cido diluido a temperaturas elevadas que solubilizam quase a

totalidade das hemiceluloses ou utilizar-se acido concentrado a temperaturas moderadas e
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provocar a hidrdlise total da celulose e das hemiceluloses, permanecendo a lenhina como
residuo insoluvel (Sun et al. 2002). As condi¢cdes de operacdo vdo depender assim dos

objectivos que se pretendam.

Factor de severidade

A composic¢do quimica dos hidrolisados hemicelul6sicos obtidos através de uma hidrélise
com &cido varia de acordo com uma série de factores tais como natureza da matéria-prima,
concentracdo de acido, temperatura utilizada no processo de hidrolise e tempo de reacgéo.
Com base na necessidade de encontrar expressbes que englobassem as diferentes
variaveis operacionais de forma a permitir a comparacdo de experiéncias realizadas em
diferentes condi¢cdes Overend e Chornet (Overend et al. 1987), propuseram o factor de
severidade (R,), desenvolvido com base no conceito de indice de severidade utilizado na
industria do petréleo e que se traduz pela seguinte expressao:

: T-10
Ro=_o[exp{ 14753.dt (Eq. 1.1)

Onde T representa a temperatura da reaccao ( °C), t o tempo de residéncia (min) e 14,75 um
parametro empirico relacionado com a energia de activagao.

De modo a considerar o efeito da concentragdo de catalisador, (Chum et al. 1990)
propuseram o factor de severidade combinado (CS) que se relaciona com a Eq.1.1 pela

seguinte expressao:

CS =log Ro— pH (Eq. 1.2)

Hidrolise com acidos diluidos

A hidrélise com &cido diluido €, em geral, a principal escolha para a hidrélise selectiva das
hemiceluloses a monossacaridos, uma vez que é um método rapido e eficaz (Carvalheiro et
al. 2004a;Sun et al. 2002). Como se pode observar pelos dados do Quadro 1.2, consoante o
tipo de acido e o tipo de material lenhocelulésico, as condigdes podem variar bastante (0,7 —
8,0%) (120 — 240 °C) Tipicamente, as concentracfes de 4cido sulfurico usadas na hidrolise
de hemiceluloses variam entre 0,5 — 1,5% e as temperaturas entre 121 — 160 °C (Sun et al.
2002). Dependendo do substrato utilizado e das condigcbes operacionais, podem ser
recuperados até 95% dos acucares das hemiceluloses (Carvalheiro et al. 2004a). Contudo,
€ necessario um cuidado especial na optimizacdo das condicbes operacionais usadas, de
modo a aumentar a recuperacao de monossacaridos e minimizar a formacao de produtos de
degradacao (Carvalheiro et al. 2004a). Se sdo aplicadas temperaturas elevadas ou tempos
longos, os monossacéridos formados continuardo a ser convertidos em produtos de
degradacao (Nag 2008), que para além de reduzirem os rendimentos em acucares S&o

potencialmente inibidores do metabolismo microbiano (Carvalheiro et al. 2004a).
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Quadro 1.2 - Condi¢cdes operacionais utilizadas na hidrélise com éacido diluido de diferentes materiais

lenhocelulésicos.

Material Acido  Concentragdo  Temperatura  Duragéo Referéncias
de acido (%) (°C) (min)
Residuos agro
industriais
Pallha de milho H,SO, 0,98 140 60 (Lloyd et al. 2005)
) (Vasquez et al.
Palha de trigo H,SO, 1,9 140 30
2007)
(Vasquez et al.
Sorgo HsPO, 6 134 300
2007)
Residuos de algodéo H,SO, 6 140 15 (Akpinar et al. 2011)
. (Montané et al.
Carocos de azeitona H,SO, 0,5-2,4 220-240 <2
2002)
Madeiras Folhosas
Carvalho H,SO, 2,5 190 30 (Wilson et al. 1989)
Eucalipto H,SO, 3 100-130 60 (Parajo et al. 1997)
Faia HCI 2,5 165-240 20-40 (Prior et al. 1989)

Madeiras Resinosas
(Palmgvist et al.

Abeto H,SO, 2,4 200 30
1998)

Os inibidores podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica. Entre eles
incluem-se acidos fracos/alifaticos, furanos e compostos fendlicos.

Os furanos incluem furfural, resultante da desidratacdo de pentoses e HMF, resultante da
desidratacdo de hexoses (Lenihan et al. 2010) (Figura 1.10).

Por sua vez, os acidos alifaticos (acido acético, formico e levulinico) podem resultar de
reacgOes de degradacgéo de furanos ou da hidrélise da prépria hemicelulose. O acido acético
resulta da hidrélise dos grupos acetilo das hemiceluloses (Sun et al. 2002). O acido férmico
e levulinico sdo, geralmente, produtos resultantes da degradacdo do hidroximetilfurfural
(HMF), sendo que o acido férmico também pode ser formado a partir dos grupos metoxilo,
das hemiceluloses ou da degradacao do furfural (Palmqvist 1998;Taherzadeh et al. 2004).
Nos hidrolisados também sdo libertados varios outros compostos inibidores, como
extractivos (terpendides, compostos fendlicos, ceras, etc.) (Howard et al. 2003;Pereira et al.
2003).

Os compostos fendlicos resultam da solubilizacdo da lenhina e incluem &acidos, alcoois e
aldeidos aromaticos e cetonas de Hibbert, sendo os mais toxicos os de baixo peso

molecular.
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Figura 1.9 - A composicdo dos materiais lenhocelulésicos e potenciais produtos resultantes da sua
hidrélise com acido diluido (Adaptado de (Taherzadeh et al. 2004).

Este processo apresenta, em relacdo a hidrolise com acidos concentrados, a vantagem de
levar a um menor consumo de acido, menores problemas de corrosdo e de exigir menos
energia na recuperacao de acido (Sun et al. 2002). Sob condi¢des controladas, os niveis de
produtos indesejaveis gerados podem ser baixos (Taherzadeh et al. 2004).

Hidrolise com acidos concentrados

A hidrolise com acido concentrado permite a hidrélise de hemiceluloses e celulose, pelo que
0s processos com Aacidos concentrados sdo geralmente referidos por produzirem maior
guantidade de agucares, em comparagdo com processos com acido diluido (Nag 2008). Os
acidos concentrados podem atacar as pontes de hidrogénio existentes entre as cadeias de
celulose, destruindo a sua cristalinidade. Este tipo de processo ocorre geralmente a
temperaturas moderadas, 20-50 °C (Goldstein 1983;Wright 1988) e em tempos
relativamente curtos, 20-60 min (Girio et al. 2010). A solubilizacdo dos polissacéaridos é
possivel utilizando concentracdes variadas, por exemplo, 72% de H,SO,, 41% de HCI ou
100% de TFA (Girio et al. 2010).

Embora este seja um método eficaz para a hidrélise da celulose e tenha a vantagem de
operar a temperaturas baixas levando a reducdo de custos operacionais (Nag 2008), os
acidos concentrados sao toxicos, corrosivos e perigosos, e como tal, requerem reactores
altamente resistentes a corrosdo. O potencial comercial para este processo devido a custos
de investimento e manutencdo torna-se muito reduzido. Além disso, o acido concentrado
deve ser recuperado apés hidrélise para tornar o processo economicamente viavel (Girio et
al. 2010;Nag 2008). Possui ainda a vantagem de a formac&o de produtos de degradacéo ser
baixa, contudo a sua taxa de formacdo pode ser severamente afectada por pequenas

mudancas na temperatura (Hormeyer et al. 1988).
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1.3.1.2 Métodos hidrotérmicos

Os processos hidrotérmicos incluem principalmente a utilizacdo de 4gua a temperaturas
elevadas (autohidrolise) e tratamentos de explosdo com vapor. Normalmente, a
autohidrélise € realizada a temperaturas ligeiramente mais baixas, mas por periodos mais
longos que a explosdo com vapor, (Hormeyer et al. 1988). O objectivo de ambos os
processos € a hidrdlise selectiva e solubilizacdo das hemiceluloses, deixando também a
celulose mais acessivel para uma posterior hidrolise (Hormeyer et al. 1988). Nestes
processos nao é adicionado nenhum catalisador tornando-os econémica e ambientalmente

atractivos.

Autohidrdlise

O processo de autohidrélise baseia-se no uso de agua a temperaturas elevadas (pressao
acima do ponto de saturacdo). A temperatura de opera¢do usualmente encontra-se entre
150 °C e 230 °C e o tempo de reaccdo pode variar desde varios segundos a horas,
dependendo da temperatura (Banerjee et al. 2010;Girio et al. 2010).

Os catalisadores na autohidrélise séo ides de hidrogénio gerados in situ pela auto-ionizagédo
da agua e, posteriormente, do acido acético resultante dos grupos acetilo das hemiceluloses
(Banerjee et al. 2010).

A recuperacdo das hemiceluloses pode ser relativamente elevada na ordem de 55-84%. A
celulose e lenhina ndo séo significativamente afectadas, produzindo uma fase sdlida rica
nestes polimeros e uma fracgao liquida em que a concentracao de potenciais inibidores de
fermentacéo é relativamente baixa (Sun et al. 2002).

Devido ao pH moderado, os problemas de corrosdo sdo reduzidos, e as etapas da
reciclagem de acido e remocao de precipitados ndo sdo mais necessarias. Isto reduz os
custos operacionais e trds consequéncias benéficas para o0 ambiente em comparacdo com
outras tecnologias hidroliticas. A principal desvantagem deste processo € que as
hemiceluloses solubilizadas aparecem principalmente na forma oligomérica (Sun et al.
2002).

Explosdo com vapor

A explosdo com vapor é normalmente realizada a temperaturas da ordem 160 - 260 °C
(correspondente a uma pressao de 0,69 - 4,83 MPa) durante varios segundos a alguns min
antes de o material ser exposto a pressdo atmosférica, o que faz com que este seja
submetido a uma descompressdo explosiva (Sun et al. 2002). As hemiceluloses séo
parcialmente hidrolisadas em oligémeros solGveis ou em aglcares simples. Acredita-se que
esta solubilizacado, juntamente com o fraccionamento da lenhina, seja responsavel por uma

maior acessibilidade da celulose para hidrélise enzimatica (Sun et al. 2002;Vessia 2005).
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Tal como acontece com a autohidrélise, a etapa da reciclagem de acido ndo é necessaria, o
que reduz 0s custos operacionais e trazem consequéncias benéficas para o ambiente (Sun
et al. 2002;Vessia 2005).

As desvantagens de explosdo com vapor séo a elevada exigéncia de energia e o facto de se
obter por vezes uma elevada degradacéo dos acgucares e formag¢do de compostos inibidores
(Sun et al. 2002;Vessia 2005).

1.3.1.3 Métodos alcalinos

Na bibliografia este método é habitualmente referido como pré-tratamento para aumentar a
susceptibilidade do material a uma posterior hidrolise enzimatica (Bjerre et al.
1996;Targonski 1985;Ucar 1990). Ao contrario do acido ou dos processos hidrotérmicos, os
pré-tratamentos alcalinos sédo muito eficazes na solubilizagéo de lenhina (Girio et al. 2010).

Apesar de realizados a temperaturas moderadas, estes tratamentos sdo morosos e utilizam
a solugdes concentradas (Carvalheiro et al. 2008). A desvantagem deste tipo de sistema
alcalino esta parcialmente associada a dificuldade de recuperacdo das bases, de modo a

garantir viabilidade econdmica do processo (Girio et al. 2010).

1.3.14 Hidrdlise enziméatica

Os pré-tratamentos eficazes no processamento de materiais lenhocelulésicos, déo origem a
solugBes ricas em hemiceluloses solubilizadas na forma oligomérica ou monomérica. No
caso de se encontrarem na forma oligomérica € necessaria a sua conversao a
monossacaridos de modo a possibilitar a sua utilizacdo pelos microrganismos (Palmqvist et
al. 2000). Uma das possibilidades consta do uso de enzimas. A maioria dos estudos sobre
hemicelulases tem-se centrado até agora sobre as enzimas que hidrolisam xilano (Girio et
al. 2010).

Uma das vantagens deste processo reside na utilizacdo de temperaturas moderadas, em
meios ndo corrosivos, estando implicitamente ligadas as vantagens econdmicas em termos
de equipamento e energia. No entanto, apresenta as desvantagens de produtos formados
poderem inibir as enzimas, causando decréscimo da eficiéncia da hidrélise (Palmqvist et al.
2000), também o custo da enzima bem como a sua recuperagdo no final do processo
acarretam custos (Parisi 1989). Possui ainda a desvantagem de se tratar de um processo
mais moroso do que, por exemplo, a hidrélise &cida e necessitar de um pré-tratamento
prévio (Howard et al. 2003).

No ambito da valorizacdo dos materiais lenhocelulésicos, a hidrélise enzimética é o método
mais utilizado para a hidrélise da celulose depois de um pré-tratamento, em geral,

hidrotérmico ou com &cido diluido, para hidrolisar as hemiceluloses.
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1.4 Métodos de destoxificacao

Quando comparadas as fermentacbes de aclUcares comerciais puros ou hidrolisados
destoxificados com a fermentacdo de hidrolisados ndo destoxificados as Ultimos sao, em
geral, caracterizadas por cinéticas lentas, com rendimentos e produtividades limitados
(Howard et al. 2003). Isto deve-se a presenca de uma variedade de compostos que actuam
como fortes inibidores do metabolismo microbiano. Com o objectivo de reduzir a
concentracdo destes em hidrolisados lenhocelulésicos tém sido propostas uma variedade de
técnicas fisicas, quimicas e biolégicas para os transformar. No entanto, a eficicia de
qualquer método de destoxificacdo depende fundamentalmente da composicdo do
hidrolisado (Aziz 2007;Mussatto et al. 2004a) e da espécie de microrganismo utilizada,
porque cada tipo de hidrolisado tem um grau de toxidade diferente e cada espécie de
microrganismo tem um diferente grau de tolerancia aos inibidores (Mussatto et al. 2004a).

Os métodos de destoxificagao fisicos sédo baseados no principio de que os inibidores podem
ser removidos por separagdes de fase de equilibrio, tais como a evaporagdo, resinas de
troca ionica, carvdo activado, destilacdo e extraccdo com solventes. Destoxificacoes
gquimicas, tais como ajuste do pH, o sobrecalagem, tratamento com sulfito e excluséo
molecular, sdo baseadas em modificacdes quimicas dos inibidores num produto menos

téxico ou ndo téxico, podendo resultar em precipitados (Sun et al. 2010).

141 Métodos de destoxificagéo fisicos-quimico

Carvdo activado

A aplicacdo de carvao activado é um processo bastante atractivo por apresentar um baixo
custo e elevada capacidade de absorcdo de pigmentos, acidos gordos livres e outros
produtos de oxidacdo (Mussatto et al. 2004a;Prakassham et al. 2009). Este tratamento
permite a remocédo de &cido acético, compostos fendlicos, HMF e furfural (Carvalheiro et al.
2005;Tran et al. 1986). No entanto, convém referir, este € um método que pode conduzir a
perda de acgucares (Carvalheiro et al. 2004b).

A eficacia do tratamento de activacdo do carvdo depende de variaveis como, o0 pH,
temperatura, tempo de contacto e razdo liquido/sélido (hidrolisado:carvdo). Os acidos
organicos fracos (acidos fendlicos ou acidos carboxilicos) sédo mais facilmente adsorvidos na
forma néo-ionizada e, consequentemente, um pH baixo favorece a sua adsor¢éo. Por outro
lado, as bases orgéanicas fracas (tais como aminas) sdo mais facilmente adsorvidas na
forma ndo-ionizado e, portanto, a adsorcdo é favorecida pelo pH elevado (Mussatto et al.
2004a).
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O aumento do tempo de contacto € referido por influenciar o processo de clarificagdo. O
tempo de contacto adequado entre o carvao e o hidrolisado € essencial para permitir o
estabelecimento do equilibrio. Durante o processo de adsorcdo, a superficie do carvao é
progressivamente bloqueada pelo composto que € adsorvido, tornando-se completamente
coberta ao fim de algum tempo. Como cada particula de carvao purifica um certo volume de
liquido, aumentando as doses de carvdo (ou a relacdo de carvao:hidrolisado), mais
rapidamente se promove o equilibrio entre composto que é adsorvido e o adsorvente,
porque o numero de particulas de carvao para tratar 0 mesmo volume liquido aumenta
(Mussatto et al. 2004a). A adsorcdo aumenta também com a temperatura devido a réapida
taxa de difusdo de adsorcédo de moléculas da solucéo pela superficie do carvdo (Mussatto et

al. 2004a;Prakassham et al. 2009).

Evaporagdo

A evaporacgdo sob vacuo é considerada o melhor método fisico de destoxificacdo que ajuda
na reducdo de compostos toxicos volateis como é o caso do &cido acético, furfural e
hidroximetilfurfural. Todavia este processo aumenta a concentracdo de compostos toxicos
nao-volateis e reduz o volume de hidrolisado (Prakassham et al. 2009). Este método tem
ainda a vantagem de permitir aumentar a concentragdo de acgUcares no hidrolisado
(Prakassham et al. 2009).

A evolucdo comparativa de diferentes métodos de destoxificagdo mostra que,
comparativamente as resinas de troca cationica, as resinas de troca aniénica removem
elevadas percentagens de compostos como o &cido acético, fendlicos, furfural, HMF além
da remocdo substancial de aldeidos e acidos alifaticos dos hidrolisados (Carvalheiro et al.
2004b;Prakassham et al. 2009).

Extrac¢do com solventes orgdnicos

A extracgdo com solventes orgéanicos, tais como benzeno, acetato de etilo, éter dietilico,
cloroférmio e hexano, é outro método eficiente e muito usado para a remocao de inibidores
(Wilson et al. 1989).

1.4.2 Métodos de destoxificacdo quimicos

Os métodos quimicos incluem a precipitacdo de compostos téxicos e ionizagdo de alguns
dos inibidores para certos valores de pH, sendo esta Ultima capaz de mudar o grau de
toxicidade dos compostos (Mussatto et al. 2004a).

O ajuste de pH é considerado o método de destoxificacdo quimico mais simples, e consiste
em aumentar o pH acido do hidrolisado, utilizando, por exemplo, Ca(OH),, CaO, NaOH,

KOH até valores proximos da neutralidade e adequados a actividade microbiana. Nestas

19



condicbes ocorre também precipitacdo de compostos fendlicos, metais pesados, furfural,
acetato e terpenos (Frazer et al. 1989;Lee et al. 1983), e o precipitado € posteriormente
removido.

O método designado por sobrecalagem consiste na adigdo ao hidrolisado de uma base com
o objectivo de aumentar o pH do mesmo até 10-10,5, uma vez que a estes valores de pH, 0s
acidos fracos, tais como acético e maior parte dos compostos fendlicos, dissociam-se,
permitindo a sua remogdo parcial (Palmqgvist et al. 1998). O pH do hidrolisado é
posteriormente acertado até valores adequados para o crescimento microbiano, sendo o
novo precipitado removido através de uma separacao solido-liquido.

Um outro método possivel consiste no tratamento com sulfito em que os hidrolisados séo
neutralizados, geralmente com Na,SO,, permitindo a remoc¢ao de furfural e HMF (Larsson
1999).

1.4.3 Métodos de destoxificagdo bioldgicos

Os métodos biolégicos englobam os tratamentos com enzimas ou microrganismos, como
por exemplo, as enzimas peroxidase e lacase, obtidos a partir de fungos e que permitem
sobretudo a remocdo de compostos fendlicos de baixo peso molecular (Palmgvist et al.
2000;Prakassham et al. 2009) por polimerizacéo oxidativa destes (Mussatto et al. 2004a).
Resumindo, entre os métodos referidos, destacam-se dois por apresentar baixo custo e
bons resultados: o ajuste do pH para induzir a precipitacéo e/ou instabilidade dos compostos
toxicos e a adsorcdo destes compostos por carvdo activado. As combinacdes desses
tratamentos tém sido amplamente utilizadas para a destoxificacdo de hidrolisados
lenhoceluldsicos (Mussatto et al. 2004b).

Cada método é especifico para determinado tipo de compostos. A escolha dos métodos de
destoxificacdo (mais do que um) e a sua ordem de aplicacdo € importante para aumentar a

eficiéncia (Prakassham et al. 2009).

1.5 Xilitol

A bioconversdo dos hidrolisados hemicelulosicos para obtencdo de produtos de valor
acrescentado constitui uma alternativa para a utilizacdo das pentoses. Nestes hidrolisados,
a xilose é, em geral, o monossacarido presente em maiores quantidades. Uma das
possibilidades mais atractivas para a sua valorizagdo consiste na sua utlizacdo para
producdo de polidis, nomeadamente xilitol e arabitol. Destes, o xilitol € o que apresenta
maior interesse e valor comercial.

O xilitol € um intermediario do metabolismo de hidratos de carbono em mamiferos. Um

homem adulto chega a produzir 5 a 15 g deste poliol por dia (Mussatto et al. 2002). O xilitol
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€ um poliol que pode ser encontrado na natureza em muitas frutas e vegetais tais como
alface, couve-flor, ameixas, framboesas, morangos, uvas, bananas, assim como em
leveduras, liquenes e cogumelos porém, em quantidades inferiores a 0,9 g/100g (Mussatto
et al. 2002;Tamanini et al. 2004a;Tamanini et al. 2004b).

Este poliol tem um valor caldrico de 2,4 kcal/lg e apresenta caracteristicas relevantes que
permitem o seu uso no fabrico de alimentos, em produtos farmacéuticos e em cosmeéticos
(Mussatto et al. 2002).

15.1 Propriedades e aplicacbes

A férmula quimica do xilitol é CsH,,05 e sua massa molecular 152,15 g-mol™. Trata-se de um
po branco, cristalino, sem odor, altamente solUvel em agua e apresenta ponto de fusédo entre
93,4 a 94,7 °C (Aguiar et al. 1999) (Quadro 1.3).

Quadro 1.3 - Propriedades fisicas e quimicas do xilitol (adaptado de (Hyvdnen et al. 1982)

Férmula quimica

Massa molecular (g-mol™)

CsH100s
152,15

Aparéncia P6 branco cristalino
Sabor Doce

Odor Nenhum

Poder adocante Equivalente a sacarose
Viscosidade (solugcdo aquosa a 10%) 1,23 cp

Ponto de ebulicdo (°C) a1l atm 126,0

pH em solucéo aquosa (0,1g-L™) 5a7

Densidade 1,52

Calor de dissolucéo (kcal.g™) -34,80
Solubilidade (g-100 mL™ H,O a 20 °C) 168,0
Temperatura de fuséo ( °C) 93,0-94,5

Energia (kcal-g™?) 2,4

O poder edulcorante é de 0,8 a 1,1 vezes 0 da sacarose e € 2,4 vezes mais doce do que 0
manitol e 2 vezes mais que o sorbitol. O poder adocante pode variar com o pH,
concentracdo de sais e temperatura. Apresenta ainda uma agradavel sensacao refrescante
devido ao valor negativo do calor especifico de dissolugao (-34,8 cal/g) (Aguiar et al. 1999).
Devido as suas propriedades € utilizado na substituicdo do aglcar presente em produtos
acucarados, uma vez que o xilitol ndo sofre reaccdo de Maillard durante o processamento

(Aguiar et al. 1999). Pode ser empregue isoladamente ou em associagdo com outros
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adocantes em produtos de panificacdo, geleias, marmeladas, gelatinas, sobremesas,
pastilhas elésticas, refrigerantes e gelados (Winkelhausen et al. 1998).

Outra propriedade importante do xilitol € o facto de ndo ser fermentado pela maioria dos
microrganismos da cavidade bucal humana exercendo efeito anticariogénico e inibindo a
desmineralizagdo do esmalte dos dentes (Birkhed 1994;Tamanini et al. 2004b). Também o
facto de ser lentamente absorvido no trato gastrointestinal dos mamiferos e do seu
metabolismo ser independente da insulina possibilita sua utilizagdo como adocante para
diabéticos (Winkelhausen et al. 1998). Sendo estes dois motivos pelo quais pode ser
utilizado em produtos farmacéuticos e de higiene oral (Winkelhausen et al. 1998).

Também pode ser utilizado na prevencao ou tratamento de doencas como diabetes (como ja
foi referido), obesidade, insuficiéncia da enzima glucose-6-fosfato-desidrogenase, otites,
osteoporose e fibrose quistica (Tamanini et al. 2004b), desordem no metabolismo de lipidos,

lesBes renais e infecgbes pulmonares (Mussatto et al. 2002).

15.2 Processos de producéo de xilitol

A obtencéo de xilitol pode ser realizada de 3 formas: por extracgdo liquido-solido, reducéo
guimica da xilose e converséo biotecnoldgica de solugbes contendo xilose (Mussatto et al.
2002). Por meio de extraccao liquido-sdlido, o xilitol presente em frutas e vegetais pode ser
recuperado, mas como surge em baixas quantidades, menos que 0,900 g/100 g, este
processo torna-se economicamente inviavel (Mussatto et al. 2002;Roberto et al.
1995; Tamanini et al. 2004b). Ja tanto o processo quimico quanto o biotecnoldgico se iniciam
com solucdes de xilose provenientes da hidrélise de materiais lenhoceluldsicos ricos em
xilanos (Cruz et al. 2000; Tamanini et al. 2004b)(Figura 1.11).
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Figura 1.10 - Processos possiveis para a obtencéo de xilitol (Adaptado de (Parajo et al. 1998).

1.5.2.1 Sintese guimica

O processo quimico é, actualmente, o processo quase exclusivamente utilizado para

producdo de xilitol em larga escala. Esse processo é realizado em varias etapas, e entre

essas, a purificacdo da xilose presente no hidrolisado é considerada a mais critica, pois,

além de requerer uma elevada eficiéncia (para que nao ocorram problemas posteriores na

producao), € a etapa mais dispendiosa de todo o processo.

A producéo de xilitol & escala comercial é realizada por um processo quimico patenteado

(Melaja et al. 1977). Este processo inclui quatro etapas basicas:

1.0Obtencéo da xilose por hidrolise &cida de material vegetal rico em xilano;

2. Purificagdo da xilose obtida;

3. Hidrogenacao catalitica da xilose formando xilitol;

4. Cristalizacao do xilitol.

O rendimento do processo quimico e a qualidade do xilitol dependem da pureza da solucdo

inicial de xilose, ja que a presenca de impurezas interfere na reacgdo catalitica. S&o

necessarias operacfes de purificacdo (como troca idnica, descoloracdo e fraccionamento
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cromatogréfico) para obtencdo de uma solucdo de xilose de elevada pureza. Apds a
remocdo do catalisador por filtragdo e troca ionica, a solugdo de xilitol € concentrada,
fraccionada por cromatografia e cristalizada para obtencdo do produto puro. As etapas de
purificacdo aumentam o tempo do processo e encarecem o produto (Birkhed 1994;Lima et
al. 2003;Tamanini et al. 2004b).

De uma forma geral, quando comparada, por exemplo, a producao de sorbitol ou a prépria
obtencdo de sacarose, 0 processo quimico de producgdo de xilitol apresenta um custo cerca
de 10 vezes superior (Mussatto et al. 2002).

1.5.2.2 Producdo biotecnolégica

Este processo consiste na bioconversdo de hidrolisados hemicelulosicos obtidos de
residuos agro-industriais e pode competir com o tradicional processo quimico (Faveri et al.
2003).

O processo biotecnolégico tem-se mostrado, por diversas razdes, uma boa alternativa ao
processo quimico, pois, além de dispensar a purificacdo da xilose, pode utilizar enzimas ou
microrganismos especificos que actuam somente na conversdo de xilose em xilitol, o que
leva a um maior rendimento em produto e, consequentemente facilita a sua separagéo
(Breuer et al. 2006). Vale a pena destacar que, entre 0s microrganismos, as leveduras tém
sido consideradas mais aptas que as bactérias e outros fungos para produzir este
edulcorante.

Do metabolismo da xilose, em leveduras, para além do xilitol podem resultar uma variedade
de produtos que contém carbono e que incluem, diéxido de carbono, etanol, acido acético,
entre outros, sendo os rendimentos em produto dependentes da regulacdo do fluxo de

carbono através das vias metabdlicas disponiveis (Winkelhausen et al. 1998).

1.6 Microrganismos produtores de xilitol

O xilitol pode ser excretado como o principal subproduto metabdlico da producédo de etanol
(Prior et al. 1989) ou como produto principal da fermentacdo da D-xilose (Barbosa et al.
1988). A bioconversao de xilose a xilitol pode ser realizada com fungos, bactérias, leveduras
ou enzimas purificadas destes microrganismos (Dominguez et al. 1999).

Os produtores de xilitol mais estudados séo as leveduras, das quais as estirpes do género
Candida (C. guilliermondii (Barbosa et al. 1988;Roberto et al. 1991), C. tropicalis (Barbosa et
al. 1988), C. parapsilosis (Furlan et al. 1991), C. pelliculosa (Kitpreechavanich et al. 1984),
C. boidinii (Vandeska et al. 1995), C. mogii (Kitpreechavanich et al. 1984), C. entomaea
(Saha et al. 1996), C. peltata (Saha et al. 1999), C. magnoliae (Horiuchi et al. 2008) e a

espécie Debaryomyces hansenii (Amaral-Collaco et al. 1989;Paraj6 et al. 1995) sdo os
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melhores produtores naturais. Este Ultimo género tem sido referido por produzir xilitol com
bons rendimentos a partir de solugdes sintéticas de agucar ou hidrolisados, (Sampaio et al.
2004). Existem autores que referem a levedura D. hansenii UFV-170 como a ser melhor
produtora de xilitol entre 270 leveduras diferentes (Sampaio et al. 2004).

O xilitol também consegue ser produzido por fungos, como Petromyces albertensis (Bicho et
al. 1988) e por bactérias como Enterobacter liquefaciens (Lee et al. 1983), e
Corynebacterium sp.

1.7 Alevedura Debaryomyces hansenii

A levedura D. hansenii € uma levedura haploide que se reproduz vegetativamente por
gemulacdo multilateral. E uma levedura homotalica (Satyanarayana et al. 2009).

A levedura D. hansenii é uma levedura osmotolerante, halotolerante e xerotolerante (Breuer
et al. 2006). Foi originalmente isolada de ambientes hiper-salinos como a agua do mar e
salmouras concentradas. E a levedura mais frequentemente encontrada em queijos
tradicionais e salsichas, com uma reconhecida contribuicdo para o sabor destes produtos.
Para além de que pode ser isolada de outras fontes como carne, vinho, cerveja, coalho,
tabaco, salméo, fruta e solo, assim como de produtos de elevado agucar. Isto mostra que a
D.hansenii pode ser encontrada em varios habitats com baixa actividade da agua. A
presenca desta espécie de levedura em tais ambientes € devida a sua elevada
osmotolerancia. Ela consegue tolerar niveis da salinidade acima dos 4 M de NaCl (Breuer et
al. 2006).

Quando expostas a um meio de elevada osmolaridade, as leveduras respondem
sintetizando solutos compativeis, chamados de osmdlitos, para contra-balancar a presséao
osmotica externa (Satyanarayana et al. 2009). O glicerol € um desses solutos compativeis
que tem sido descrito por ser produzido na presenca de elevadas concentracdes de NaCl
(Breuer et al. 2006).

A sua crio- e osmotolerancia sao altamente vantajosas do ponto de vista biotecnolégico,
pois permitem a producéo polidis sob condi¢Bes adversas reduzindo os custos de produgéo
(Breuer et al. 2006).

Estudos feitos num passado recente mostram que D. hansenii tem um enorme potencial
biotecnoldgico na industria agro-alimentar (Breuer et al. 2006), nomeadamente, na produgéo
de xilitol a partir de D-xilose ou hidrolisado lenhocelulésico. A levedura consegue usar
pentoses e hexoses, quer individualmente, quer misturadas. A presenca de hexoses,
particularmente glucose, nao inibe o consumo de pentoses como a xilose (Satyanarayana et
al. 2009).

Foi proposto subdividir a espécie D. hansenii (Zopf) Lodder et Kreger van Rij em duas

variedades: D. hansenii variedade hansenii e D. hansenii variedade fabryi. Segundo Nakase
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e Suzuki (Hofrichter 2010), fisiologicamente, as duas variedades podem ser diferenciadas
pela temperatura maxima de crescimento e pela diferenga na mobilidade electroforética da
enzima glucose-6-fosfato-desidrogenase (G6PDH). A temperatura maxima de crescimento
para a variedade hansenii é 31-35 °C, enquanto para a variedade fabryi é 36-39 °C
(Hofrichter 2010;Mussatto et al. 2002) o que pode ser interessante sob o ponto de vista
tecnolégico. Aparentemente, ndo ha qualquer outro critério fenotipico que permita a sua
distingdo. Como se perceberd melhor no ponto 1.7.1, a enzima glucose-6-fosfato-
desidrogenase € fundamental para o metabolismo da xilose, promovendo a producdo de
NADPH necessério para a redugdo da xilose a xilitol pela enzima xilitol-desidrogenase
(XDH). No entanto, esta hip6tese é contraditada por trabalhos realizados com estirpes da
variedade hansenii (Mussatto et al. 2002), onde se observa um eficaz metabolismo da

xilose.

1.7.1 Metabolismo da D-xilose em Debaryomyces hansenii

BN

A obtencdo de xilitol por via biotecnologica esta associada a capacidade dos
microrganismos em sintetizar a enzima xilose-redutase (XR). Esta enzima catalisa a redugéo
de xilose a xilitol com a participagdo dos co-factores NADPH ou NADH. O xilitol, composto
relativamente estavel, ou é excretado da célula, ou é oxidado a xilulose pela enzima xilitol-
desidrogenase (XDH), cuja actividade requer os co-factores NAD" ou NADP (Mussatto et al.
2002;Tamanini et al. 2004b) (Figura 1.12).

Sendo a XR de D. hansenii classificada como exclusivamente dependente do NADPH, esta
ndo fermenta D-xilose em anaerobiose (Aguiar et al. 1999). A regeneracdo do NADPH
ocorre na via das pentoses-fosfato e a regeneragdo do NAD® ocorre somente na cadeia
respiratéria com o oxigénio como aceitador final de electrdes. Porém, sob suprimento
limitado de oxigénio, ndo ocorre a completa re-oxidacdo do cofactor, levando a um
desequilibrio redox. Uma baixa concentracdo de NAD" diminui a taxa de oxidagdo do xilitol
mas nao afecta sua producdo na mesma extensdo, induzindo a sua excre¢cdo no meio de
cultivo. Um alto grau de arejamento favorece o crescimento celular, prejudicando o acumular
de xilitol (Aguiar et al. 1999).
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XR XDH

D-xilose ﬁ’ Xilitol / \ # D-xilulose

NADPH NADP* NAD* NADH

I v

Reoxidagdo via CTE

*

Taxa de transferéncia de oxigénio

Figura 1.11 - Passos iniciais do metabolismo da D-xilose em Debaryomyces hansenii e mecanismo
bioquimico da acumulagédo de xilitol. (Adaptado de (Lopes 2001). XR - xilose-redutase; XDH -xilitol-

desidrogenase. CTE — Cadeia de transferéncia de electrdes.

1.8 Factores que influenciam a producdao biotecnoldgica de xilitol

A producéo biotecnoldgica é fortemente influenciada por diversos factores, entre 0s quais a
composi¢cdo do meio de cultura, a concentragdo inicial de substrato e condigbes de
arejamento/agitacao, cuja optimizacao é fundamental para tornar o processo viavel a escala

industrial.

1.8.1 Composicao do meio de cultura

O meio de cultura deve satisfazer as necessidades basicas dos microrganismos tais como
carbono, oxigénio, azoto, fésforo, enxofre, entre outros, tendo influéncia profunda na
acumulacdo de polidis em leveduras. Verifica-se que a concentracdo de D-xilose € um
parametro critico para a producéo de xilitol, sendo esta favorecida na presenca de elevadas
concentracdes desta pentose (Winkelhausen et al. 1998).

A adicdo de fontes de azoto (Lopes 2001;Tavares et al. 1999) e de outros nutrientes como
0s aminoacidos e vitaminas tem demonstrado potenciar a bioconversao de xilose em xilitol
(Nobre 1994). Como exemplo de nutrientes complexos habitualmente utilizados para
suplementar meios de cultura podem referir-se o extracto de levedura (Lopes 2001;Preziosi-
Belloy et al. 2000;Sirisansaneeyakul et al. 1995), dgua de maceracdo do milho, também
denominado de “corn steep liquor” (CSL) e a peptona (Lopes 2001).

Os estudos realizados em meio quimicamente definido contendo apenas hexoses ou
pentoses demonstram que a acumulacao de polidis por D. hansenii s6 ocorreu nos meios
contendo pentoses (Girio, et al., 2000). A presenca de elevadas concentraces de hexoses,
tais como a glucose ou manose, podem inibir 0 metabolismo da xilose por repressao e
inactivacdo do sistema de transporte de xilose ou de enzimas catabolicas (Paraj6 e tal.,
1998), mas em baixas concentracdes podem levar a estimulacdo da producdo de xilitol
(Tavares et al., 2000).
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Nos meios com base em hidrolisados, é importante considerar que, além de acglcares estes
podem conter compostos toxicos, tais como &cido acético, furfural, HMF e fendis, os quais
podem interferir no bioprocesso dependendo das concentragbes em que se encontram no
meio (Chaud 2010).

Em estudos realizados por (Sanchez et al. 1988), o furfural e o HMF provocaram
retardamento no processo fermentativo no inicio da fermentagéo e inibiram o crescimento da
levedura Candida guilliermondii (Delgenes et al. 1998) e (Palmquvist et al. 2000) verificaram
gue o crescimento de Pitchia stipitis e Saccharomyces cerevisiae foi reduzido a 100%
quando o meio de crescimento foi suplementado com HMF (1-1,5 g-L™"). Foi também
observado que o furfural inibiu o crescimento de varios microrganismos (25-99%), em
concentracdes de 0,5-2,0 g-L™* (Palmquist et al. 2000;Prakassham et al. 2008).

O 4cido acético, que pode ser encontrado nos hidrolisados hemicelulésicos, tem o seu efeito
inibitério, fundamentalmente, relacionado com o pH (Palmqyvist et al. 2000). Em meios mais
acidos, a formacgéo ndo dissociada deste acido esta presente em maiores concentracoes.
Esta forma (ndo dissociada) é capaz de difundir-se através da membrana celular, atingindo
o citoplasma e, ao encontrar no interior da célula valores mais elevados de pH, dissocia-se,
diminuindo o pH intracelular a valores abaixo dos limites fisiolégicos (Palmgvist et al. 2000).
A variedade de produtos de degradacdo de lenhina que inclui 4cidos, aldeidos e é&lcoois
aromaticos (tudo compostos fendlicos), também causam efeito inibitério no crescimento
microbiano afectando a permeabilidade das membranas biologicas (Prakassham et al.
2009). Os compostos fendlicos tém sido descritos como um dos grupos mais téxicos para 0s
microrganismos, tendo grande importancia na determinagédo da fermentescibilidade dos
hidrolisados.

1.8.2 Concentracéo de xilose

A concentracdo de xilose € um parametro critico para a producdo de xilitol, tendo sido
demonstrada a tendéncia para um aumento de producéo de xilitol com o aumento da sua
concentracdo inicial. De acordo com (Nigam et al. 1995), o aumento da concentracdo de
xilose conduz a aumentos dos rendimentos e produtividades, desde que os microrganismos
tolerem concentracdes de agucares e pressfes osmoéticas elevadas. O efeito favoravel da
concentrac@o de xilose elevada, tem sido também associado a um aumento da actividade
de enzima XR naquelas condi¢des.

No entanto, a concentracdo de acUcares dos hidrolisados encontra-se muitas vezes aquém
do desejado devido a elevada razé&o liquido/sélido que € possivel utilizar nos processos de
hidrdlise, pelo que, antes de um processo de fermentacao, o hidrolisado necessita em geral

de ser concentrado (Cheng et al. 2010).
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1.8.3 Disponibilidade de oxigénio

A disponibilidade de oxigénio € outro factor que exerce grande influéncia na produgédo de
xilitol por fermentacéo, afectando a producédo de ATP e a regeneragdo de coenzimas (Nahlik
et al. 2003). Quando sédo utilizadas condi¢cdes anaerdbias durante o processo, ocorre um
desequilibrio no potencial redox da célula, devido ao aumento na concentracdo de NADH, o
que forca a interrupcdo do metabolismo celular. Por outro lado, condicbes de elevado
arejamento desviam o metabolismo microbiano para o crescimento celular, diminuindo a
producdo de xilitol (Winkelhausen et al. 1998). Desta forma, deve-se trabalhar sob
condi¢cbes de limitacdo de oxigénio (semi-aerdbias), nas quais se observa uma acumulacdo
de xilitol, devido a limitada quantidade de cofactor oxidado necessario a actividade da xilitol
desidrogenase (XDH). Por isso, para um processo eficaz, € extremamente importante
determinar os niveis de oxigénio que proporcionem uma utilizacdo balanceada do carbono
guer para o crescimento como para a fermentacéo (Winkelhausen et al. 1998). No entanto,
torna-se dificil definir as condi¢cdes a que corresponde essa restricdo de forma a assegurar o
equilibrio entre crescimento e producdo de xilitol. Além disso, o controlo do oxigénio
dissolvido é tecnicamente dificil de alcancgar.

Considerando que a produgdo de xilitol por leveduras é também muito sensivel a
concentracdo do substrato, é recomendado que ambas as variaveis — arejamento e
concentracdo do hidrolisado — sejam estudadas simultaneamente para a optimizacdo do

producao de xilitol (Santos et al. 2005).

Sendo a producéo de polidis em leveduras condicionada por diversos factores, descritos ao
longo da introducdo, o presente trabalho debrucou-se sobre a optimizacdo de um processo
de hidrolise selectivo da fraccdo hemicelulésica de bagaco de azeitona extractado para a
obtenc&do de um meio de cultura rico em pentoses, com baixas concentracdes de inibidores
sendo também avaliado o efeito da destoxificacdo no crescimento celular e na acumulagéo

dos poliéis pela levedura D. hansenii.
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2. Materiais e métodos

2.1 Matéria-prima

O Bagaco de Azeitona Extractado (BAE) utilizado na realizacdo deste trabalho foi
gentilmente cedido pela Unido de Cooperativas Agricolas Ucrl (UCASUL), Alvito, Beja.

O lote estudado foi recolhido no decurso da campanha 2010/2011,de entre o material
processado pela UCASUL para obtencao do éleo de bagaco de azeitona (ver 1.2.2)

O lote recolhido foi mantido em sacos de cerca de 25 kg e armazenado a temperatura

ambiente no laboratorio.

2.2 Caracterizacdo granulométrica

Com o objectivo de caracterizar a matéria-prima, de acordo com o tamanho de particulas e
de obter uma amostra fisicamente mais homogénea, efectuou-se a separagdo de varias
amostras de BAE de cerca de 100 g, durante 20 min, com recurso a um agitador de
peneiros (Endecotts, Inglaterra, ECVS1) e a sete peneiros de diametro 20,3 cm (Retsch,
Alemanha, ASTM E11), dispostos em série de acordo com o didmetro do poro, tal como

indicado no Quadro 2.1. Os ensaios foram analisados em triplicado.

Quadro 2.1 - Dimensdes dos peneiros usados na caracterizacdo granulométrica.

Peneiros Diametro de poro (mm) Diametro de poro (Mesh)

1 0,250 63
2 0,500 35
3 0,710 25
4 1,00 18
5 1,60 12
6 2,36

7 3,55

Realizada a caracterizacdo granulométrica, apenas as frac¢cdes compreendidas entre 3,55 e
1 mm foram escolhidas para continuar este trabalho. Posto isto, foi fraccionado 12kg de BAE

de modo a trabalhar com esta frac¢éo escolhida ao logo do trabalho.

2.3 Optimizacdo da hidrolise com &cido diluido

A optimizacao foi realizada em duas etapas:
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(1) Foram testadas as razdes liquido/sélido (RLS) 2 e 4 (gsae/Jsol.acido) COM UMa solucao

de acido de 1,2% (p/p) e tempo de reacgéo (periodo isotérmico) de 150 min.

(2) Testaram-se diferentes concentracbes de H,SO, e tempos de reaccdo de acordo
com uma matriz experimental Doehlert (Quadro 2.2). A matriz de Doehlert foi
utilizada para estabelecer os efeitos da concentragao de H,SO, (X;) entre 0,5 e 3,5%
(p/p) e tempo de reaccdo (X,) entre 30 e 169 min, a 130 °C, numa RLS de 3 g-g*
(entre 81,2 e 84 g de BAE e entre 218,6 e 216 g de solucéo de acido, consoante a
humidade da matéria-prima). Dentro dos referidos intervalos, foram escolhidas 5
concentracoes de H,SO, e 3 tempos de operacdo, que permitiram a estimativa dos
efeitos de curvatura para cada variavel independente. A matriz resultou em 7

combinacfes (Quadro 2.2).

Para ambos as experiéncias, procedeu-se da seguinte modo:

A fraccdo compreendida entre 3,55 e 1 mm foi hidrolisada em autoclave (Uniclave,
Portugal), em frascos Schott (Alemanha) de 500 ml, fechados com tampas Schott GL45
(temperatura maxima admissivel 200 °C) a 130 °C.

Apbs a autoclave atingir 50 °C, foram colocados os frascos no seu interior e registada a
evolugdo da temperatura entre os 100 e os 130 °C. Concluido o tempo de hidrélise pré-
definido, desligou-se o0 aquecimento e abriu-se imediatamente o arejo da autoclave de modo
a que a temperatura baixasse até aos 100 °C, registando-se o tempo de arrefecimento.
Atingidos os 100 °C abriu-se a autoclave e retirou-se os frascos para um arrefecimento mais
rapido. ApOs arrefecimento dos frascos, estes foram pesados de modo a avaliar a
ocorréncia de possiveis perdas. A fraccdo liquida (hidrolisado) obtida foi separada com o
auxilio de uma bomba de vacuo (Saskia ILMVAC, Alemanha) através de papel de filtro
Filter-Lab 1235 e mantida a 4 °C até posterior utilizacdo. Esta foi caracterizada quanto ao
pH, composicdo quimica e percentagem de solidos (2.7.1).

Os residuos solidos foram lavados com agua desmineralizada, secos a 50 °C numa estufa
(J.P. — Selecta, Espanha) durante 3 dias e pesados apds terem permanecido 2 dias a
temperatura ambiente. Foi usada uma amostra representativa de cada hidrélise para a
determinagédo da humidade (2.7.1). A quantidade restante foi moida num moinho de facas
(lka Werck MF10, Staufen, Alemanha) a particulas inferiores a 0,5 mm e armazenada a
temperatura ambiente em frascos fechados até posterior caracterizagcao quimica (2.6.1).

Todos os ensaios experimentais foram realizados em duplicado.

Planeamento experimental - Matriz de Doehlert

O modelo usado para expressar as respostas foi uma equacgédo polinomial de segunda
ordem:

Y = o+ BXy + Bo Xy + B Xy Xy + BuX + B X3 +& Eg. 2.1
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Onde, Y é a variavel resposta, X as variaveis independentes, sendo X; referente a
concentracdo de H,SO, e X, ao tempo de reaccdo. O By é o coeficiente de regressédo na
origem; B; e B> sdo os coeficientes lineares das variaveis 1 e 2, respectivamente; 31, € 0
coeficiente de interaccdo de segunda ordem entre as variaveis 1 e 2; 11 € B> S80 0s
coeficientes quadréticos para as variaveis 1 e 2; e € sdo 0s erros aleatérios independentes.

A regressdo linear multipla da equacdo 2.1 e a analise de variancia (ANOVA) foram
realizadas recorrendo ao conjunto de ferramentas de regressdo do Microsoft® Excel 2007,
para todas as réplicas. As melhores condi¢des de hidrélise foram determinadas com base
em equacles de melhor ajuste, usando as ferramentas “solver” do Microsoft® Excel 2007.

A representacdo codificada das variaveis foi usada para todos os fins de calculo.

Quadro 2.2 - Matriz codificada para o planeamento experimental Doehlert para duas variaveis

experimentais e a correspondente matriz experimental.

Variaveis
Ensaios Codificada Real
X1 X5 H,SO, (%) Tempo (min)
Al 0,000 0,000 2,00 100
A2 0,000 0,000 2,00 100
Bl 1,000 0,000 3,50 100
B2 1,000 0,000 3,50 100
C1 -1,000 0,000 0,50 100
Cc2 -1,000 0,000 0,50 100
D1 0,500 0,866 2,75 169
D2 0,500 0,866 2,75 169
El -0,500 -0,866 1,25 30
E2 -0,500 -0,866 1,25 30
F1 0,500 -0,866 2,75 30
F2 0,500 -0,866 2,75 30
Gl -0,500 0,866 1,25 169
G2 -0,500 0,866 1,25 169

2.4 Producéo de hidrolisados para os ensaios de bioconverséo

A producao de hidrolisado para os ensaios de avaliagdo da producao de polidis foi realizada
nas condi¢des optimizadas (3,5% H,SO, (p/p), 130 °C, 130 min de tratamento e RLS=3 g/g)
e de acordo com o procedimento descrito em 2.3. Foram realizados varios ensaios de modo
a obter o volume de hidrolisado necessario. No final de cada tratamento o contetdo de cada

frasco de hidrélise foi prensado (Sotel, Portugal), em vez de filtrado, e os diversos
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hidrolisados foram misturados de modo a obter um lote uniforme e armazenados a 4 °C, até

posterior utilizagao.

2.5 Estudos da destoxificacdo dos hidrolisados

251 Concentracao dos hidrolisados

A evaporacéo foi realizada com o proposito de aumentar a concentracdo em xilose, bem
como a remover alguns compostos inibidores volateis, tais como o furfural e o acido acético.
Os hidrolisados foram concentrados (2 vezes, em massa) sob vacuo num rotavapor (Buchi
R-210, Suica), com a capacidade de evaporar um volume dutil individual de 400 mL. A
evaporacao foi realizada com um banho a 70 °C, sob agitacdo e 150 mbar de pressao,

controlada automaticamente por uma bomba (Blchi V-700, Suica).

252 Destoxificacdo dos hidrolisados

25.21 Correccao de pH

O pH dos hidrolisados foi acertado até 5,5 pela adicdo de um agente alcalino, tendo-se
testado Ca(OH),, CaCO3; e NaOH, todos na forma sélida. A adigdo progressiva de pequenas
guantidades do agente alcalino foi acompanhada por agitagdo magnética e leituras
constantes de pH (Hanna instruments 8417, Itdlia). Apés acerto de pH, o hidrolisado foi
filtrado utilizando, sequencialmente, filtros de filtracdo rapida, média e lenta (Filter-Lab 1235,
Rundfilter MN713 e Pall Corporation). No entanto, apenas se procedeu desta forma na
realizacdo dos testes iniciais em que trabalhou com volumes pequenos de hidrolisado.

Para efeito de bioconversao, considerou-se estes hidrolisados como “n&o-destoxificados”.

25.2.2 Tratamento com carvao activado

A destoxificacdo com carvao activado (c.a.) envolveu as etapas de activacdo do carvao,

destoxificagédo do hidrolisado e reciclagem do carvao.

Activagdo do carvéo

Utilizou-se carvao activado em p6, (100 — 400 mesh, Sigma, Reino Unido) o qual foi
previamente lavado com agua e recolhido por filtracdo sob vacuo com papel de filtro Filter-
Lab 1235.

ApOGs secagem a temperatura ambiente durante 1 dia, procedeu-se a activagdo do primeiro
carvao por dois métodos diferentes: com uma solucdo 5 M de NaOH e com uma solucdo
0,4M de HCI.
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Na activacdo do carvao pelo primeiro método, procedeu-se a pesagem do carvao e medicéo
do volume de solugdo de NaOH, respeitando a razdo de 1:1 (p/p). J& na realizacdo do
segundo método, pesou-se o carvao e adicionou-se a solucao de HCI respeitando a razéo
de 1:5 (p/v). Em ambos os casos, foram a agitar durante 1h, a 30 °C e a 150rpm. Os carvoes
activados com NaOH foram filtrados sob vacuo por (filtros Filter-Lab 1235) e secos numa
estufa a 80 °C durante 12 h. Os equilibrados com acido foram filtrados sob vacuo (filtros
Filter-Lab 1235), lavados com agua e secos a temperatura ambiente durante 48 h. De referir
que existe a possibilidade de reciclar a solucdo de NaOH desde que o processo de
regeneracdo (descrito abaixo) seja mais eficiente.

Destoxificagdo do hidrolisado

O carvao tratado com HCI foi misturado com o hidrolisado (pH previamente acertado a 2,5
através da adicdo de NaOH solido), numa proporgéo de 10% (p/v), e colocado sob agitacdo
magnética durante 1 h a temperatura ambiente.

No caso do carvao activado com NaOH, o pH do hidrolisado foi acertado para 5,5 através da
adicdo na quantidade necessaria para obter o pH pretendido, isto sob agitacdo magnética, e
apos o acerto, deixou-se a agitar durante 1 h a temperatura ambiente.

Em ambos os casos, os hidrolisados foram separados do carvao por filtracéo (filtros Filter-
Lab 1235). No caso do hidrolisado destoxificado com HCI (filtros Rundfilter MN713 e Pall
Corporation), o seu pH foi ainda acertado para 5,5 através da adicdo de NaOH sdlido, ja
depois de ter sido separado do carvéao e filtrado novamente.

Reciclagem/lavagem de carvéio

O carvao recolhido apés a filtragdo do hidrolisado foi recuperado para posterior
regeneragdo. Para o carvao activado com base o processo consistiu em submeter o carvao
usado a uma lavagem com agua destilada numa proporcédo de 1:3 (p/p) a uma temperatura
de 130 °C durante 105 min em autoclave, dentro de frascos Schott (Alemanha) de 1000 mL,
com tampas Schott GL45 (temp. max. 200 °C). No final deste procedimento o carvao foi
filtrado (filtros Filter-Lab 1235), lavado com &gua fria e colocado a secar a temperatura

ambiente.
2.6 Microrganismo e condi¢Oes de cultura

2.6.1 Microrganismo

Inicialmente foram utilizadas 6 estirpes da levedura Debaryomyces hansenii depositadas na
Coleccéo de Culturas de Microrganismos Industriais do INETI (CCMI) com 0s nimeros 941,
496, 493, 494, 495, e 470.
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Apbs revitalizacdo das estirpes liofilizadas, as culturas foi mantida em placas de Petri
contendo meio “Yeast Malt glucose” (YM-glc) (Anexo 1), incubadas a 30 °C durante 48 h
numa incubadora vertical (Sanyo MIR 252, Jap&o) e posteriormente conservadas no frio a 4

°C durante, no méaximo trés semanas, sendo posteriormente repicadas.

2.6.2 Preparacao do in6culo

A partir de colonias de D. hansenii incubadas em placas de Petri (meio YM-glc) com 48 h
prepararam-se rampas com meio “Yeast Malt glucose” (YM-glc) (Anexo I) que foram

incubadas a 30 °C durante 22 h numa incubadora (Sanyo MIR 252, Japao).

Ensaios de Selecgdo de estirpes de D. hansenii

Para cada uma das rampas, adicionou-se 10 mL de agua estéril, agitou-se e passou-se 0
conteudo para o respectivo duplicado, de onde retirou-se 4 mL para cada um dos baldes de

Erlenmeyer de 1000 mL sem anteparas, contendo 80 mL de MQD.

Ensaios de bioconversdo com hidrolisados

Para a preparacgdo do inéculo, recorreu-se a um “stock”, preparado de anteméao (Anexo II),
de cada uma das estirpes, conservado em tubos de 12 mL a -70 °C. As culturas foram
descongeladas lentamente no frigorifico e s6 depois a temperatura ambiente.

Para os ensaios de avaliagcdo do efeito da destoxificagdo e da suplementagéo (2.6.3.2) foi
utilizado 1 mL para inocular cada um dos baldes de Erlenmeyer de 1000 sem anteparas. Ja
para as fermentacbes planeadas segundo a Plackett-Burman, inoculou-se com 1 mL de

indculo da 941, para baldes de 1000 mL com anteparas e de 500 mL sem anteparas.

2.6.3 Preparacdo dos meios de cultura

2.6.3.1 Meio quimicamente definido

Para a preparacdo de 1 L de meio, pesaram-se, para 890 mL de agua ultrapura, 25 g de
xilose e 2,5 g de glucose. Posteriormente, em condigfes assépticas, procedeu-se a adi¢cdo
de 25 mL de uma solugéo de sais, 10 mL de solugéo de vitaminas, 50 ml de uma solucéo de
azoto e fosforo e 25 mL de uma solugdo de magnésio (Anexo Ill). No final, o meio foi

esterilizado por filtracao (filtros com 0,22 um de didmetro de poro, Gelman Sciences, EUA).

2.6.3.2 Meios com base em hidrolisados
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Na preparacdo deste meios, o agente escolhido para o acerto de pH, foi o NaOH uma vez
que a adicdo de Ca(OH), e CaCO3; deram origem a precipitados muito significativos ap6s a
suplementacgdo do meio de cultura.

Os hidrolisados destoxificados foram esterilizados por filtros de membrana 0,22 um (Gelman
Sciences, EUA). Ja os hidrolisados ndo destoxificados foram esterilizados na autoclave (121
°C,15 min), devido ao facto de com grandes volumes observar-se a formacdo de um
precipitado que impossibilita a esterilizacdo por filtracdo. Estes ultimos, antes de dar entrada

na autoclave foram filtrados por filtros Filter-Lab 1235.

Avaliagdo do efeito da destoxificagdo e da suplementagdo

Nos ensaios preliminares de avaliacdo do efeito da destoxificacdo e da suplementacdo do
hidrolisado na producédo de polidis, para as estirpes seleccionadas em meio quimicamente
definido (941 e 493), foi utilizado hidrolisado obtido nas condi¢gbes optimizadas, cujo pH foi
previamente acertado a 5,5 com NaOH sélido ou por destoxificagdo com c.a. com NaOH. Os
hidrolisados foram todos esterilizados.

ApoGs a esterilizac@o, procedeu-se a adicdo para 70 mL de hidrolisado, em condi¢Bes
assépticas, dos nutrientes: 2 ml de uma solucéo de sais, 0,8 ml de solucao de vitaminas, 4
ml de uma solugéo de azoto e fosforo e 2 ml de uma solu¢éo de magnésio (Anexo IlIl), sendo
a mistura designada a partir daqui por TEVM (trace elements, vitamins and minerals).
Procedeu-se de igual modo adicionando, em vez de TEVM, 10 mL de borras de vinho
provenientes de uma solucdo com uma concentracéo de 200 g-L™ (Anexo IlI).

Avaliagdo dos factores que afectam a produgdo de xilitol/polidis

Nos ensaios de identificag@o dos factores responsaveis por afectar a producao de poliois foi
utilizado hidrolisado concentrado e ndo concentrado, ndo destoxificado ou destoxificado com
carvao activado por NaOH ou sujeito apenas a uma correc¢ao de pH a 5,5 com NaOH solido
(n&o destoxificado). O carvdo utilizado para estas destoxificagfes foi o carvdo da marca
Sigma (100 — 400 mesh, Reino Unido). Os hidrolisados foram todos esterilizados.

A matriz Plackett-Burman para doze experiéncias (Quadro 2.3, (Greasham et al. 1997) foi
usada para determinar os efeitos de sete variaveis na producdo de poliéis: disponibilidade
de oxigénio (dada pela razdo do volume de erlenmeyer / volume do meio), concentracdo do
hidrolisado, destoxificacdo, adicdo de suplementos como: extracto de levedura (YE),
peptona, agua de maceracdo de milho (CSL) e suplementacdo com uma solu¢édo de TEVM
(Anexo Il1).
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Quadro 2.3 - Matriz Plackett-Burman para doze experiéncias.

Variaveis independentes Variaveis “Dummy”

Ensaios Xi Xa Xa Xa Xs Xe X7 D, D, Ds D,

1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 -1
2 -1 -1 -1 -1 -1 1
3 1 -1 -1 -1 -1 -1
4 -1 1 -1 1 -1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1
6 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1
7 1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1

8 1 -1 -1 -1 1 -1 -1

9 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1
10 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1
11 1 -1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Em cada um dos 12 baldes foram adicionados os suplementos (excepto o TEVM, devido a
degradacao das vitaminas a elevadas temperaturas) e/ ou a quantidade de agua ultrapura,
necessaria para obter as concentracfes finais pretendidas de acordo com a matriz do
planeamento experimental. Estes foram a esterilizar na autoclave a 121 °C durante 15 min.
Posteriormente, foi adicionado o hidrolisado e 9,9 mL de a solugdo de TEVM, em condicbes
assépticas, de modo a obter a concentracao pretendida e um volume final de meio de 90
mL.

O efeito de cada variavel (Ey;) foi determinado de acordo com a equacdo. 2.2, onde 0s

termos sdo a resposta média um limite minimo (I) e nivel maximo (h), e n é o nimero de

- (3)(55)

n n

execucgOes para cada nivel:

O teste de significancia estatistica dos coeficientes de regressao foi determinado pelo teste t

de student, utilizando-se:

E, .
t, = —2— Eq.2.3

ZES
D
onde (Ep) € o efeito das varidveis "dummy”, e D o numero de variaveis "dummy".

Os niveis das variaveis investigadas neste estudo sdo apresentados no Quadro 2.4.
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Quadro 2.4 - Niveis de operacédo das variaveis independentes.

Variaveis independentes Simbolo Limite minimo Limite maximo
Vol.tot /vol.lig. X1 500/80 1000%/80
Concentracéo Xo 0 2
YE Xs 0 30gL
Peptona X4 0 1,75 g.L'l
TEVM Xs N&o Sim
csL Xs 0 50gL
Destoxificacdo X7 N&o Sim

a Erlenmeyers com anteparas; YE - extracto de levedura; CSL - 4gua de maceracao de milho.

2.6.4 Condigdes de cultura

Para todas os ensaios, os baldes foram colocados numa incubadora (Infors Unitron HT,
Suica) a 30 °C e a uma agitacao de 150 rpm. Sendo que no caso da Plackett-Burman, os
baldes de 500 mL foram colocados numa incubadora (Orbital Comecta, Barcelona), onde
apesar de se seleccionar uma agitacdo de 150 rpm, a agitacdo desta € notoriamente inferior.

2.6.5 Amostragem

No decorrer dos crescimentos foram retiradas periodicamente amostras para avaliacdo do
crescimento celular, quantificagdo de substratos e produtos na suspensao celular. De modo
a minimizar as alteragbes das condi¢cdes de cultivo, nomeadamente na razdo volume de
liguido/volume total, o volume da amostra foi 0 mais reduzido possivel (3 mL). Exceptuam-
se 0s casos das amostras utilizadas para determinacdo de concentragdo de biomassa (5
mL).

2.7 Métodos analiticos

2.7.1 Caracterizagdo quimica da matéria-prima e residuos sdlidos resultantes

das hidrdlises

Quer a fraccdo do BAE seleccionada no ponto 2.2, quer o residuo soélido resultantes das
hidrolises (obtidos no ponto 2.3) foram moidos a um tamanho de particulas <0,5 mm num
moinho (Ika Werck MF10, Staufen, Alemanha) e armazenados a temperatura ambiente em

frascos de vidro fechados para posterior caracterizagao quimica.
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2.7.1.1  Determinacdo da humidade

Para a determinacdo da humidade da matéria-prima e dos residuos sélidos, pesou-se em
caixas de niquel, aproximadamente 1 g de amostra. Estes foram primeiramente secos a
100+1° C durante 16 h, arrefecidos no exsicador durante 1 h e tarados numa balanca
analitica (Mettler Toledo AG204, Suica). Pesada a amostra, esta foi seca e arrefecida nas
mesmas condicdes das caixas vazias. Este procedimento foi repetido sempre que

necessério, sendo realizado, no minimo, em duplicado.

2.7.1.2 Determinacdo dacinza

Para a determinacdo de cinza da matéria-prima, pesou-se em cadinhos de porcelana,
aproximadamente 1 g de amostra. Estes foram primeiramente secos a 100+1° C durante 16
h, arrefecidas e pesadas conforme o descrito em 2.7.1.1. Em seguida, os cadinhos de
porcelana com amostra seca foram colocados numa placa de aquecimento e queimados,
sendo posteriormente colocados na mufla (Heraeus D-6450, Alemanha) a 55045 °C durante
5 h, arrefecidos e pesados. A diferenca entre 0o peso da amostra, que se encontrava no
cadinho, antes e depois de queimada, d& a valor da cinza. Este procedimento foi repetido

sempre que necessario, sendo realizado, pelo menos, em duplicado.

2.7.1.3 Determinacao de glucano, xilano, arabinano e grupos acetilo

As amostras foram submetidas a uma hidrélise acida quantitativa (H.A.Q.) para
determinagdo de polissacaridos e grupos acetilo, de acordo com o método descrito em
(Browning 1967). Para tal, foram pesadas em tubos de ensaio 0,5 g de amostra, as quais se
adicionou 5 mL de H,SO, 72% (p/p). A mistura foi incubada a 30+1 °C num banho
termostatizado (Memmert, Alemanha), durante 1 h, com agitacdo ocasional com uma vareta
de vidro. Terminado esse tempo, todo o conteldo do tubo de ensaio foi transferido para
frascos Schott de 250 ml através do arrastamento com &gua desmineralizada, numa
guantidade suficiente para se obter uma concentragéo de H,SO, de 4% (p/p). Esta mistura
foi autoclavada a 120 °C durante 1 h, apés o que se arrefeceu rapidamente a autoclave até
aos 90 °C e abriu-se o esgoto de modo a que a temperatura baixasse rapidamente. Apés o
arrefecimento dos frascos, este foram novamente pesados para verificar a ocorréncia de
possiveis perdas. A mistura foi filtrada por filtros de placa porosa (Schott) de porosidade 3,
previamente tarados, apos secagem a 55015 °C numa mufla Heraeus D-6450 (Alemanha)
durante 5 h.

Os componentes da frac¢éo liquida foram analisados por HPLC e por electroforese capilar

conforme descrito em 2.7.3 e 2.7.4, respectivamente. As concentracdes de glucose, xilose,
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arabinose e &cido acético obtidas permitem calcular as percentagens dos respectivos

polimeros e grupos acetilo, conforme descrito no Anexo IV-B.

2.7.1.4 Determinacao dalenhina

A fraccao sdlida, obtida em 2.7.1.3, foi lavada com 50 mL de a4gua desmineralizada e os
cadinhos com as amostras foram secos a 100+1° C durante 16h, arrefecidos e pesados
conforme o descrito em 2.7.1.1. Em seguida, os residuos foram incinerados numa mufla a
55045 °C durante 5 h, arrefecidos e pesados. O residuo seco, ap0s correc¢ao da cinza, €
considerado como lenhina Klason, (ver Anexo 1V).

2.7.1.5 Determinacéo de proteina total

A proteina total da matéria-prima foi determinada de acordo com o método de Kjedahl
utilizando um analisador de proteina semi-automatico Kjeltec, Tecator (Suécia). O factor de
conversao utilizado foi N x 6,25. O procedimento experimental e os calculos efectuados

encontram-se descritos no Anexo V.

2.7.1.6 Doseamento de extractivos

Os extractivos presentes na matéria-prima foram doseados de acordo com o protocolo
experimental do NREL (Sluiter et al. 2008) utilizando um Soxhlet com 85 mL de capacidade.

O procedimento experimental e os calculos efectuados encontram-se descritos no Anexo VI.

2.7.2 Determinacédo da concentracdo de biomassa celular

A concentracdo celular foi regularmente estimada por medicdo da absorvancia da cultura, a
um comprimento de onda de 600 nm, contra um branco de &gua destilada, num
espectofotometro (Jasco V-530, Japao). Para valores de absorvancia superiores a 0,8 foram
realizadas diluicbes, de modo a obter leituras dentro da gama de linearidade 0,2-0,8. Todas
as diluicdes foram efectuadas, pelo menos, em duplicado.

A concentracdo de biomassa foi também obtida através da quantificacdo da concentracéo
de biomassa seca da cultura em amostras seleccionadas. Foram filtrados, sob vacuo, 3 ml
de suspensao celular, através de filtros (Pall Corporation) com diametro de poro de 0,45 um,
previamente secos e tarados. A biomassa foi lavada com 6 ml de agua desionizada, e 0s
filtros foram secos em estufa a temperatura de 100+1° C, durante, pelo menos, 16 h.
Seguidamente foram arrefecidos até a temperatura ambiente num exsicador, durante pelo
menos 30 min, e pesados numa balanca analitica electrénica (Mettler Toledo AG204,

Suica). Este procedimento foi realizado, pelo menos, em duplicado.
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2.7.3 Doseamento de monossacaridos, compostos inibidores e produtos

resultantes do metabolismo microbiano

A D-glucose, D-xilose, L-arabinose, acido acético, glicerol, etanol, HMF e furfural foram
analisados por HPLC utilizando uma coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad, EUA). Para o HMF
e furfural foi utilizado um detector de UV/VIS regulado para 280 nm, e para os restantes
compostos um detector de IR. As condi¢des de operacdo dos sistemas associados a coluna
HPX-87H estdo resumidas no Quadro 2.5.

Nestas condi¢Oes, a xilose co-elui com a galactose e a frutose, a arabinose com a manose e
o xilitol com o arabitol, pelo que se opta por falar sempre em poliéis.

Apenas as amostras sujeitas a hidrdlise acida quantitativa, foram analisadas a um menor
caudal e um maior volume de amostra na coluna (Quadro 2.5). Todas as amostras foram
previamente filtradas através de filtros Millipore®™ com um diametro de poro de 0,45 um.

As concentragbes dos compostos analisados foram calculadas a partir de curvas de
calibragdo tracadas a partir de solu¢cbes padrdo. Estes padrbes foram diariamente

analisados.

Quadro 2.5 - Condicdes de analise para a coluna cromatografica HPX-87H.

Amostra de hidrolisados Amostra de H.A.Q.!
Fase Movel H,SO, 0,5 mM H,SO, 0,5 mM
Caudal 0,6 mL min* 0,4 mL min®
Volume de injecc¢éo 5uL 20 uL
Temperatura da coluna 50°C 50°C
Temperatura detector IR 50°C 50°C
Comprimento de onda UV 280 nm -

*Caracterizacdo quimica da matéria-prima e residuos sélidos.

274 Doseamento de compostos fendlicos

2741 Método espectrofotométrico

Os compostos fendlicos presentes no hidrolisado foram doseados utilizando uma solugéo de
reagente Folin-Ciocalteu com base no método descrito em (Singleton & Rossi 1986)
utilizando o acido galico como padrao. O principio deste método baseia-se na capacidade
dos compostos fendlicos para reduzir o reagente de Folin-Cicalteu, sob condicdes alcalinas,
alterando a cor de amarelo a azul. O procedimento experimental encontra-se descrito em

detalhe no Anexo VII.

42



2741 Método CZE

O perfil de compostos fendlicos foi determinado por CZE (electroforese capilar de zona), de
acordo com (Roseiro 2003). Foi utilizando um equipamento Agilent CE model G1600AX e
um capilar de bolha, para maior sensibilidade, com revestimento de silica fundida (Agilent
G1600-60232), com 50 um de diametro interno e 56 cm de comprimento. A solucdo tampéao
utilizada foi Tetraborato de sédio decahidratado a 20 mM em metanol a 20%, ajustado com
HCl para um pH de 9.3. As condi¢des de operacdo estdo resumidas no Quadro 2.7.

Todas as amostras foram previamente filtradas através de filtros Millipore® com um
didmetro de poro de 0,45 um. As identificacbes dos compostos foram feitas a partir dos
tempos de migracdo e espectros UV-Vis de padrdes comerciais analisados nas mesmas
condicbes. Os padrdes analisados incluem oleuropeina (Extrasynthese), tirosol
(Extrasynthese), hidroxitirosol (Extrasynthese), Catequina (Sigma), Epicatequina (Sigma),
Acido Vanilico (Sigma), Acido Siringico (Sigma), Acido 3-hidréxi-benzoico (Sigma), e

Naringina (Sigma).

Quadro 2.7 — Condic¢des de analise por electroforese capilar de zona.

Parametro Configuracao

Temperatura 25°C

Offset 8 mm do fundo do vial

Injeccéo 50 mBar x 15 seg. no anodo (+)

Corrente 120 pA

Tempo de migracéo 30 min

Voltagem 25 kV com 0,5 min de rampa de subida
Comprimentos de onda 200, 280, 375 nm

Espectro “All in peak”, 190-600 nm
Pré-acondicionamento 3 min de lavagem com 0,1 M de NaOH

seguido de 3 min tampé&o de corrida
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3. Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacdo da matéria-prima

3.1.1 Caracterizacdo granulométrica

Ao contrario do que acontece com outros materiais, como as palhas de sorgo, milho ou
arroz, o bagaco de azeitona extractado (BAE) néo necessita de ser sujeito a uma reducdo
de tamanho com vista a sua valorizagdo. Tendo em conta a elevada resisténcia mecanica
deste material, se fosse necessaria a sua moagem, tal pratica seria altamente dispendiosa.

Na Figura 3.1 encontram-se apresentadas as percentagens médias de BAE retido em cada

um dos peneiros, resultantes da separacao de trés amostras representativas:

30

25

20
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10 |
| il

>3,55 3,55>(32,36 2,36>[>1,6 1,6>>1 1>>0,71 0,71>>0,5 0,5>>0,25 0,25>[>0

% média de BAE retido

Dimensdo do poro (mm)

Figura 3.1 - Andlise granulométrica do bagacgo de azeitona extractado.

Tal como se pode observar na Figura 3.1 as frac¢cdes mais representativas correspondem as
particulas com diametro entre 1 - 3,5 mm, e que corresponde, aproximadamente, a 60% da
matéria-prima.
Desta fracgdo, procedeu-se a determinagdo do didmetro médio das particulas (Anexo VIII,
equacao VIII). Este célculo diz respeito as fracgcbes de BAE retidas nos peneiros com
dimensao de poro de 2,36, 1,6 e 1 mm e o valor obtido foi:

D, = 2,6535 mm

O diametro de particulas obtido encontra-se dentro dos valores ja referidos noutros estudos
realizados com materiais semelhantes (bagaco de azeitona (Derriche et al. 2007) e polpa de
azeitona (Felizén et al. 2000), e tem a vantagem de dipensar a operacao de reducdo de
tamanho.

As restantes frac¢cdes ndo foram utilizadas nos ensaios de optimizacdo do hidrolisado com

acido diluido, dado que:
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e As particulas correspondentes as frac¢des acima de 3,55 mm néo séo indicadas
para os tratamentos de hidrolise &cida, uma vez que devido as suas dimensoes,
podem ocorrer limitages difusionais a transferéncia de massa e calor;

e As fracgOes referidas sdo as mais representativas dos lotes recebidos;

e As frac¢gBes abaixo de 1 mm tornam-se de dificil de manuseamento e sédo mais

susceptiveis de serem degradadas durante o tratamento.

3.1.2 Caracterizacdo quimica

A composigdo quimica da biomassa lenhocelulésica varia consoante as condi¢des
climéticas, a idade, origem geogréfica, estagdo do ano, métodos de colheita, bem como dos
métodos analiticos utilizados. No caso do BAE, esta depende ainda da variedade da
azeitona, das tecnologias empregues na extraccdo de azeite e do Oleo de bagaco de
azeitona e do modo de secagem.

A caracterizagdo do lote seleccionado e utilizado neste trabalho é apresentado no Quadro
3.1, na qual é apresentada a composi¢cdo média da matéria-prima, expressa em termos de

percentagem de base seca:

Quadro 3.1 - Composi¢ao quimica média do bagaco de azeitona extractado.

Componentes %

Glucano 22,87

Hemicelulose 23,34
Xilano 15,60
Arabinano 1,10

Grupos acetilo 6,64

Lenhina Klason 33,90
Cinza 4,35
Proteinas 3,66

Extractivos (agua) 10,37

Extractivos (etanol) 3,14

A composi¢do quimica acima apresentada sugere que o BAE é apropriado para o tipo de
valorizacdo estudada neste trabalho, por meio de hidrélise com &cido diluido. Trata-se de
uma matéria-prima que contem 46% (p/p) de polissacéridos totais, dos quais,
aproximadamente, metade € hemicelulose. Os valores encontrados sdo concordantes com
outros ja referidos na literatura para materiais semelhantes (bagacgo de azeitona e carogo de
azeitona) (Asli et al. 2009;Derriche et al. 2007;Niaounakis et al. 2006;Rodrigues et al. 2008).
Conforme o que se encontra descrito na literatura para materiais semelhantes, para além da

xilose e arabinose, podem encontrar-se presentes em muito menor quantidade outros
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acucares como: frutose, manose, galactose e sacarose (Niaounakis et al. 2006), pelo que os
15,6% de xilano apresentados no Quadro 3.1, poder&do néo ser exclusivamente xilose.

J& o teor em lenhina obtido € inferior ao habitualmente descrito na literatura (Alburquerque
et al. 2004;Roig et al. 2006). Aqueles autores referem percentagens compreendidas entre 40
e 50%, 0 que no NOSSO caso € uma vantagem quando se pretende uma valorizagdo do
material através de bioconversédo dos agucares.

A gquantidade relativamente aprecidvel de extractivos, pode também constituir uma mais-
valia, dado o elevado valor econémico associado a alguns dos compostos presentes, como
seja 0 hidroxitirosol e o tirosol. A extraccdo destes compostos é referida como uma
estratégia valida para a valorizacdo do bagaco de azeitona, por apresentarem propriedades
antioxidantes (Fernandez-Bolanos et al. 1998). Além destes compostos € comum a
presenca de outros compostos com propriedades antioxidantes, anti-inflamatéria, anti-
microbiana e anti-hipertensivos com vasta aplicacdo farmacologica e que incluem: rutina,
luteulina, oleoropeina, assim como derivados destes, e ainda esqualeno, tocoferdéis
(vitamina E) e triterpenos (Coimbra et al. 2010).

Em suma, este material possui uma composicao favoravel para a obtengdo de hidrolisados
ricos em pentoses como se pretende, uma vez que é relativamente rico em arabinoxilano,
gue constitui a fracgdo mais susceptivel de ser hidrolisada por um tratamento com &cido
diluido.

3.2 Optimizacédo da hidrolise com &cido diluido do bagago de azeitona extractado

3.2.1 Defini¢céo da razdo liquido/solido

A optimizagdo do processo de hidrolise envolveu um estudo preliminar cujo objectivo
principal foi a escolha da razéo liquido/solido (RLS), de modo a garantir a obtencdo de um
hidrolisado com uma concentracdo elevada de monossacaridos e baixa concentracdo de
compostos potencialmente inibidores do metabolismo microbiano, tanto quanto possivel com
rendimentos elevados e sem problemas associados a questdes de mistura e limitacdes
difusionais a transferéncia de massa e calor. Para este efeito, foi realizado um ensaio no
qual se testaram duas RLS, 2 e 4 gso.H,s0./0BAE, para a temperatura de 130 °C, e uma
solucdo contendo 1,2% (p/p) de acido sulfarico, durante 150 min, condi¢cdes operacionais
previamente optimizadas para a hidrélise acida de outros materiais (dados ndo publicados).
A escolha destes valores de RLS teve por base, por um lado, o volume minimo necessario
para a imersdo total e homogénea do sélido e, por outro, a necessidade de nao utilizar
volumes elevados que podem levar maiores custos com o acido, e a hidrolisados mais
diluidos que imporiam necessidades acrescidas de concentracdo posterior.

Os hidrolisados obtidos para as duas RLS foram caracterizados e a sua composi¢ao

guimica é apresentada na Quadro 3.2.
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Quadro 3.2 - Concentracfes (g-L'l) e rendimentos (g/kg matéria matéria-prima seca) de monossacaridos e
acido acético, obtidos para a hidrolise acida de BAE para diferentes razdes liquido/sélido, com 1,2% de
H>SO4e a 130 °C.

Glucose Xilose Arabinose  Monossacaridos totais  Acido Acético

RSB st gig gt gke gl ke gl” g/ke gl g/ke
2 7,82 15,65 18,08 36,16 8,04 16,07 33,94 67,88 6,35 12,70
4 4,42 17,67 11,78 47,13 4,07 16,26 20,27 81,07 3,50 14,01

O ensaio com a RLS = 2, ou seja, a utilizacdo de uma concentracdo de soélidos de 33% foi a
que permitiu obter maior concentracdo de agucares totais, superior em 40% ao ensaio com
a RLS = 4 (20% de sdlidos, Quadro 3.2). Porém, estas concentracbes correspondem a
rendimentos em monossacaridos de 20 % inferiores ao obtido para a RLS = 4. Em ambos os
ensaios, o principal agucar recuperado foi a xilose, sendo a glucose e a arabinose obtidas
em menor quantidade. A recuperacao de xilose foi mesmo selectivamente favorecida com o
aumento da RLS, tendo-se observado um acréscimo de 30%.

No caso do &cido acético, observa-se uma recuperacdo 10% superior para RLS de 4, mas
uma diminuicdo em cerca de 45% na sua concentragao.

Pelo exposto, € claro ser necessario um compromisso entre estas duas RLS, de forma a
obter um maior volume de hidrolisado por tratamento e, a0 mesmo tempo, hidrolisados com
elevadas concentracbes de acUcares, aspecto que interessa tendo em conta que se
pretende, posteriormente, estudar a possibilidade deste hidrolisado servir para a
bioconversao de xilose em xilitol. Como compromisso definiu-se a RLS de 3 para a
prossecucao dos trabalhos.

De qualquer forma, independentemente da RLS utilizada, a rendimento de xilose foi sempre
baixo (no maximo 20,4 % da xilose presente na matéria-prima). Comparando com outros
materiais lenhocelulésicos, como por exemplo, as palhas de sorgo em condicdes
operacionais semelhantes (concentracédo de acido, duracao e temperatura do tratamento) as
recuperacdes de xilose foram mais baixas, tendo em conta que para aquele material é
descrita uma recuperacao da ordem dos 50%) (Torrado 2010), o que implica a necessidade
de desenvolver uma estratégia de optimizacao das condic6es de operacdo para o BAE.

3.2.2 Optimizac&o da concentracdo de acido e duragéo do tratamento

A composicao quimica dos hidrolisados hemicelulésicos varia de acordo com a matéria-
prima utilizada, o tipo e a concentracéo de catalisador, bem como a temperatura e duragéo
do processo. No decurso do processo hidrolitico, além dos aguUcares resultantes do
fraccionamento dos polissacéridos sdo também formados alguns compostos resultantes da
degradacdo das hemiceluloses (grupos acetilo), dos monossacaridos e da degradacéo
parcial da lenhina. Assim, as diversas condi¢cGes operacionais que influenciam o processo
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devem ser controladas e, se possivel, optimizadas de modo a maximizar as concentracfes
de acucares e minimizar a formacao de produtos da degradacgéo que limitam a utilizacao dos
hidrolisados como meio de cultura (Carvalheiro et al. 2008;Girio et al. 2010). A concentragcéo
de acido e a duracdo do tratamento sao especialmente relevantes e os parametros mais
estudados (Girio et al. 2010). Dado que o efeito destas variaveis ser interdependente, o seu
estudo deve ser realizado simultaneamente.

O &cido sulfarico €, em geral, a principal opcdo quando se trata da escolha do catalisador a
utilizar. Neste trabalho, para a optimizacdo da concentracdo de é&cido e de tempo de
hidrélise, utilizou-se um planeamento estatistico experimental de Doehlert para dois
factores, em que se fez variar a concentracdo de acido sulfurico entre 0,5 e 3,5% e o tempo
entre 0 e 180 min, para a temperatura de 130 °C. A escolha do intervalo de concentracfes
de &cido sulfurico justifica-se pelo facto de que valores superiores a 3,5% tornam o método
demasiado dispendioso e inferiores a 0,5% implicariam a necessidade de utilizar
temperaturas elevadas para que o processo pudesse ser eficiente.

No Quadro 3.3 apresenta-se a matriz das experiéncias realizadas e as respectivas

respostas: concentragfes de monossacaridos, acido acético e produtos de degradacéo.
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Quadro 3.3 - Concentracdes (g-L'l) em monossacaridos, acido acético e produtos de degradacédo obtidos na hidrélise do bagago de azeitona extractado com acido diluido

para diferentes condi¢cdes de acido e tempo, segundo a matriz de Doehlert.

Variaveis Respostas
Ensaios Codificadas Reais
X1 Xz H2S0 Terr.1po CS Glc Xyl Ara TP TS HAc HForm HLev Furfural HMF Fendlicos TI TP-TI  TS-TI
) (min)

Al* 0,000 0,000 2,00 100 2,31 7,99 18,36 7,26 25,62 33,61 7,37 1,38 0,28 0,72 141 4,42 15,29 10,33 18,32
A2 0,000 0,000 2,00 100 2,31 587 13,82 5,17 18,98 24,85 5,80 1,27 0,32 0,97 0,73 4,69 13,46 553 11,39
B1 1,000 0,000 3,50 100 255 750 3221 563 37,84 4534 10,23 1,72 0,80 3,71 0,91 5,53 22,11 15,73 23,24
B2 1,000 0,000 3,50 100 255 7,24 3093 530 36,24 4348 9,90 1,72 0,78 4,01 0,83 5,60 22,06 14,18 21,42
C1 -1,000 0,000 0,50 100 1,70 4,24 2,62 3,15 5,77 10,00 2,90 1,78 0,42 0,06 0,40 3,70 8,83 -3,06 1,17
c2 -1,000 0,000 0,50 100 1,70 3,99 2,50 2,97 5,47 9,46 2,79 1,23 0,40 0,06 0,68 3,68 8,44 -2,97 1,02
D1 0,500 0,866 2,75 169 263 6,71 20,06 556 25,61 32,32 7,77 1,52 0,57 2,76 1,19 5,44 18,67 6,95 13,66
D2 0,500 0,866 2,75 169 263 694 21,29 575 27,04 33,98 8,24 1,53 0,56 2,44 1,22 6,05 19,47 7,56 14,50
El -0,500 -0,866 1,25 30 1,77 4,50 3,06 3,39 6,45 10,95 2,65 0,96 0,23 0,10 0,77 3,93 8,42 -1,97 2,53
E2 -0,500 -0,866 1,25 30 1,77 517 341 3,75 7,16 12,33 2,89 o* 0,08 0,07 0,76 4,16 7,84 -0,68 4,49
F1 0,500 -0,866 2,75 30 2,11 574 8,85 5,27 14,12 19,86 4,43 1,13 0,30 0,33 0,79 4,22 10,90 3,22 8,96
F2 0,500 -0,866 2,75 30 2,11 5,85 9,52 5,19 14,71 20,56 4,50 0,32 -0,02 0,36 0,77 3,89 9,84 4,87 10,72
Gl -0,500 0,866 1,25 169 229 595 6,90 5,48 12,38 18,33 4,48 1,29 0,36 0,74 1,00 4,72 12,24 0,14 6,09
G2 -0,500 0,866 1,25 169 229 589 7,80 5,48 13,28 19,17 4,73 1,24 0,34 0,82 1,05 4,72 12,57 0,71 6,60

CS - factor de severidade combinado; Glc — Glucose; Xyl — Xilose; Ara — Arabinose; TP — Pentoses totais; TS — Aclicares totais; HAc — acido acético; HLev — Acido levulinico; HForm

— Acido férmico; HMF — Hidroximetilfurfural; TP-TI - diferenca entre a concentrac&o total de pentoses e total de inibidores; TS-TI - diferenca entre a concentracéo total de aclcares e

total de inibidores; Tl — Inibidores totais (4cido acético, &cido formico, &cido levulinico, furfural, HMF e fendlicos).

* Valores ndo incluidos na analise estatistica.

49



Associado a cada ensaio é apresentado o valor do factor de severidade combinado que é
um parametro empirico que engloba os efeitos de temperatura, tempo e pH (Anexo IV,
equacdo IV.3) e que permite comparar ensaios realizados em diferentes condi¢cbes
operacionais Neste trabalho o factor de severidade combinado variou entre 1,70 e 2,63.

Pela analise do Quadro 3.3 pode observar-se que para a maioria dos agucares e dos
compostos inibidores, os valores de concentracdo mais elevados foram obtidos para o factor
de severidade combinado (CS) de 2,55, ou seja para a concentracdo mais elevada de &cido
sulfarico (3,5%) e para 100 min de tempo de hidrélise (Figuras 3.2 e 3.3) Apesar do valor de
concentracdo destes aclcares e compostos inibidores, nesta condicdo, ser relativamente
préxima dos valores obtidos para CS de 2,63 (acido a 2,75%, 169 min de tratamento), o
efeito da concentracdo de 4cido parece ter maior peso que aquele causado pelo tempo de
tratamento. Esta mesma situacdo se verifica entre as condigbes de severidade de 2,11 e
2,29. As excepcdes verificam-se para a arabinose, o HMF e compostos fendlicos que
apresentam a sua concentracdo mais elevada para a condicdo de maior severidade (CS de
2,63) (Figura 3.2 — c); Figura 3.3 - d) f)), ainda que estes valores sejam proximos dos
encontrados para a primeira condicao referida.

A xilose é o principal composto presente nos hidrolisados para a maioria dos ensaios, sendo
0 monossacarido que apresenta um maior aumento na concentracdo. Esse aumento da
concentracao resulta da hidrélise de xilano da matéria-prima atingindo, para uma severidade
2,55, uma concentracdo de cerca de 31 g-L™ (Figura 3.2 — b)), o que corresponde a um
rendimento com base no xilano da matéria-prima de 41,5% (Quadro 3.6). E de ter em conta
gue o BAE para além de ndo ser dos materiais lenhocelulésicos que apresenta maior
percentagem de xilano (15,6 %), € um material cuja obtencéo de um elevado rendimento em
xilose parece ser dificultado pela sua natureza intrinseca, acabando por se exigir condicées
mais severas que as citadas para outros materiais lenhocelulésicos. Quando comparado,
por exemplo, com o hidrolisado obtido a partir de dreche cervejeira, produzido em condi¢des
de tratamento semelhantes (130 °C, 3% H,SO, e 90 min), o0 BAE apresenta um rendimento
em xilose inferior quando comparado com aquele material cujo rendimento foi de 78%.
Ainda assim, e dada a possibilidade do BAE permitir a realizacdo da hidrolise acida com
uma maior carga de sdlidos, foi possivel nestas condigdes obter uma concentracdo de xilose
1,5 vezes superior a obtida com a dreche cervejeira (Carvalheiro et al. 2004a).

A glucose é o0 segundo composto mais importante, mas encontra-se em concentracdes
semelhantes a arabinose. Ao contrario do que acontece com a xilose, este dois
monossacaridos ndo sofrem grandes variagbes na concentragdo com o0 aumento da
severidade (Quadro 3.3, Figura 3.2 — a) e c)). Contudo, enquanto as concentracbes de
glucose se devem a uma baixa solubilizacdo, as concentracdes de arabinose devem-se

precisamente ao oposto, a uma elevada solubilizacdo da arabinose, uma vez que a matéria-
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prima tem um teor baixo em arabinano. Estes factos, também ja verificados na hidrélise com
acido diluido de outros materiais lenhoceluldsicos (Duarte et al. 2009;Neureiter et al. 2002),
demonstram a selectividade do tratamento utilizado para as hemiceluloses sendo também a
baixa concentracdo de glucose um aspecto favoravel, uma vez que favorece o uso do
hidrolisado como meio de bioconversdo da xilose em xilitol. Foi ja verificado noutros
trabalhos que concentragdes elevadas desta hexose podem inibir o metabolismo da xilose
em leveduras (Ooi et al. 2002;Tavares et al. 2000)

Gle (g/L)
Xyl (g/L)
Ara (glL)

TS (glL)
TP (g/L)

Figura 3.2 - Superficies de resposta para a concentragdo de glucose — a), concentracdo de xilose - b) e
concentracdo de arabinose - ¢) concentragao total de aglcares — d), concentragao total de pentoses — e)
em funcdo da concentracéo de acido (X1) e tempo de reaccédo (Xz).

Na condicdo de maior concentracdo de xilose (CS de 2,55), foram também obtidos os
valores mais elevados para as concentracdes de acido acético, acido formico e furfural. Para
estes trés compostos inibidores observa-se um aumento na concentragcdo com o0 aumento
da severidade, sendo este mais acentuado no caso do acido acético (Quadro 3.3; Figura 3.3
— a). Tendo este material uma quantidade apreciavel de grupos acetilo (6,6%) quando
comparado com outros materiais lenhocelulésicos tais como palhas de trigo (Carvalheiro et
al. 2009b) e caules de algodé&o (Akpinar et al. 2011) que apresentam quantidades inferiores
a 3,5%, ou até mesmo os residuos de eucalipto (Canettieri et al. 2007), e carolo de milho
(Moniz et al. 2009), o aumento da concentracdo de acido acético resulta da hidrolise dos
grupos acetilo da matéria-prima atingindo, para uma severidade 2,55 uma concentracao de

cerca de 10 g-L™. Enquanto o aumento da concentracdo de acido acético esta relacionado
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com a hidrdlise da hemicelulose da matéria-prima, o aumento de outros inibidores, como o
furfural e o &cido formico, indicam a existéncia de reacc¢des de degradagdo da xilose, uma
vez que a desidratacdo desta conduz a formacdo de furfural que por sua vez pode ser
convertido em &cido formico. De forma semelhante, 0 mesmo acontece para a degradacéo
das hexoses em HMF e este em acido levulinico. Sendo que para estes compostos, a
concentracdo é sempre baixa (Quadro 3.3; Figura 3.3 — c), d)), tal podera indicar que a
glucose seja pouco afectada pela variacdo das condicbes. Acontece que as concentragdes
de furfural e acido férmico no hidrolisado de BAE sdo superiores as encontradas nos
hidrolisados de outros materiais obtidos em condi¢des de tratamento semelhantes, como € o
caso do hidrolisado de palhas de sorgo em que é obtida uma concentracéo de 1,18 g-L™
(Torrado 2010) sob condicdes optimizadas, enquanto no hidrolisado de BAE se obtém 3,8
g-L™* de furfural. Como foi acima referido, a natureza deste material exigiu a utilizacdo de
condi¢cBes de hidrolise mais severas que as aplicadas para outros materiais.

A concentragdo de compostos fendlicos parece ser pouco afectada pelas diferentes
condigbes operacionais mas ainda assim as concentragfes obtidas sdo relativamente
elevadas, variando entre 3,70 e 6,03 g-L™ (Quadro 3.3, Figura 3.3 — f)). Estes valores sdo
relativamente elevados quando comparados com outros descritos para outros hidrolisados,
gue referem concentragbes de compostos fendlicos totais da ordem de 0,91, 1,38, e 2,16
g-L* para hidrolisados de dreche cervejeira, palha de sorgo, e palha de trigo,
respectivamente (Carvalheiro et al. 2004a;Duarte et al. 2009;Torrado 2010). A presenca de
compostos fendlicos nos hidrolisados é habitualmente associada a solubilizagdo da lenhina.
No entanto, neste trabalho a lenhina parece ser pouco afectada pelo tratamento hidrolitico
obtendo-se no maximo uma solubilizacéo de 8% apenas numa das condi¢bes (Quadro 3.6).
Assim, os compostos fendlicos quantificados deverao ser compostos presentes na matéria-
prima e facilmente solUveis em agua e ndo compostos que provenham da degradacao da
lenhina. Refira-se que 0s compostos presentes no bagaco de azeitona sdo habitualmente
referidos como compostos de facil extracg¢ao (75-90% dos fendlicos totais encontrados para
bagaco de azeitona) e incluem fenolicos como o hidroxitirosol, tirosol, oleuropeina, acido
cafeico, acido p-coumarico, acido vanilico, catecol e rutina (Niaounakis et al. 2006;Téllez-
Luis et al. 2002b).

Para além dos monossacaridos, ndo sera de excluir a possibilidade da presenca de
acucares também na forma oligomérica, sobretudo nas condigcbes de menor severidade, o
que acontecer, poderd explicar, em parte, os baixos rendimento obtidos, quer em xilose,
quer na recuperacdo de &cido acético, uma vez que a existirem oligossacaridos, estes
poderdo conter grupos acetilo ligados e que ndo estdo a ser quantificados nas

determinacgfes analiticas realizadas quer no sélidos, quer nos hidrolisados.
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HAC (g/L)
HForm (g/L)
HLev (g/L)

HMF (g/L)
Furfural (g/L)
Compostos fenslicos (g/L)

Figura 3.3 - Superficies de resposta para a concentragcdo de acido acético - a), concentragdo de acido
formico b), concentracdo de acido levulinico - c), concentracdo de HMF - d), concentracao de furfural — e)
concentragdo de compostos fendélicos — f), total de inibidores — g) em funcdo da concentracdo de acido
(X1) e tempo de reacgéo (Xz).

Na Quadro 3.4 € apresentada uma estimativa para os coeficientes de regressao e
respectivos niveis de significAncia para um modelo polinomial estudado juntamente com o
coeficiente de determinagéo maltipla (R?) para as diferentes respostas analisadas. Todas as
respostas obtidas, excepto a concentracdo de A&cido férmico (R%=0,7), podem ser
correlacionadas com as variaveis estudadas pela equacgdo proposta (ponto 2.3, equagéo
2.3), obtendo-se regressfes estatisticamente significativas (p<0,05). Também para a maioria
das respostas os valores de R? obtidos foram superiores a 0,9 demonstrando que, existe
uma boa concordancia entre os dados obtidos e os esperados.
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Quadro 3.4 - Coeficientes de regressédo estimados para o modelo polinomial para as diferentes respostas analisadas.

Coeficientes

Respostas
Bo B: B: B B B2z R’

Glc 5,87+/-0,37(0) 1,4+/-0,15(0) 0,61+/-0,15(0,01) -0,03+/-0,3(0,91) -0,13+/-0,42(0,77) 0,01+/-0,42(0,98) 0,94
Xyl 13,82+/-2,2(0) 12,88+/-0,9(0) 4,5+/-0,9(0) 4,26+/-1,8(0,05) 3,25+/-2,46(0,23) -6,03+/-2,46(0,04) 0,97
Ara 5,17+/-0,19(0) 1,11+/-0,08(0) 0,67+/-0,08(0) -0,86+/-0,16(0) -0,9+/-0,22(0) 0,06+/-0,22(0,79) 0,98
TP 18,98+/-2,35(0) 13,99+/-0,96(0) 5,18+/-0,96(0) 3,4+/-1,92(0,12) 2,35+/-2,63(0,4) -5,97+/-2,63(0,06) 0,97
TS 24,85+/-2,68(0) 15,39+/-1,1(0) 5,79+/-1,1(0) 3,36+/-2,19(0,17) 2,22+/-3(0,48) -5,96+/-3(0,09) 0,97
HAc 5,8+/-0,5(0) 3,26+/-0,2(0) 1,55+/-0,2(0) 0,98+/-0,41(0,05) 0,66+/-0,56(0,28) -1,33+/-0,56(0,05) 0,98
HForm 1,27+/-0,27(0) 0,08+/-0,11(0,51) 0,32+/-0,11(0,02) 0,28+/-0,22(0,23) 0,34+/-0,3(0,29) -0,32+/-0,3(0,32) 0,74
HLev 0,32+/-0,04(0) 0,19+/-0,02(0) 0,13+/-0,02(0) 0,04+/-0,03(0,24) 0,28+/-0,05(0) -0,06+/-0,05(0,22) 0,98
HMF 0,73+/-0,09(0) 0,14+/-0,04(0) 0,2+/-0,04(0) 0,09+/-0,07(0,22) -0,03+/-0,1(0,78) 0,29+/-0,1(0,02) 0,91
Furfural 0,97+/-0,39(0,04) 1,61+/-0,16(0) 0,85+/-0,16(0) 0,9+/-0,32(0,03) 0,99+/-0,44(0,06) -0,35+/-0,44(0,45) 0,96
Fendlicos 4,69+/-0,27(0) 0,8+/-0,11(0) 0,68+/-0,11(0) 0,58+/-0,22(0,03) -0,06+/-0,3(0,84) -0,04+/-0,3(0,9) 0,93
TI 13,78+/-1,14(0) 6,12+/-0,47(0) 3,92+/-0,47(0) 2,7+/-0,93(0,02) 2,18+/-1,28(0,13) -2,03+/-1,28(0,16) 0,97
TS-TI 11,07+/-1,8(0) 9,26+/-0,73(0) 1,87+/-0,73(0,04) 0,67+/-1,47(0,66) 0,04+/-2,01(0,98) -3,93+/-2,01(0,09) 0,96
TP-TI 5,2+/-1,46(0,01) 7,87+/-0,59(0) 1,26+/-0,59(0,07) 0,7+/-1,19(0,57) 0,17+/-1,63(0,92) -3,94+/-1,63(0,05) 0,97

Todos os valores s&o apresentados na forma “coeficiente + erro padréo (p-value)”. Os coeficientes estatisticamente significativos em p <0,05 encontram-se a negro.
Glc — Glucose; Xyl — Xilose; Ara — Arabinose; TP — Pentoses totais; TS — AcUcares totais; HAc — acido acético; HForm — Acido férmico; HLev — Acido levulinico; HMF —

Hidroximetilfurfural; TP-TI - diferenca entre a concentragao total de pentoses e total de inibidores; TS-TI - diferenca entre a concentragdo total de aguUcares e total de inibidores; Tl —

Inibidores totais (acido acético, acido formico, acido levulinico, furfural, HMF e fendlicos).
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A concentracdo de acido expressa pelo pardametro X; afecta positivamente todas as
respostas avaliadas, a excepcao do acido férmico (p > 0,05), apresentando um maior efeito
(expresso pelo parametro ;) ndo s6 na recuperacao de agUcares totais e pentoses totais
(principalmente de xilose), mas também na formac&o de &cido acético, furfural e compostos
fendlicos (Quadro 3.4, Figura 3.2 — d), e), b); Figura 3.3 — a), e), f)). O menor efeito deste
parametro observa-se na formacdo de acido levulinico e HMF, sendo as concentracdes
destes inibidores as menos expressivas.

O efeito quadratico da concentragdo de &cido (11) € estatisticamente significativo apenas
para a arabinose e para o acido levulinico. O valor negativo para a recuperacao de
arabinose sugere que, na gama estudada, as concentracdes de acido elevadas levam a
degradacdo desta pentose (Figura 3.2 — ¢)), diminuindo assim a sua recuperacdo. Tal
parece ir de encontro ao que se observa no Quadro 3.3 em que esta pentose apresenta a
concentragdo maxima para o tratamento realizado com 2,75% de acido e 169 min e uma
concentragcdo ja ligeiramente mais baixa para o tratamento realizado com maior
percentagem de &cido (3,5% de acido e 100 min). JA4 o baixo valor positivo do &cido
levulinico sugere que o aumento da concentracdo de acido sulfurico induz a formagéo deste
composto (Figura 3.3 — ¢)), formagé&o esta pouco significativa dadas as concentragfes pouco
expressivas obtidas (Quadro 3.3).

O tempo de hidrélise expresso pelo parametro X, afecta positivamente todas as respostas
avaliadas, apresentando um maior efeito (expresso pelo parametro B,), mais uma vez, nao
s6 na recuperacdo de acUcares totais e pentoses totais (principalmente de xilose), mas
também na formacado de &cido acético, furfural e compostos fendlicos (Quadro 3.4, Figura
3.2 —d), e), b); Figura 3.3 — a), e), f)). O menor efeito deste parametro observa-se, também
aqui, na formacao de acido levulinico e HMF, sendo as suas concentracfes as menos
expressivas.

O efeito quadratico do tempo de reaccao (B2;) € estatisticamente significativo para valores
negativos de xilose e acido acético e valor positivo de HMF (Figura 3.2 — g). A aplicacao de
hidrélises com longa duragéo induzem um efeito negativo na concentragéo de xilose, o que
sugere a ocorréncia de reac¢des de degradacdo desta pentose. O acido acético exibe um
perfil similar ao da xilose. Ja o baixo valor positivo do HMF sugere que longos tempos de
hidrélise induzem a formacéao deste composto (Figura 3.3 — b)). Tal como se verifica para o
acido levulinico com o aumento da concentragdo de &cido sulfurico, a formacédo de HMF é
pouco significativa dadas as concentragdes pouco expressivas obtidas (Quadro 3.3).

A interacgdo entre a concentracdo de acido e o tempo de hidrolise (B1,) afecta positivamente
a concentracdo de xilose, furfural, acido acético e compostos fendlicos e negativamente a
concentracdo de arabinose. A interaccdo estimada entre estes parametros sugere que
actuam sinergeticamente para aumentar a formacdo de xilose, a degradacao,

principalmente, de arabinose em furfural, a hidrélise de grupos acetilo e a solubilizacdo de
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compostos fendlicos. Comparando as respostas do coeficiente de interaccdo destes dois
parametros com as respostas dos coeficientes lineares e quadraticos de cada um deles, a
concentracdo de acido parece apresentar um maior efeito, isto €, a concentracdo de &cido
parece ser o parametro que mais influéncia a hidrélise do BAE. Estes resultados estéo de
acordo com o referido por Téllez-Luis et al. (2002a) para a hidrélise &cida de palhas de
sorgo, onde a concentracdo de &cido parece ter um efeito mais significativo na hidrolise
deste material que o aumento do tempo.

Tendo em conta que se pretende utilizar o hidrolisado de BAE para a bioconverséo de xilose
em Xxilitol, pretende-se seleccionar as condi¢cdes que permitam maximizar a recuperacao de
acucares, em especial de xilose, e minimizar a formacao de compostos de degradacéo, uma
vez que sao possiveis inibidores do metabolismo das leveduras. Assim, foi também avaliada
a resposta para a diferenca entre a concentracao total de agucares ou o total de pentoses e
o total de inibidores (TS-Tl e TP-TI) que mostram que estas respostas sdo maioritariamente
afectadas pela concentragdo de &cido (Figura 3.4. - a), b)). Esta mesma observacdo é

mencionada por Cruz et al.( 2001) para hidrélise com &cido diluido de palhas de sorgo.

TS-Ti (/L)
TP-TI (g/L)

Figura 3.4 - Superficies de resposta para a diferenca entre a concentracdo total de aglcares e total de
inibidores - a) — e da diferenca entre a concentracéo total de pentoses e total de inibidores - b), em funcéo
da concentracdo de acido (X1) e tempo de reacgao (X»).

Com base no modelo polinomial, as condi¢cdes 6ptimas, i.e. a maxima recuperacao de
monossacaridos e minima formacédo de grupos acetilo e compostos de degradacao livres no
hidrolisado, foram obtidas pelo algoritmo do programa linear (MS solver Excel).

Entre as varias possibilidades, o critério escolhido foi a maximizagdo da diferenga directa
entre a concentracdo de agucares e inibidores (TS-TI). As condi¢gdes em que esta diferenca
foi maximizada correspondem a um tempo de tratamento de 130 min (X,=0,323) e 3,5%
(X1=1,0) de acido (Figura 3.4 — a), Quadro 3.6.), que corresponde a um coeficiente de
severidade combinado de 2,64.No Quadro 3.5 encontra-se apresentada a composi¢cdo do

hidrolisado de BAE obtido nessas condicoes.
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Quadro 3.5 - Composic¢ao do hidrolisado de BAE obtido para o factor de severidade combinado de 2,64.

Componentes (g-L™)
Glucose 2,10
Xilose 34,28
Arabinose 3,90
Acido acético 11,87
Acido férmico 1,35
Acido levulinico 0,23
HMF 0,08
Furfural 3,83

Compostos Fendlicos 4,55

O hidrolisado de BAE produzido nas condi¢bes optimizadas quando comparado com o
hidrolisado produzido na condi¢éo de severidade de 2,55, condi¢do para a qual se obteve a
maior concentracdo de agucares, apresenta uma concentracdo de xilose superior (Quadro
3.5). Comparativamente ainda a esse hidrolisado, todos os inibidores, excepto o acido
aceético, apresentam concentragdes inferiores no hidrolisado obtido nas condi¢des
optimizadas. Comparando as concentragbes de xilose (34,28 g-L™) e arabinose (3,98 g-L™)
obtidas por hidrélise do BAE com &cido diluido com as concentragbes destas pentoses
obtidas a partir de outros materiais lenhocelulésicos pode concluir-se que apesar de
existirem matérias-primas e condi¢cdes operacionais que permitem obter hidrolisados com
concentracdes de xilose superiores as obtidas neste trabalho, nomeadamente bagaco de
cana-de-acucar e carolo de milho (Cruz et al. 2001;Dominguez et al. 1996;van Zyl et al.
1988), estas sao favoraveis quando comparadas com a maioria dos hidrolisados
provenientes de materiais com a mesma origem, residuos agricolas e agro-industriais
(Canilha et al. 2006;Téllez-Luis et al. 2002a). O teor dos derivados de furanos varia, exibindo
um teor em HMF mais baixo, mas um teor em furfural mais elevado que outros hidrolisados
(Canilha et al. 2006;Duarte et al. 2009;Téllez-Luis et al. 2002a). Contudo, este hidrolisado
apresenta um teor de acido acético e de compostos fendlicos significativamente superior a
maioria dos hidrolisados (Canilha et al. 2006;Téllez-Luis et al. 2002a). Qualitativamente, os
compostos fendlicos identificados no hidrolisado por CZE (hidroxitirosol, catequina,
epicatequina, acido vanilico, acido siringico, acido 3-hidréxi-benzéico e naringina), sao
substancialmente diferentes dos descritos na literatura para outros hidrolisados,
principalmente devido a grande preponderancia de hidroxitirosol, um composto fendlico

particularmente importante nos produtos derivados da oliveira.

Pela andlise do conjunto dos resultados apresentados pode concluir-se que a hidrélise do
BAE com H,SO, 3,5% (p/p) a 130 °C durante 130 min (CS 2,64) permitiu:
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- A obtencdo de um hidrolisado rico em aglcares com cerca de 40,28 g-L* de
monossacaridos, dos quais 34,28 g-L'l sao xilose;

- A obtencéo de hidrolisados com concentra¢cdes minimizadas de produtos potencialmente
inibidores do crescimento microbiano, tais como furfural, HMF, &cido acético e compostos
fendlicos.

- O aproveitamento da quase totalidade dos componentes presentes na matéria-prima, cujas
fracgcbes ndo hidrolisadas (essencialmente celulose e lenhina) poderdo ser utilizadas
posteriormente para diferentes aplicagbes, nomeadamente para a producdo de etanol

celulésico.

Estas condicbes de hidrdlise foram escolhidas para todos os trabalhos seguintes,

nomeadamente para o0s ensaios de bioconversao.

3.2.3 Caracterizagcao quimica dos solidos resultantes da hidrélise

Na Figura 3.3 esta apresentada a composicdo em polissacaridos (glucano, xilano e
arabinano), grupos acetilo e lenhina Klason dos residuos sélidos obtidos apds a hidrolise
com acido diluido de acordo com a matriz Doehlert. Uma vez que este tipo de hidrélise
conduz principalmente a solubilizagdo dos componentes hemicelulosicos, as alteracdes
obtidas dos rendimentos em sélido (quantificado pela perda de massa) sdo Uteis para
confirmar a eficacia da hidrélise acida na matéria-prima e dai ser também apresentado o
correspondente rendimento em sdlidos em fungéo da severidade do tratamento.

No Quadro 3.6 sédo apresentados os rendimentos em monossacaridos (glucose, xilose e
arabinose) e &cido acético nos hidrolisados, assim como os rendimentos em polimeros e
grupos acetilo nos soélidos e os respectivos balancos a cada um dos componentes

poliméricos.
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Figura 3.5 - Efeito das condi¢des de severidade no rendimento em sdlidos (Ys), composicéo polimérica e
grupos acetilo obtidos apdés a hidrélise com acido diluido do bagaco de azeitona extractado.
Rendimentos em sélido (A), glucano (@), xilano (M), arabinano (A), grupos acetilo (@) e lenhina Klason
(+). %(9/100g matéria-prima) °(g/100g sélidos processados)

Para cada um dos parametros apresentados na Figura 3.3, pode estabelecer-se uma
correlacdo linear entre a composi¢cédo dos sélidos ou a perda de massa e a severidade do
tratamento.

Nas condi¢bes mais suaves, a solubilizagéo dos solidos que ocorreu foi muito baixa, sendo
o teor de polissacéaridos e de lenhina semelhante ao da matéria-prima (Quadro 3.1). A
medida que a severidade aumenta, o rendimento em sélidos diminui acentuadamente
atingindo o valor mais baixo 63,6% para a condicdo de maior severidade. Esta diminuicdo
pode ser correlacionada com a solubilizacdo de componentes hemiceluldsicos (arabinano,
xilano e grupos acetilo).

Dentro das hemiceluloses, o arabinano sendo o0 componente que existe em menor
guantidade foi o primeiro a ser hidrolisado, sendo solubilizado cerca de 70% para a condigdo
de menor severidade (Quadro 3.6) e a totalidade para a condicdo de CS=2,31. Como
referido anteriormente, a percentagem de xilano e dos grupos acetilo solubilizados
decresceu linearmente com o aumento da severidade do tratamento atingindo uma
solubilizacdo de 67,6% e 83,2%, respectivamente, para uma das condicdes mais severas
(CS=2,55), o que corresponde a um teor destes componentes nos residuos sélidos
processados de 7,9% e 1,8%.

O glucano néo foi significativamente afectado pelo tratamento hidrolitico. Nas condi¢des
mais severas (CS=2,63) ocorreu uma solubilizacdo de 11,5%, o que é relativamente pouco
sugerindo que a celulose nédo foi significativamente afectada pelo tratamento efectuado.
Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos para a hidrélise acida diluida com outras

matérias-primas, por exemplo, dreche cervejeira (Carvalheiro et al. 2004a) e ligeiramente
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superiores aos descritos para a palha de sorgo (Torrado 2010). Para as condicbes de
operacéo utilizadas neste trabalho, ndo seria de esperar que ocorresse uma solubilizacdo
significativa da lenhina. Em todos os ensaios realizados, a percentagem de lenhina Klason
nos residuos sélidos aumentou mas tendo em conta a reducdo de massa que ocorre pela
solubilizacdo de outros componentes (por exemplo, xilano) as recuperacdes de lenhina
variaram entre 93,2% a 106,4%. O valor superior a 100% pode dever-se, provavelmente, a
erro experimental ou ainda a ocorréncia de reaccdes de condensagcdo da lenhina com
acucares e/ou produtos de degradacédo, tais como o furfural resultando em produtos da
reacgdo insollveis e que causam um aumento aparente no rendimento da lenhina Klason
(Montané et al. 2002).

Quadro 3.6 - Percentagens de recuperagdo de acuUcares e acido acético na fracgdo sélida e liquida, de

lenhina na frac¢éo sdlida e respectivos balancos.

CS 1,70 1,77 2,11 2,29 2,31 2,55 2,63
Ensaios** C E F G A B D
Rendimento em xilose (g/100 g Xnyp) 3,4 4,4 12,7 10,1 20,5 41,5 26,4
Rendimento em xilano (g/100 g Xnye) 97,5 75,6 70,5 73,0 73,1 32,4 51,8
Balanco ao xilano 100,9 80,0 83,2 83,1 93,6 73,9 78,2
Solubilizagéo de xilano (g/100 g Xnye) 2,5 24,4 29,5 27,0 26,9 67,6 48,2
Rendimento em xilose (g/100 g MP) 0,53 0,69 1,98 1,57 3,19 6,47 4,11
Rendimento de arabinose (g/100 g Arnyp) 57,3 69,1 102,7 106,3 112,0 102,0 1024
Rendimento de arabinano (g/100 g Arnyp) 31,6 26,9 11,2 3,1 0,0 0,0 0,0
Balango ao arabinano 88,9 96,0 1139 1094 112,0 102,0 1024
Solubilizagao de arabinano (g/100 g Arnyge) 68,4 73,1 88,8 96,9 100,0 100,0 100,0
Rendimento em arabinose (g/100 g MP) 0,63 0,76 1,13 1,17 1,23 1,12 1,12
Rendimento em éacido acético (g/100 g GAcwp) 9,8 9,9 16,2 16,5 22,0 34,7 26,8
Rendimento de grupos acetilo (g/100 g GAcwp) 56,1 54,7 53,6 51,1 41,0 16,8 33,5
Balango aos grupos acetilo 65,9 64,6 69,8 67,6 63,0 51,5 60,3
Solubilizagéo de grupos acetilo (9/100 g GAcwe) 43,9 45,3 46,4 48,9 59,0 83,2 66,5
Rendimento em acido acético (g/100 g MP) 0,65 0,66 1,08 1,10 1,46 2,30 1,78
Rendimento em glucose (g/100 g Gnyp) 3,8 4,6 5,6 5,6 6,1 6,8 6,1
Rendimento de glucano (g/100 g Gnyg) 89,2 82,2 82,7 84,7 85,9 86,3 88,5
Balanco ao glucano 93,0 87,0 88,3 90,3 91,5 93,1 94,6
Solubilizagéo de glucano (g/100 g Gnwp) 10,8 17,8 17,3 15,3 14,1 13,7 11,5
Rendimento em glucose (g/100 g MP) 0,87 1,05 1,28 1,29 1,40 1,54 1,39
Rendimento em lenhina (g/100 g LK) 106,4 91,6 102,3 1004 93,2 95,7 94,3
Solubilizag&o de lenhina (g/100 g LKwp) 0 8,4 0 0 6,8 4,3 57
Rendimento em lenhina (g/100 g MP) 36,06 31,05 34,70 34,03 31,59 32,46 31,98

*MP - matéria-prima; ** Os valores apresentados correspondem a média dos ensaios efectuados

Tal como esperado, as pentoses Sd0 0S componentes maioritarios presentes nos
hidrolisados, demonstrando a selectividade deste tratamento para as hemiceluloses. Tal

como se pode observar na Quadro 3.6 o rendimento maximo em xilose é obtido para um CS
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de 2,55. A arabinose é mais facilmente solubilizada que a xilose, sendo totalmente
recuperada na fraccao liquida para valores de CS entre 2,31 e 2,55. Assim, considerou-se
que a recuperagdo maxima de pentoses foi obtida para um CS de 2,55, o qual corresponde
a uma duracgéo do tratamento de 100 min e uma concentracdo de acido de 3,5%. Nestas
condic¢des, os rendimentos maximos em pentoses obtidos foram de 6,47 g xilose/100 g BAE
e 1,12 g arabinose/100 g de BAE, ou seja, 41,5% do xilano presente na matéria-prima foi
recuperado sob a forma de xilose e a totalidade do arabinano sob a forma de arabinose.
Embora as concentragbes de pentoses obtidas sejam relativamente elevadas (38,2 g-L™)
pela baixa razdo liquido/solido que foi possivel utilizar para esta matéria-prima, o0s
rendimentos obtidos estdo ainda aquém do desejavel. Os valores obtidos séo, no entanto,
semelhantes aos descritos, por exemplo, para a hidrélise acida de caules de algoddo
(47,9%) (Akpinar et al. 2011).

De um modo geral, verifica-se que a recuperacdo de xilano diminui com o aumento da
severidade, variando o xilano recuperado nas fases sélida e liquida (sob a forma de xilose)
entre 100,9 e 73,9%.

Estes valores podem dever-se a trés razbes: reaccOes de degradagdo, pequenas
gquantidades de oligossacaridos soluveis que n&o foram quantificadas, pequenas
guantidades de agucares solubilizados mas que nédo foram quantificados por terem ficado
adsorvidos ao sélido apés a filtragdo do hidrolisado. Nas condi¢cdes de maior severidade
(CS=2,55 e 2,63) as reaccbes de degradacdo foram, provavelmente, a razdo que mais
contribui para a menor recuperacao de xilose no hidrolisado. Nestas condicdes entre 5,17 e
7,91% do xilano inicial foi recuperado na forma de furfural (dados ndo apresentados). A
possibilidade de existéncia de oligossacaridos nos hidrolisados, embora ndo tenha sido
confirmada experimentalmente, devera ser muito baixa. Trabalhos anteriores de hidrélise da
palha de sorgo com acido sulfarico diluido (1,4%) demonstraram que, em geral, todo o
xilano solubilizado é recuperado na fracgéo liquida na forma monomérica (Torrado 2010).
Um outro aspecto eventualmente a considerar podera ser a elevada concentracao de xilose,
aliada a baixa RLS, que podera ter limitado de algum modo a difusdo de xilose no
hidrolisado.

Relativamente a glucose, o seu rendimento aumenta pouco com a severidade do
tratamento, 0 que € consistente com a baixa solubilizagdo de glucano que ocorre. A
concentracdo mais elevada de glucose obtida (7,37 g-L™) corresponde a um rendimento de
1,54 g/100 g de BAE, o que representa uma solubilizacdo de glucano de apenas 13,7%,
demonstrando assim a selectividade deste método de fraccionamento para a hidrolise da
hemicelulose. De um modo semelhante a baixa producdo de glucose, também a
recuperacdo do seu produto de degradacdo, HMF, foi relativamente baixa, variando

entre.0,70 e 1,53 g/100 g de glucano. Estes resultados sdo concordantes com a bibliografia,
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no que diz respeito a este tipo de tratamento com palhas de sorgo (Torrado 2010) e dreche
cervejeira (Carvalheiro et al. 2004a).

Uma vez que o hidrolisado obtido ser& utilizado como meio de cultura, foi dada atencéo
especial aos compostos téxicos obtidos, para além do furfural e HMF, o &cido acético e
compostos fendlicos. A semelhanca do que foi apresentado para as concentracdes (Quadro
3.3), 0os maiores recuperacdes em acido acético e furfural, (34,7 e 7,91%, respectivamente)
foram obtidas na condic&o de maior recuperacéo de xilose (CS=2,55). Para estes dois tipos
de compostos observa-se um aumento da sua recuperacdo com o aumento da severidade.
O aumento da recuperacao de acido acético esta relacionado com a hidrélise dos grupos
acetilo da matéria-prima e o aumento do furfural, com a degradacdo de xilose, como foi ja
descrito anteriormente. Sendo a solubilizacdo dos grupos acetilo elevada e a recuperacao
de acido acético na fraccéo liquida também significativa, o balanco aos grupos acetilo é
ainda inferior aos 100%, ficando em todos os casos mais do que 30% de grupos acetilo por
guantificar, tal podera dever-se em parte a um problema analitico ou podera ainda acontecer
que uma parte dos grupos acetilo se encontre ligado a oligossacaridos, caso estes estejam
presentes. A presenca destes grupos ligados a oligossacaridos € frequente sobretudo em
tratamento hidrotérmicos de materiais lenhoceluldsicos (Carvalheiro et al. 2009a;Moniz et al.
2009).

Sendo a solubilizacdo de lenhina pouco afectada pela severidade do tratamento, isto reforca
a hipétese de que as elevadas concentracdes de compostos fendlicos obtidas ndo sejam
provenientes da hidrélise de lenhina, mas antes que se tratarem de componentes nao
estruturais do BAE. As concentracbes de compostos fendlicos obtidas sdo relativamente
elevadas quando comparadas com as descritas para outros hidrolisados. (Carvalheiro et al.
2004a;Torrado 2010) descrevem as concentracdes de 0,91 e 1,38 gL' de compostos
fendlicos totais, que se referem a rendimentos da ordem de 0,75 e 0,83 g/100 g de dreche
cervejeira e palha de sorgo, respectivamente. O rendimento maximo de compostos fendlicos
totais foi de 0,39 g/100 g BAE, obtido para CS =2,63.

Como se pode verificar ao longo desta discussao, o coeficiente de severidade ndo parece
ser o parametro mais indicado para comparar 0s resultados obtidos para os diferentes
ensaios de hidrélise com acido diluido, isto porque o calculo deste parametro entra em linha
de conta com os valores de pH e tempo, duas variaveis que ndo podem ser analisadas
como se de uma Unica variavel se tratasse, uma vez que, como se pode observar pela

andlise estatistica, estas variaveis apresentam diferentes influéncias na hidrélise do BAE.

3.24 Avaliacdo de metodologias de destoxificacdo na remoc¢cdo de compostos

inibidores

62



No sentido de reduzir a inibicdo do crescimento microbiano em hidrolisados, existem varias
abordagens possiveis para minimizar o impacto dos inibidores, nomeadamente a utilizagao
de condi¢des de hidrélise em que a sua formacdo seja evitada, proceder a sua remogao
antes da bioconversdo (destoxificacdo), promover a adaptacdo dos microrganismos aos
hidrolisados, desenvolver estirpes capazes de resistir aos inibidores ou converté-los em
produtos que néo interferem no metabolismo.

Em geral, a destoxificacdo, € o processo mais utilizado quer pela inevitabilidade da
formacao de inibidores, quer por ser o mais selectivo. Sendo cada método de destoxificacao
especifico para certos tipos de compostos, podem ser obtidos melhores resultados através
da combinacé&o dois ou mais métodos (Lopes 2001).

O hidrolisado de BAE obtido na condicdo optimizada (130 min, 3,5% H,SO,, 130 °C,
correspondente a um CS de 2,64) foi submetido a diferentes tratamentos de destoxificacao,
nomeadamente a correc¢do de pH para 5,5 (pH de cultivo) e adsor¢édo em carvao activado.
Ambos os tratamentos foram também testados em hidrolisados previamente sujeitos a um
passo de evaporagdo que para além de permitir aumentar a concentragdo de
monossacaridos (neste caso o hidrolisado foi concentrado duas vezes, em massa), pode
também ser utilizado como método de destoxificagdo tendo em conta a volatilidade de
alguns inibidores presentes como, o0 4cido acético, o acido férmico e furfural. A percentagem
de remocao dos compostos inibidores e de monossacaridos totais do hidrolisado apés cada
tratamento est4 apresentada na Figura 3.6.

CaCo3

Ca(OH)2

NaOH

r

Carv. Act. (NaOH)
—
F
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Métodos de destoxificagio

Evaporagdo + Carv. Act. (NaOH)

Evaporacdo + NaOH
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Remocgdo (%)
Figura 3.6 - Influéncia dos varios tratamentos de destoxificagcdo na remocgédo de compostos inibidores e
monossacaridos totais presentes no hidrolisado. Acido acético (M), acido férmico (M), furfural (M), HMF
(M), compostos fendlicos (M) e agucares totais (H).
A concentracdo de &cido acético foi moderadamente afectada pelo tratamento com carvao

activado com NaOH e HCI (14 e 20%, respectivamente) e em maior extensdo, o que teve
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maior impacto na remocdo deste acido alifatico foi a concentracdo do hidrolisado por
evaporacdo (35-39%). Outros autores também verificaram a remocdo deste composto
usando este método de destoxificacdo (Carvalheiro et al. 2005). A concentracdo de &cido
férmico parece néo ser afectada pela evaporacao e o método que mais afectou a remocgéo
deste &cido foi o carvao activado com HCIl. Dada a baixissima concentracdo de &cido
levulinico nos hidrolisados, qualquer um dos métodos de destoxificagdo aplicados removeu
este 4cido por completo (dados ndo apresentados). O método menos eficaz na remocéo
destes acidos (excepto acido férmico), e restantes compostos inibidores, como se pode
verificar na Figura 3.6, foi a correc¢cdo de pH para 5,5 com CaCO; ou CaOH, ou NaOH,
resultados concordantes com a bibliografia (Carvalheiro et al. 2005). O que se pretende na
realidade com este método é corrigir o pH do meio para valores adequados a actividade
microbiana.

A partir da Figura 3.6 pode observar-se que os tratamentos que envolveram carvao activado
reduziram consideravelmente as concentragfes dos derivados de furanos. A maior remogéo
de HMF e furfural foi nos casos em que se aplicou carvao activado por NaOH (concentrado
e ndo concentrado), tendo ocorrido remog¢des de HMF acima de 96% e 100% para o furfural.
A eficiéncia do carvao activado para remocao deste tipo de inibidores foi também observada
por outros autores (Mussatto et al. 2004b)(Carvalheiro et al. 2005). A concentragdo também
se revelou muito eficiente na remocao dos derivados de furanos, removendo cerca de 75%
de HMF e 95% de furfural. Sendo o furfural um composto volétil, pode facilmente ser
removido por evaporacdo a temperatura utilizada. Outros autores descreveram também
percentagens de remocao de furfural elevadas usando o método de concentracdo (Larsson
et al. 1999a; Lopes 2001; Paraj6 et al. 1998a). No caso da correc¢do de pH, apenas o
tratamento com NaOH demonstrou reduzir moderadamente a concentragdo de HMF (32%).
Ja a concentracdo do furfural foi reduzida de forma moderada em todos as correc¢cbes de
pH (entre 43% a 51%). Estes valores de remogao, apesar de serem mais baixos que 0s
obtidos com outros métodos de destoxificacdo, sdo ainda superiores as remocdes
habitualmente referidas para a correcgéo de pH do hidrolisado de dreche cervejeira e palhas
de sorgo (Lopes 2001;Medeiros 2003;Torrado 2010).

Para além dos inibidores ja referidos, foi também avaliada a remocdo de compostos
fendlicos. A excepcdo da evaporacéo, que foi 0 Uinico método que ndo removeu compostos
fendlicos, todos os restantes métodos aplicados permitiram a remog¢do de compostos
fendlicos, destacando-se os meétodos com carvao activado, que permitem remocgoes
(medidas pelo método espectrofotométrico) entre 90 e 92% dos fendlicos do hidrolisado,
sendo este ultimo valor correspondente ao carvado activado com NaOH. Em termos de perfil,
observa-se uma diminuicao significativa de todos os compostos fendlicos presentes, de uma

forma nao-selectiva.
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Estes resultados revelaram-se substancialmente mais eficientes quando comparado com
outros trabalhos j& publicados, onde se conseguiram percentagens de remocgdo de
compostos fendlicos apenas de 58% e 27% (Carvalheiro et al. 2005).

Para além dos efeitos benéficos da utilizacdo de métodos de destoxificacdo em hidrolisados,
€ importante salientar ainda os efeitos negativos, nomeadamente a perda de agucares, que
estes métodos por vezes acarretam. Como se pode observar na Figura 3.6, todos os
métodos utilizados levaram de alguma forma a perdas de acucares nos hidrolisados. A
combinacdo da evaporacdo com carvao activado por NaOH foi de onde resultou uma perda
maior de monossacéridos totais (32%), afectando sobretudo a xilose e a arabinose. O
carvao activado com HCl e com NaOH revelou ser um bom método de destoxificacdo a
considerar, apresentado apenas 3,5% de perda de monossacaridos totais no caso do carvao
activado com NaOH, o que podera considerar-se dentro do erro experimental. Num estudo
publicado em que se utilizou carvao activado com HCIl em hidrolisado de dreche cervejeira,
a perdas foram de 13% (Carvalheiro et al. 2005).

Considerando a composicdo do hidrolisado obtido em condicdes optimizadas,
nomeadamente a concentragdo elevada de possiveis compostos inibidores, como o furfural
(3,83 g-.L") e de compostos fendlicos (4,55 g-L™) (Quadro 3.3), ser4 de destacar a
importancia da aplicagdo dos métodos mais eficientes para a remogéo destes compostos:
carvao activado com NaOH, carvao activado com HCl e a combinagdo de evaporacéo e
carvao activado com NaOH. Para a fase seguinte do trabalho a escolha recaiu sobre os
métodos: carvao activado com NaOH e a combinacao de evaporacgao e carvao activado com
NaOH. O carvdo activado com HCI foi um método logo aqui excluido para o estudo da
fermentiscibilidade do hidrolisado, por se tratar de um método que comparativamente ao do
carvao activado com NaOH néo tem muitas diferencas em termos de eficiéncia e que acaba
por ser um método mais trabalhoso devido a necessidade de um acerto de pH com NaOH

sdlido, antes e apdés a destoxificagao.

3.3 Estudo da fermentescibilidade do hidrolisado

3.3.1 Seleccédo de estirpes de D. hansenii

A capacidade e a eficiéncia na bioconversédo de xilose em xilitol por diferentes estirpes da
levedura D. hansenii foram avaliadas em termos fisiol6gicos, através de estudos do
comportamento de seis estirpes: CCMI 941 e CCMI 496 da variedade fabryi e CCMI 493,
CCMI 494, CCMI 495 e CCMI 470 da variedade hansenii, em meio quimicamente definido
(MQD) (Anexo II).

Na Figura 3.7 sdo apresentados os perfis de crescimento dessas estirpes.
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Figura 3.7 - Perfis de crescimento da levedura D. hansenii em meio quimicamente definido. Estirpes:
CCMI 941 (@), CCMI 496 (), CCMI 493 (#), CCMI 494 (M), CCMI 495 (A ), e CCMI 470 (X).

Comparando os perfis de crescimento das seis estirpes observam-se algumas diferencas
entre as estirpes da variedade hansenii e da variedade fabryi. As estirpes da variedade
fabryi (CCMI 941 e CCMI 496) apresentam uma fase de laténcia inferior & observada na
generalidade para as estirpes da variedade hansenii, com a excepgédo da estirpe CCMI 495
(ver Figura 3.8). As estirpes da variedade fabryi apresentam também um crescimento mais
acentuado (maiores taxas especificas de crescimento e valores mais elevados da densidade
Optica final) (ver Figura 3.7 e 3.8).
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Figura 3.8 - Fase de laténcia (A) (M) e taxa especifica de crescimento (i) (M) de diferentes estirpes da

levedura D. hansenii em meio quimicamente definido.

Entre as estirpes da variedade hansenii a excepcdo é a CCMI 493, que embora apresente

uma taxa especifica de crescimento mais baixa, consegue, ao contrario das restantes
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prolongar a sua fase exponencial, 0 que pode ser uma indicacdo de que podera ter um
metabolismo de pentoses mais eficiente. Na realidade, se observarmos o perfil de
assimilacdo de acucares (Figura 3.9) podemos verificar que a estirpe 493 tem um perfil
totalmente diferente da estirpe 494, que se apresenta como exemplo do perfil tipico
encontrado para as restantes estirpes da variedade hansenii. Nestas apenas ocorreu
assimilagdo de glucose, mas néo de xilose. Pelo contrério, as estirpes da variedade fabryi

apresentam um consumo de xilose significativo.
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Figura 3.9 - Perfis do consumo de glucose (M) e xilose (M) pelas estirpes CCMI 494 (a), CCMI 493 (b) e
CCMI 941 (c) da levedura D. hansenii em meio quimicamente definido.

Estes valores sdo traduzidos nas taxas metabdlicas encontradas (Figura 3.10). De entre as
estirpes da variedade hansenii, a estirpe CCMI 493, é a que apresenta uma produtividade
celular e rendimento em biomassa mais baixos, 0,01 g-L*-h™* e 0,04 g-g*, respectivamente,
mas a maior taxa de consumo de xilose, 0,08 g-L'*h™, tais razdes levam a colocar a
hiptese de que esta estirpe possa vir a canalizar a sua conversdao de carbono para a
producao de xilitol em detrimento da producédo de biomassa, parecendo também ter uma

maior robustez comparativamente a outras estirpes.
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Figura 3.10 - Taxa volumétrica de consumo de xilose (Qxy) (M), produtividade celular (Qx) (M) e
rendimento em biomassa (Yxs) (i) de diferentes estirpes da levedura D. hansenii em meio quimicamente

definido.

Como se pode observar pela Figura 3.10, também as produtividades celulares e os

rendimentos em biomassa das estirpes da variedade fabryi sédo superiores as das estirpes
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da variedade hansenii, atingindo as primeiras concentracdes finais de biomassa entre 10,15
all5b9 g-L'l, correspondente a rendimentos em biomassa da ordem dos 0,37-0,38 g-g'l. No
entanto, a estirpe CCMI 941 possui uma produtividade celular mais baixa (0,21 g-L'*h™) e
uma menor taxa de consumo de xilose (0,51 g-L™*-h™), que a outra estirpe da mesma
variedade (CCMI 496), o que sugere que possa ser mais eficiente na producéo de xilitol do
que esta.

Dado que estes crescimentos foram feitos em condigcbes de excesso de oxigénio, em
nenhum dos casos, ocorreu producéo de polidis.

Pelas razbes acima mencionadas escolheu-se as estirpes CCMI 493 e 941 para prosseguir
o trabalho, nomeadamente, na pesquisa de quais os tipos de suplementos que podem
maximizar a producdo de polidis, os efeitos da concentracdo ou destoxificagcdo do
hidrolisado, e da influéncia da limitacdo de oxigénio na producdo de polidis. Os dados da
literatura mostram que a adicdo de nutrientes complexos, como por exemplo, extracto de
levedura, peptona e dgua de maceracao de milho, favorecem a assimilagdo de pentoses em
D. hansenii (Carvalheiro et al. 2007;Silva-Fernandes et al. 2008). Também a destoxificag&do
e/ou concentragdo do hidrolisado permite, em geral, uma producdo de polidis
manifestamente superior (Silva-Fernandes et al. 2008), ainda que nalguns casos, 0s
melhores resultados tinham sido observados em hidrolisados ndo destoxificados e/ou n&o
concentrados (Silva-Fernandes et al. 2008;Torrado 2010).

Segundo Nakase e Suzuki (Nakase et al. 1985), fisiologicamente, as duas variedades
podem ser diferenciadas pela temperatura maxima de crescimento. A temperatura maxima
de crescimento para a variedade hansenii € 31-35 °C, enquanto para a variedade fabryi é
36-39 °C (Hofrichter 2010;Nakase et al. 1985), pelo que podera ser interessante, sob o
ponto de vista tecnoldgico, estudar o comportamento destas duas variedades.

Foi também ja avancada a hipétese de que as diferencas encontradas a nivel da
bioconversdo de pentoses entre as duas variedades se deva ao facto de as estirpes da
variedade hansenii possuirem uma diferenca ao nivel do funcionamento da enzima glucose-
6-fosfato-desidrogenase, acabando esta por ndo promover da mesma forma nas duas
variedades a producdo do NADPH necessario para a reducdo da xilose a xilitol. No entanto,
esta hipétese é contrariada pelos trabalhos em estirpes da variedade hansenii (por ex.

(Converti et al. 2001;Diz et al. 2002), onde se observa um eficaz metabolismo da xilose.

3.3.2 Avaliacédo preliminar do efeito da destoxificacdo e da suplementacéo do
hidrolisado de BAE na producéo de xilitol pelas estirpes CCMI 941 e CCMI 493

A concentracdo maxima permitida para cada um dos inibidores num meio para bioconverséo
ndo é possivel ser estabelecida, uma vez que depende de muitos factores, tais como o grau
de adaptacdo dos microrganismos ao meio, 0 processo de bioconversdo empregue e a

presenca simultdnea de outros inibidores, que podem ter efeitos sinérgicos, da
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suplementacdo e do tipo e concentracdo da fonte de carbono (Duarte et al. 2005;Duarte et
al. 2006;Mussatto et al. 2005). A escolha de um método de destoxificacdo tem que ser feita
caso a caso.

De modo a avaliar o grau de inibicdo do crescimento microbiano causado pelo hidrolisado
de BAE produzido nas condi¢des optimizadas, as estirpes CCMI 941 e 493 foram cultivadas
em hidrolisado destoxificado (com carvao activado por NaOH) e em hidrolisado ndo
destoxificado (sujeito apenas a correccdo do pH a 5,5 com NaOH). Paralelamente, o
hidrolisado foi suplementado com borras de vinho de forma a avaliar e testar o efeito destas
na bioconversdo, uma vez que anteriormente foi demonstrado que este suplemento foi
eficiente quando utilizado em meios de cultura com base em hidrolisados, para a producao
de acido lactico por Lactobacillus pentosus (Bustos et al. 2005). Como comparacdo foram
utilizados hidrolisados suplementados com nutrientes quimicamente definidos (TEVM) a fim
de excluir possiveis limitagdes nutricionais dos hidrolisados.

Na Figura 3.11 é apresentado o perfil de crescimento da levedura D. hansenii CCMI 941
obtido em hidrolisado ndo destoxificado e destoxificado com carvao activado, suplementado
com borras de vinho ou com TEVM.
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Figura 3.11 - Variacdo da biomassa da levedura D. hansenii CCMI 941 (peso seco) em hidrolisado nao
destoxificado suplementado com borras de vinho (@), destoxificado suplementado com borras de vinho
(m) e em hidrolisado n&o destoxificado suplementado com TEVM (O), destoxificado suplementado com
TEVM (O).

Os resultados obtidos sugerem que enquanto para os hidrolisados ndo destoxificados néo
houve crescimento, para os destoxificados observou-se um aumento significativo da
biomassa (Figura 3.11). Nos hidrolisados n&o destoxificados verificou-se que a
concentracdo dos inibidores, assim como dos acucares, permanece inalterada (dados ndo
apresentados). J& no caso dos hidrolisados destoxificados ocorreu consumo de acucares,

tendo-se esgotado primeiro a glucose, o consumo da xilose tornou-se significativo a partir
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das 24 h e o consumo de arabinose a partir das 70 h de cultivo. Os Unicos inibidores
presentes e em concentragdes elevadas sdo o acido formico e o acido acético, dos quais
apenas o acido acético é significativamente consumido (cerca de 50%). Como consequéncia
da destoxificacdo aplicada, os outros possiveis inibidores encontram-se em concentracdes
muito baixas. A partir das 24 h observa-se uma producéo significativa de polidis que atinge a
sua concentracdo mais elevada as 142 h, com 59 e 13,8 g.L™ para o hidrolisado
destoxificado suplementado com borras de vinho e para ao hidrolisado destoxificado
suplementado com TEVM, respectivamente.

Apesar de ja se ter observado crescimento e producdo de polidis para esta levedura em
hidrolisados n&o destoxificados de dreche cervejeira (Carvalheiro et al. 2005) e de bagaco
de cana-de-acucar (Sampaio et al. 2007b) o hidrolisado ndo destoxificado de BAE apresenta
concentracdes de compostos inibidores superiores aos anteriores em acido acético, furfural
e compostos fendlicos, o que podera explicar, em parte, a auséncia de crescimento. (Duarte
et al. 2005) verificou que em meio quimicamente definido a levedura D. hansenii na
presenca de uma concentracdo de 9 g-L™ de acido acético ndo apresentou qualquer
crescimento. Verificou também que para elevadas concentracdes de furfural (5 g-L™) e
compostos fendlicos (1 - 3 g-L™, dependendo do tipo de composto fendlico) a taxa especifica
de crescimento e a produtividade celular decrescem significativamente. Estes dois ultimos
tipos de inibidores foram j& referidos por limitar o consumo e assimilagdo de pentoses por
esta levedura, promovendo uma mudanga metabolica para processos de manutencdo em
vez da producdo de metabolitos (Duarte et al. 2005). Relativamente aos compostos
fendlicos ha ainda outro aspecto a ter em conta: a presenga no hidrolisado nao destoxificado
de BAE de compostos fendlicos como o hidroxitirosol e acido vanilico (ver ponto 3.1.2),
também ja detectados noutras ocasifes em bagaco de azeitona (Niaounakis et al. 2006),
gue podem estar na origem do desempenho aquém do esperado para esta levedura neste
hidrolisado. Também a possivel existéncia de outros compostos fendlicos, estes lipofilicos,
tém sido referidos por serem capazes de reagir com membranas biologicas de
microrganismos levando a perda da sua integridade, impedindo a sua fun¢cdo como barreira
selectiva e matriz de enzimas (Duarte et al. 2005).

Além das elevadas concentragdes de alguns dos compostos inibidores, o efeito causado
pela presenca concomitante de acidos alifaticos, furfural, HMF e compostos fendlicos, foi ja
referido noutros estudos como o possivel causador da inibicdo em D. hansenii (Carvalheiro
et al. 2007;Duarte et al. 2005;Sampaio et al. 2007a) e noutras leveduras. Especificamente
foi j& verificado que os compostos fendlicos aliados a elevadas concentragdo de acido
acético potenciam os efeitos toxicos deste 4cido, afectando negativamente o crescimento de
Candida guilliermondii (Mussatto et al. 2005). Outros autores, descrevem que o efeito
sinergético de furfural e &cido acético afectam negativamente o crescimento de S. cerevisiae

(Palmgvist 1998), e em Kluveromyces marxianus verificou-se que a combinacao de vanilina
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com furfural tem efeitos sinergéticos significativos na reduc¢do do crescimento da levedura
(Oliva et al. 2004).

Nos hidrolisados de BAE destoxificados, seria de esperar que as ainda elevadas
concentracdes de &cido acético (11,5 - 12,4 g-L™) pudessem estar a afectar negativamente a
sua bioconversdo e portanto o rendimento em polidis, no entanto, o arejamento aqui
aplicado, embora ndo muito elevado, parece ter sido o suficiente para permitir a assimilagéo
deste acido. A disponibilidade de oxigénio foi ja verificada por (Morita et al. 2000;van Zyl et
al. 1991), por determinar o efeito toxico do &cido acético no metabolismo celular de
leveduras. Outro aspecto que poderd ter contribuido para a assimilagéo de agucares, podera
ter sido a presenca de &cido férmico, pois apesar de ser visto como um inibidor, foi ja
verificado em bioconversdes realizadas com D. hansenii, que concentracbes baixas deste
acido (1,50 g-L™%), geram um efeito tamp&o, permitindo uma maior assimilacdo dos
monossacaridos por parte desta (Duarte et al. 2005).

Para o hidrolisado destoxificado suplementado com TEVM, observa-se uma taxa especifica
de crescimento 4,4 vezes superior a obtida no hidrolisado suplementado com borras de
vinho (dados nédo apresentados). Estas diferengas sugerem que a taxa especifica de
crescimento maxima para além de ser afectada pela presenca de inibidores é afectada pela
caréncia do hidrolisado em algum ou alguns nutrientes essenciais para a bioconversao pela
levedura, e que as borras de vinho também parecem ndo possuir ou possuir em
concentragbes demasiado baixas. Este resultado vem assim reafirmar a importancia da
suplementagc&do do meio no crescimento e formacao de produtos (Carvalheiro et al. 2007).
Na Figura 3.12 € apresentada a produtividade celular, produtividade volumétrica e

concentracdo maxima de poliéis.
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Figura 3.12 - Produtividade volumétrica em polidis (Qpoiisis) (M), produtividade celular (Qyx) (M) e
concentragdo méaxima de poliois produzidos ([polidis]) (M) resultantes do crescimento da levedura D.

hansenii CCMI 941 em hidrolisado ndo-destoxificado suplementado com borras de vinho (N-Destox.BV),
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destoxificado suplementado com borras de vinho (Destox.BV) e em hidrolisado nd&o-destoxificado
suplementado com TEVM (N-Destox.TEVM), destoxificado suplementado com TEVM (Destox.TEVM).
Como se pode observar pela Figura 3.12, a producdo de polidis apenas ocorre para 0S
ensaios em que foram utilizados hidrolisados destoxificados, sendo atingida a concentracao
méaxima de 5,94 g-L™" e 13,77 g-L™ ao fim de 142 h de cultivo (hidrolisado suplementado com
borras de vinho e TEVM, respectivamente), correspondente a uma produtividade em polibis
de 0,04 g-.L*-h™ e 0,10 g-L"*-h™, respectivamente. Para além dos poli6is e biomassa, ndo se
observou a producéo de qualquer outro metabolito.

Na comparacdo com outros hidrolisados destoxificados e suplementados com TEVM, a
bioconversao do hidrolisado de BAE apresenta um valor de produtividade em polidis e em
biomassa baixo. Em parte, esses valores podem justificar-se pela concentracédo de inéculo
utilizada ser, talvez, demasiado baixa (0,5 g-.L™). Um estudo realizado com esta estirpe em
hidrolisado de dreche cervejeira suplementado com TEVM, em que a concentragdo de
inoculo utilizada foi de 4 g-L™*, revelou uma produtividade celular de 0,27 g-.L*-h™* e uma
produtividade em poliéis de 0,55 g-L™*-h™. Outro aspecto que podera estar a contribuir para
que os valores de produtividade em polidis e em biomassa ndo sejam mais elevados podera
ser a taxa de arejamento. Uma vez que este ensaio foi realizado em bal6es de 500 mL e
sem anteparas, a taxa de arejamento fornecida podera ter sido ser demasiado baixa e,
consequentemente, a intensidade da restricdo de oxigénio imposta podera ter impedido uma
maior producdo de xilitol. Embora na literatura a producdo de polidis seja favorecida em
condi¢Bes de limitagdo de oxigénio (Winkelhausen et al. 1998), a definicdo dessa limitagédo é
por vezes dificil de determinar, pois existe uma interdependéncia entre a taxa de

arejamento, o crescimento celular e a taxa global e especifica de consumo de oxigénio.

A andlise global destes resultados permite concluir que o principal problema na limitagcdo do
crescimento nos hidrolisados n&o destoxificados parece ser a presenca de levadas
concentracdes de inibidores e o seu efeito sinergético, o que justifica recorrer a uma
metodologia de destoxificagdo para a sua remocdo. J& no hidrolisado destoxificado
suplementado com borras de vinho, além de ser possivel algum crescimento, este é ainda
pouco significativo, tendo as borras de vinho demonstrado ndo ser o suplemento mais
apropriado. Torna-se necessario testar outros suplementos de modo a encontrar um
suplemento que leve a maximizar a producdo de polidis. J& os resultados obtidos com o
hidrolisado suplementado com TEVM sugerem que a introducdo de um inéculo mais forte
podera ser uma opc¢ao a considerar de modo a obter um processo mais eficiente.

A diversidade de parametros encontrados para as condicbes estudadas confirma a
importancia das variaveis estudadas, a fim de chegar a uma eficiente utilizacdo dos

acucares e da producao de poliéis.
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Na Figura 3.13 é apresentado o perfil de crescimento da levedura D. hansenii CCMI 493
obtido em hidrolisado ndo destoxificado e destoxificado com carvao activado, suplementado
com borras de vinho ou com TEVM.
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Figura 3.13 - Perfil de peso seco da levedura D. hansenii CCMI 493em hidrolisado ndo destoxificado
suplementado com borras de vinho (@), destoxificado suplementado com borras de vinho (M) e em
hidrolisado nédo destoxificado suplementado com TEVM (©), destoxificado suplementado com TEVM ().
No ensaio realizado com a estirpe CCMI 493 n&o ocorreu crescimento (Figura 3.13), nem se
observou qualquer consumo de agucares ou inibidores, seja em hidrolisado destoxificado ou
em hidrolisado ndo destoxificado. Concordando com a ndo ocorréncia de crescimento, nao

ocorreu a producao de poliéis ou de quaisquer outros metabolitos.

Sabendo que se tratam dos mesmos hidrolisados a auséncia de crescimento nos
hidrolisados de BAE nao destoxificados podera dever-se aos mesmos motivos apontados
para a auséncia de crescimento pela estirpe CCMI 941, no entanto, nos hidrolisados
destoxificados a auséncia de crescimento, podera dever-se a uma menor tolerancia da
estirpe aos inibidores. Uma vez que nao foi possivel observar crescimento, também nao foi
possivel averiguar qual o efeito dos diferentes suplementos na bioconversdao por esta
estirpe.

3.3.3 Identificacdo dos factores que afectam a producédo de xilitol por D.
hansenii em hidrolisado de BAE

Como ja se verificou anteriormente (3.3.2), o impacto do hidrolisado no desempenho dos
microrganismos deve ser cuidadosamente estudado. Na verdade, factores como a
suplementacéo, a destoxificacdo, a concentracao de acgucares e disponibilidade de oxigénio
sdo considerados os parametros mais relevantes que influenciam o bioprocesso e,
consequentemente, a producdo de xilitol (Sampaio et al. 2008). Como estes factores estdo

fortemente ligados entre si, 0 seu estudo deve ser cuidado. Nesse sentido recorreu-se a um
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método de planeamento estatistico experimental para identificacdo dos factores
responsaveis por afectar a producdo de xilitol por D. hansenii em hidrolisado de BAE. Foi
utilizado um planeamento estatistico de Plackett-Burman para 12 experiéncias em que 0S
factores estudados foram: a concentracdo do hidrolisado, a destoxificagcdo (com carvao
activado por NaOH), a disponibilidade de oxigénio, e a adicdo de suplementos: extracto de
levedura (YE), peptona, agua de maceracao de milho (CSL) e solugdo de TEVM (Quadro
3.7).

Quadro 3.7 — Niveis de operagdo das variaveis independentes de acordo com a matriz de Plackett-
Burman para 12 experiéncias.

Variaveis independentes

Exp.

Vt/VIig? Conc. YE® Peptona’ TEVM® csL’® Destox
1 1000°/80 2x 0 1,75 6,8 5 N&o
2 500/80 2x 3 0 6,8 5 Sim
3 1000°/80 0 3 1,75 0 5 Sim
4 500/80 2x 0 1,75 6,8 0 Sim
5 500/80 3 0 6,8 5 N&o
6 500/80 0 1,75 0 5 Sim
7 1000°/80 0 0 6,8 0 Sim
8 1000°/80 2x 0 0 5 N&o
9 1000°/80 2x 3 0 0 Sim
10 500/80 2x 3 1,75 0 N&o
11 1000°/80 0 3 1,75 6,8 0 N&o
12 500/80 0 0 0 0 0 N&o

2 Razéo volume total do baldo:Volume do meio. ° Concentragdes finais (g-L™). ¢ Erlenmeyers com anteparas

Como ja foi visto anteriormente (3.2.4), a composicdo do hidrolisado é significativamente
afectada pela evaporacdo e pela destoxificagdo. O hidrolisado foi concentrado duas vezes
em massa 0 que permitiu aumentar a concentracdo de aclcares e, nalguns casos, a
remocao de inibidores. O furfural, por exemplo, foi quase todo removido pelo processo de
evaporacdo. Ainda que a concentracdo por evaporacdo permita a remocdo de uma
percentagem do &cido acético e formico, a concentragdo destes &cidos nos meios
concentrados aumenta ligeiramente pelo facto do efeito da evaporagdo ndo ser téo
significativo, como acontece com o furfural (Quadro 3.8). A destoxificacdo também induz

alguma perda de agucares, mais significativa para as pentoses do que para as hexoses.

Na Figura 3.14 estdo representados os resultados do crescimento observado para as 12

experiéncias.
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Quadro 3.8- Composicéo (g-L'l) dos meios de cultivo para o estudo da producédo de xilitol de acordo com

a matriz de Plackett-Burman para 12 experiéncias.

Composicéo

Exp.
Glc Xyl Ara HAc HForm HLev Furfural HMF
1 5,26 28,15 3,90 15,59 3,82 0,00 0,64 0,04
2 3,77 63,17 5,67 13,71 3,96 0,00 0 0,07
3 1,83 31,82 2,89 11,41 2,77 0,00 0,29 0,02
4 3,80 63,39 5,80 14,18 4,48 0,00 0 0,01
5 2,65 18,27 2,15 11,47 1,92 0,00 0,93 0,10
6 1,84 31,72 2,87 11,34 2,74 0,00 0,26 0,02
7 1,70 31,25 2,80 11,23 2,66 0,00 0,27 0,02
8 5,67 28,93 4,01 16,08 3,96 0,00 0,55 0,05
9 3,95 66,96 6,09 14,92 4,72 0,00 0 0,01
10 5,49 28,53 3,99 15,98 3,98 0,00 0,44 0,04
11 2,50 18,33 2,18 11,59 1,87 0,00 0,85 0,04
12 2,62 18,81 2,24 11,90 1,92 0,00 0,93 0,04
6 -
_______________ -
____________ -+
5 t e
/"
3 4 '
o]
<
]
2 -

Tempo (h)

Figura 3.14 - Perfis de crescimento da estirpe D. hansenii (estirpe CCMI 941) em hidrolisado preparado
nas diferentes condi¢des segundo a matriz Plackett-Burman. Baldo 1 (%), baldo 2 (©), baldo 3 (W), baldo 4
(O), baléo 5 (A), baldo 6 (A), baldo 7 (®), baldo 8 (<), baldo 9 (<), baldo 10 (¢), baldo 11 ( ), baldo 12
()

Tal como se pode observar pela Figura 3.14, a experiéncia 7 (hidrolisado destoxificado, ndo
concentrado, suplementado com TEVM num baldo de 1000 mL com anteparas) foi a Unica
em que se observou um crescimento significativo. Em qualquer das outras experiéncias ndo
ocorreu consumo de agucares ou inibidores. Na experiéncia 7 observou-se uma fase de
laténcia relativamente expressiva (19 h) embora a estirpe tenha apresentado uma taxa
especifica de crescimento elevada (0,16 h) o qual foi acompanhada pelo consumo
simultdneo de glucose, xilose e acido acético (Figura 3.15). O consumo destes trés

substratos foi acompanhado pelo aumento da produgéo de polidis que atingiu 0 seu maximo
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as 72 h (8,23 g-L™), quando a concentracdo de xilose era de cerca de 2 g-L™. O consumo de
arabinose teve inicio apds as 48 h, logo ap6s o esgotamento da glucose e quando a
concentracdo de xilose era de 21,6 g-.L™. O acido férmico estando presente no meio s6 foi

consumido quando se deu o esgotamento dos outros nutrientes.

12

10

Glc, Ara, HAc, HForm, GlyOH, XOH + AraOH (g-L%)
Xyl, Biomassa Celular (g-L')

Tempo (h)

Figura 3.15 - Perfis de substratos, peso seco da biomassa e xilitol (exp. 7) pela levedura D. hansenii
(estirpe CCMI 941) em hidrolisado destoxificado com TEVM. Glucose (@), xilose (M), arabinose (4), &cido

acético (@), acido féormico (X), glicerol (-), xilitol + arabinol (X) biomassa celular (+).

Quando se compara os valores aqui obtidos com os descritos no ponto 3.3.2, é possivel
verificar que se obtém produtividades semelhantes (0,11 contra 0,10 g-L™*-h™), mas uma
concentracdo maxima de polidis mais baixa e um menor rendimento (0,27 contra 0,40 g-g™).
Esta diferenca podera dever-se a um maior arejamento neste ensaio, uma vez que aqui foi
utilizado um baldo de 1000 mL com anteparas. Este aumento de arejamento, provavelmente
favoreceu o crescimento celular por um aumento da disponibilidade de oxigénio,
aumentando assim a manutencdo celular e respectivos requisitos de crescimento em
detrimento da formacé@o de xilitol. Estes resultados vdo de encontro aos obtidos por
(Sampaio et al. 2008) e por (Silva-Fernandes et al. 2008) na bioconversédo com D. hansenii
em MQD e em hidrolisado de palha de trigo, respectivamente, em que também observaram
gue o aumento do arejamento conduz a reducdo do tempo necessario para o consumo de
xilose e a uma menor producao de xilitol. Embora na literatura a producédo de polidis seja
descrita por ser favorecida em condicdes de limitacdo de oxigénio (Winkelhausen et al.
1998), a definicdo dessa limitacdo é por vezes dificil de determinar, pois existe uma
interdependéncia entre a taxa de arejamento, o crescimento celular e a taxa global e
especifica de consumo de oxigénio. Estas duas uUltimas taxas por sua vez sao influenciadas
pela concentracdo de substrato inicial, ou seja, para uma mesma concentracdo celular,
guanto mais elevada for a concentragdo de substrato (agUcares e compostos inibidores),

maiores sdo as necessidades de oxigénio, o que indica que os niveis de oxigénio no meio
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também sdo importantes para a metabolizacdo dos inibidores. Poderédo ser exemplo disto
mesmo, os diferentes rendimentos em polibis verificados para a experiéncia 7 e 0 ensaio do
ponto 3.3.2, tendo em conta as elevadas concentragdes de &cido acético (11,23 e 11,48 g-L
! respectivamente), pois tal sugere que o arejamento mais elevado nesta condi¢do
(experiéncia 7) permitiu aumentar as taxas de conversao, minimizando assim os efeitos
deste inibidor. Tal também se poderia aplicar aos compostos fendlicos presentes, mas
sendo a concentracdo destes ser inferior a 0,5 g-L™, pressupde-se que os resultados obtidos

dever-se-do essencialmente ao metabolismo do acido acético.

Comparando os resultados obtidos com a literatura, pode afirmar-se que em termos de
produtividade e rendimento em xilitol, os resultados obtidos encontram-se em linha com
outras leveduras e hidrolisados. A producéao de xilitol por Candida parapsilosis NRRL Y-2315
(Sepulveda-Huerta et al. 2006) a partir de hidrolisado de palha de sorgo em frascos
agitados, apresenta uma produtividade semelhante, mas um rendimento inferior (0,12 g-L"
Lhteo,27 g-g™, respectivamente). Para hidrolisados derivados de subprodutos da oliveira,
Pachysolen tannophilus em hidrolisado de carocos de azeitona (Cuevas et al. 2009) e
Candida tropicalis em hidrolisado de podas de oliveira (Martin et al. 2010), apresentam um
rendimento em xilitol muito inferior aos determinados neste estudo, 0,13 g-g™.

D. hansenii NRRL Y-7426 cultivada em hidrolisado de eucalipto destoxificado com carvao
(Dominguez et al. 1996), utilizando o sistema de reactor continuo com agitacdo, obteve-se
um rendimento em xilitol de 0,28 g-g*, semelhante/menor aos rendimentos obtidos neste
trabalho. Ainda assim, é importante referir que neste trabalho, ndo se atingiu a performance
descrita para a levedura D. hansenii CCMI 941 em hidrolisados hemicelulésicos de palhas
de sorgo (Torrado 2010) e dreche cervejeira (Carvalheiro et al. 2005).

Pelas mesmas razbes mencionadas em 3.3.2, todos os hidrolisados concentrados
(experiéncias 1,2,4,8,9 e 10), tal como os nao destoxificados (experiéncias 1,5,8,10,11 e 12)
possuem concentragfes de inibidores elevadas que ndo permitem o crescimento da
levedura D. hansenii, o que demonstra que neste hidrolisado é imprescindivel a
destoxificagdo. Além disso, a concentracdo de 4cido acético presente nos hidrolisados néo
concentrados e destoxificados veio demonstrar que é necessario aplicar um método de
destoxificagdo a pensar na remocdo deste composto. Nas experiéncias 3 e 6 onde foi
também utilizado hidrolisado ndo concentrado destoxificado, ndo se verificou no entanto
qgualquer crescimento. Uma explicacédo para este facto podera ser encontrada ao nivel dos
suplementos utilizados (extracto de levedura, peptona e agua de maceracao de milho) nao
tém o mesmo efeito que o TEVM, uma vez que na experiéncia 7, onde apenas o TEVM foi
utilizado ocorreu crescimento e producédo de polidis. Também no trabalho realizado por
(Silva-Fernandes et al. 2008), se verificou que o rendimento em biomassa foi positivamente
influenciado pela destoxificacdo de hidrolisado e a produtividade da biomassa pela
suplementacdo com TEVM.
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4. Consideracfes finais e perspectivas

O bagaco de azeitona extractado possui uma composi¢do favoravel para a obtencédo de
hidrolisados ricos em pentoses, uma vez que € relativamente rico em xilano e arabinano,
que constituem a fracgdo mais susceptivel de ser hidrolisada por um processo com &cido
diluido. As condi¢Bes de hidrélise optimizadas utilizando como catalisador H,SO, 3,5% (p/p)
(130°C durante 130 min e RLS 3) correspondentes a um valor de CS de 2,64, permitem
obter um hidrolisado com cerca de 40,28 g-L™ de monossacéridos, dos quais 34,28 g-L™ sdo
xilose. Estes resultados demonstram que mediante uma cuidadosa optimizacdo das
condicbes operacionais € possivel fraccionar selectivamente a hemicelulose com uma
recuperacao elevada de monossacaridos sem afectar praticamente a celulose, o que
constitui uma vantagem tendo em conta a possivel utilizacdo dos residuos sdlidos noutros
processos envolvendo a biocoversao da glucose, por exemplo para a producdo de bioetanol.
Simultaneamente sdo formados alguns compostos potencialmente inibidores do
metabolismo microbiano, nomeadamente acidos alifaticos, derivados de furano e compostos
fendlicos, em concentragfes relativamente elevadas quando comparados com outros
hidrolisados de natureza semelhante (Duarte et al. 2009;Lopes 2001). Neste sentido foram
testados alguns métodos de destoxificacdo, nomeadamente o acerto de pH a 5,5,
tratamento com carvao activado e concentragdo por evaporacdo, onde a combinacédo do
tratamento com carvao activado com a evaporacao, se revelou ser o melhor, com cerca de
35% de remoc¢do do acido acético presente e acima de 95% dos derivados de furano. A
remocao eficiente dos compostos inibidores permitiu aumentar o desempenho da levedura
Debaryomyces hansenii ao nivel da taxa especifica de crescimento, da produtividade celular
e rendimento em xilitol.

Neste trabalho, foi também avaliada a influéncia da suplementacdo do hidrolisado com
diferentes suplementos, tendo-se observado um efeito positivo no rendimento em polidis. A
suplementagcdo com micronutrientes, vitaminas e fonte de azoto, fosforo e magnésio foi a
que garantiu um melhor desempenho da levedura D. hansenii neste meio. Demonstrou-se
assim que o hidrolisado necessita tanto de ser destoxificado, assim como suplementado
para que a producdo de xilitol seja induzida.

Outro aspecto que parece ter influenciado a bioconversao do hidrolisado foi o arejamento,
verificando-se que um maior arejamento induz um maior crescimento microbiano, mas
menor producgédo de xilitol.

No que diz respeito a estirpe CCMI 493 os resultados mostraram-se bastante insatisfatorios,
ndo se registando assimilacdo de nenhum dos substratos nem producdo de qualquer

metabolito, independentemente do hidrolisado ter sido destoxificado e/ou suplementado.

Os resultados globais deste trabalho mostram que a producdo de xilitol, através da

bioconversao de hidrolisados de BAE utilizando a levedura D. hansenii CCMI 941 ,necessita
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ainda de mais estudos de forma a ultrapassar as limitacdes encontradas. No entanto, os
resultados j& obtidos nesta primeira fase de optimizagdo estdo em linha com dados ja
publicados para outros hidrolisados provenientes de materiais mais estudados, e com outras
leveduras, demonstrando assim a potencialidade deste material, da levedura e do processo

desenvolvido.

De modo a complementar-se os estudos realizados, dando continuidade a optimizacao do
processo biotecnolégico de producgéo de xilitol por Debaryomyces hansenii em hidrolisado
de bagaco de azeitona extractado, seria importante estudar, num futuro préximo, em maior

profundidade os seguintes aspectos:

= Desenvolver um método/estratégia para a remocao especifica do &cido acético do

hidrolisado.
= Optimizar a concentracdo de suplementos para a producéo de biomassa e de xilitol.

= Avaliar o comportamento do inéculo para o processo de “scale-up”, através de
crescimentos sucessivos em descontinuo, tendo como meio de cultivo o meio optimizado

neste trabalho.

= Estudar a aclimatizagédo da levedura a concentragdes de acido acético iguais/superiores
al10g-L*t

Dando continuidade aos trabalhos realizados, seria também importante desenvolver estudos

que permitissem elucidar os seguintes pontos:

= Quais os nutrientes especificos presentes nos suplementos utilizados que potenciam a

producao de xilitol.

= Avaliar o efeito dos inibidores pela adicdo selectiva de compostos inibidores ao
hidrolisado destoxificado ou meio quimicamente definido com uma composicdo analoga,

e observar o reaparecimento da inibigao.
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ANEXOS

Meio de cultura

Quadro 5.1 - Composicdo do meio Yeast Malt-glucose (YM-glc).

Nutriente Conc. (g-L™) Marca comercial
Extracto de levedura 3,0 Oxoid
Extracto de malte 3,0 Oxoid
Peptona 5,0 Difco
Glucose 10,0 Oxoid
Agar 20,0 Merck

O meio foi aquecido, distribuido em frascos (aproximadamente 100 ml/frasco) e esterilizado
na autoclave (121 °C, 15 min, 1 bar). Apés arrefecimento até 50-55 °C, o meio foi distribuido
assépticamente em placas de Petri estéreis. Estas foram armazenadas a 4 °C.

Para a preparagdo das rampas, o meio foi preparado do mesmo modo sendo, apos
arrefecimento até 50-55 °C, distribuido assepticamente em tubos de ensaio estéreis (6
mL/tubo) e deixado a solidificar inclinado, a temperatura ambiente.

As rampas e os frascos de meio “stock” foram armazenados a 4 °C.

Preparacédo de stock das estirpes da levedura D. hansenii

Nas condi¢cdes que séo referidos no ponto 2.5.2, foram incubadas duas rampas com cada
uma das seis estirpes da levedura D.hansenii. Para uma das rampas, adicionou-se um
pouco de MQD (2.5.3.1), agitou-se, passou-se 0 conteudo para a outra rampa e agitou-se
novamente. Desta Ultima retirou-se 4 mL, em condi¢cdes assépticas, para cada um dos
baldes Erlenmeyer de 1000 mL sem anteparas (em duplicado), contendo 85 mL de MQD.
Os balbBes de in6culo foram incubados a 30 °C com agitacdo orbital de 150 rpm numa
incubadora Infors Unitron HT (Suica). Depois de 18 h de crescimento, o conteddo dos
baldes de cada estirpe foi misturado com o respectivo duplicado, de forma a obter um
in6culo homogéneo. Foram medidos numa proveta estéril 85 mL de cada um dos indculos e
cada um deles foi derramado para dentro de um baldo de 500 mL com 18,5 g de glicerol a
15%. Colocaram-se este baldes sob agitagdo por 5 - 10 min, distribui-se o contetdo por

varios tubos falcon e levaram-se a congelar numa arca a -70 °C.



Solugdes de suplementos utilizadas

SolucgBes de nutrientes

De modo a respeitar a solubilidade dos diferentes compostos e 0 seu comportamento a
elevadas temperaturas, como é o caso da temperatura de esterilizacdo, as solugcées dos
varios nutrientes foram preparadas e esterilizadas separadamente e s6 depois adicionadas
ao meio de fermentacgéo, nas devidas proporcdes.

Solucéo de sais

Foi preparada uma solugcdo 40 vezes concentrada, a partir da qual foram distribuidas as
guantidades adequadas para os volumes de meio utilizados. Esta fonte de micronutrientes

possui a seguinte composicao:

Quadro 0.1 - Composic¢ao da solucédo de sais 40 vezes concentrada.

Nutriente Férmula conc. Fornecedor Cone. final
(gL™ (gL
EDTA C10H16N20g 7,500 Sigma 0,1875
Sulfato de ferro heptahidratado FeSO,.7H,0 1,400 Merck 0,0110
Sulfato de zinco heptahidratado ZnS0,.7H,0O 0,440 Merck 0,0070
Sulfato de cobre pentahidratado CuS0,4.5H,0 0,040 Merck 0,0010
Cloreto de cobalto hexahidratado  CoCl,.6H,O 0,080 BDH 0,0013
Molibdato de sédio dihidratado NaMoQO,.2H,0 0,052 Merck 0,0350
Acido bérico H3BO; 0,080 Merck 0,0020
lodeto de sodio Nal 0,013 Riedel-de-Haen 0,0003

Procedimento

Dissolver o EDTA e adicionar o Zinco em pelo menos 800 mL de agua. Acertar o pH a 5,5-
6,0. Adicionar os restantes compostos pela ordem indicada mantendo o pH sempre nesse
intervalo. Caso seja necessario corrija o pH mesmo antes da dissolucdo completa do
reagente que esta a adicionar. A maior descida de pH ocorre com o Fe. Colocar o volume a
cerca de 1200 mL. Separar em aliquotas de 250 mL em baldes de 500 mL. Ao longo da
preparacdo a solucao vai alterando a cor, inicialmente é incolor, cor-de-rosa ténue e apés a
adicdo de cobalto, azulada apés adicao do cobre, amarelada, apés adicao do Fe.

A solucdao foi esterilizada na autoclave (121 °C, 15 min, 1 bar) e armazenada a 4 °C.
Solugdo NP

A fonte de Azoto, Potassio e Fésforo foi preparada numa solucéo 20 vezes concentrada e o
pH acertado a 5,5 com NaOH 5M. Esta solucéo foi autoclavada separadamente da solucéo

de sais minerais de modo a evitar reaccdes a altas temperaturas que poderiam diminuir a



guantidade dos diferentes elementos disponiveis para o crescimento da levedura,
nomeadamente por reaccbes com o ido fosfato. Esta solugdo apresenta a seguinte

composigao:

Quadro 0.2 - Composicao da solucdo de NP 20 vezes concentrada

i N Conc. final
Nutriente Formula Conc. (g-L™) Fornecedor QLY
g.
Dihidrogenofosfato de potassio KH,PO, 20,00 JT Baker 1,0000
Hidrogenofosfato de amdnio (NH,),HPO, 40,00 JT Baker 2,0000
Dihidrogenofosfato de Amoénio (NH4)H,PO, 120,00 JT Baker 6,0000

Solucédo MgSO,
A fonte de magnésio foi preparada numa solucao 20 vezes concentrada e o pH acertado a
5,5 com NaOH 5M. Esta solucao foi esterilizada na autoclave a 120 °C durante 15 min.

Quadro 0.3 - Composic¢ao da solucdo de Mg 40 vezes concentrada

) N Conc. final
Nutriente Formula Conc. (g-L™) Fornecedor QLY
g.
Sulfato de magnésio
MgSQO,.7H,0O 20,00 Merck 0,5000

heptahidratado

Solugéo de vitaminas e calcio
A fonte de vitaminas e calcio foi obtida através da preparacao de uma solugcao 100 vezes
concentrada, apresentando a seguinte composic¢ao:

Quadro 0.4 - Composicdo da solucédo de vitaminas e calcio 100 vezes concentrada.

; L Conc. final
Nutriente Formula Conc. (g-.L™) Fornecedor QLY
g.
Mio-inositol CsH1206 10,00 Merck 0,1000
Pantotenato de hemi-célcio CyHisNOs.1/2Ca 2,00 Sigma 0,0200
Cloridrato de timina
. C1oH15C12N4,OS. XH,0 5,00 Merck 0,0050
hidratado
Cloridato de piridoxal CgH12CI(NO3)3 0,50 Merck 0,0050
Acido nicotinico CeHsNO, 0,50 Merck 0,0050
Acido p-amniobenzoico C,H;NO, 0,10 Merck 0,0010
d-Biotina (vit. H) C1oH1sN-03S 0,01 Merck 0,0001
Cloreto de célcio
CaCl,.2H,0 5,00 Merck 0,0500

dihidratado

Procedimento



Dissolver todos os componentes um a um, mantendo a ordem, e reajustando o pH apos
cada adicao a 6,5. ApOs a adicao de todos 0os componentes, manter o pH a 6,5 e ajustar o
volume a 1000 mL em um baldo volumétrico. Esterilizar por filtrag&o.

Esta solucdo ndo pode ser autoclavada nem mantida a luz, uma vez que algumas vitaminas
sdo termolabeis e fotossensiveis. Conservar a 4 °C, preferencialmente no maximo de 3

meses.

Solucéo de Peptona

Para a preparacdo de uma solucéo de 200 mL (de 90 g-L™), pesou-se 18 g de extracto de
levedura e deixou-se dissolver em agua ultrapura sob agitacdo magnética, a 50 °C. A
solucéo foi colocada num frasco Schot de 500 mL e esterilizada na autoclave a 121 °C,
durante 15 min.

Solucédo de Extracto de Levedura

Para a preparacdo de uma solucéo de 250 mL (de 90 g-L™), pesou-se 22,5 g de extracto de
levedura e deixou-se dissolver em agua ultrapura sob agitagdo magnética, a 50 °C. A
solucéo foi colocada num frasco Schot de 500 mL e esterilizada na autoclave a 121 °C,
durante 15 min. Confirmar com a Catia se foi autoclave ou filtracao.

Solucédo de borras de vinho

Para a preparacédo de uma solucdo de 50 mL (de 200 g-L™), pesaram-se e juntaram-se 10 g
de borras liofilizadas em agua ultrapura. A solucédo foi agitada e colocada num frasco Schot
de 250 mL e esterilizada na autoclave a 121 °C, durante 15 min.

IV. Formulério

A. Factor de severidade combinado

O factor de severidade tal como proposto por Overend e Chornet (1987), pode ser calculado

pela seguinte expressao:

' T —100
Ro = |ex dt
0 Oj p[ 7 j (Eq.IV.1)

Onde,

-T é a temperatura ( °C)

-t € o tempo (min)

14,75- Parametro empirico relacionado com a energia de activagcdo e com o tipo de
processo

Atendendo que nos processos de hidrélise existe um periodo de aquecimento (nédo-
isotérmico) cuja contribuicdo ndo deve ser desprezada, a Eq.VI.1 deve ser expressa na

forma seguinte:

v



(T —100tj

ta t

; tag T 100

Ro= |lexp~— 2 dt+ |ex dt Eqg. IV.2
’ Oj P15 ta! p( 14.75 j (Ea.1v.2)

Onde, o primeiro termo da equacao corresponde a fase de aguecimento até a temperatura
pré-estabelecida (T), e 0 segundo ao periodo isotérmico da hidrélise.
De modo a considerar o efeito da concentracdo de catalisador, foi calculado o factor de

severidade combinado (CS) pela Eq.VI.3:
CS =log Ro— pH (Eq. IV.3)

pH — valor do pH do hidrolisado medido experimentalmente.

B. Caracterizacdo quimica da matéria-prima e residuos sélidos

As concentracdes de glucose, xilose, arabinose e acido acético nos licores resultantes da
hidrélise acida quantitativa da matéria-prima e residuo sélido foram utilizados para o calculo
das percentagens de glucano, xilano, arabinano e grupos acetilo, respectivamente (Eq.IV.4-
IV.7). O residuo insolavel em acido, apos correc¢do das cinzas, permitiu o calculo da lenhina
Klason (Eq. IV.8)

Na hidrélise &cida quantitativa uma pequena percentagem de acucares é degradada, por
isso sdo introduzidos factores de correccdo para corrigir as perdas. De acordo com Browing
essas perdas sdo de 2,6% para a glucose, 8,8% para a xilose e 4,7% para a arabinose.
Com base nestas percentagens € possivel calcular os factores de correccdo (F), que
permitem corrigir as varias determinacoes.

100 162 GlcxP,

Gn=F x X x sol (Eq.IV.4)
1005 180 A

100 132 XylxP,,

Xn=Fx X x (Eq.IV.5)
1005 150 A
Arn=F x 100 X 13'2>< AraxF,, (Eq.1V.6)
1005 150 A
Gac=00 00 Acx by, (Eq.IV.7)
1005 61 A
Lk =R4=C 100 (Eq.IV.8)




- Gn, Xn, Arn, GAc, LK séo as percentagens de glucano, xilano, arabinano, grupos acetilo e
lenhina Klason (g por 100 g de so6lido), respectivamente.

- F é o factor de correccao, por exemplo, para o glucano, F=1/(1-0,026)=1,027.

- Psol e A séo os pesos da solugéo e da amostra seca utilizada no ensaio, respectivamente
(9).

- RIA e C séo os pesos do residuo insoluvel em &cido e das cinzas da amostra,
respectivamente (Q).

- Glc, Xil, Ara e Ac sé@o as concentracdes de glucose, xilose, arabinose e acido acético nos
licores (g-L™), respectivamente.

C. Calculo de rendimentos

O rendimento de cada um dos polimeros’, expresso como a percentagem que permanece
no residuo solido relativamente a respectiva percentagem na matéria-prima, apés hidrolise

acida foi calculada de acordo com as Eq.IV.9-1V.13.

GnxY
Gn, = 2%l (Eq.IV.9)
Gnye
XnxY
Xng = ZxTs (Eq.V.10)
XnMP
ArnxY
Arn, = 1T (Eq.IV.11)
Arn,,,
GAcxY
GAc, = 2exls (Eq.IV.12)
GAC,p
LKn xY
LK, =— ~T's (Eq.IV.13)
I‘KMP

- Ghgr, Xng, Arng, GAcr, LKr s&o as percentagens de cada um dos “polimeros” que

permanecem no residuo apés o tratamento (g/100 g de polimero na matéria-prima).

1 O termo polimero esté4 a ser utilizado para designar os polissacéridos, lenhina e grupos acetilo, embora estes
ultimos ndo sejam na realidade polimeros, uma vez que do ponto de vista estrutural fagam parte da hemicelulose.
A designagdo de “polimero” para o conjunto de componentes referidos foi adoptada por uma questdo de

simplicidade.
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- Gnwp, Xnwp, Arnye, GAcwe, LKyr sdo as percentagens de glucano, xilano, arabinano,
grupos acetilo e lenhina Klason na matéria-prima, respectivamente (g/100 g matéria-prima).

- Ys — rendimento em sélidos (g de sélido recuperado/100 g matéria-prima).

A percentagem de cada um dos polimeros solubilizada a monémeros e de monémeros
convertida em produtos de degradacéo, foi calculada de acordo com as Eq.IV.14-1V.19,
onde (162/180), (132/150), (60/61), (132/96) e (162/126,1) sao factores estequeométricos
para a conversao da glucose, xilose e arabinose, acido acético, furfural e HMF para glucano,

xilano e arabinano, grupos acetilo, xilano e glucano, respectivamente.

o _162 _ Gle-Pu
R 180 Gn,, A0,0L.pn (Eq.IV.14)
Xyl _182  XilPe o
150 Xn,,, - A0,01. 04 (Eq.IV.15)
Ara, - 132 Ara - PH 100
150 Arn,,, - A.0,01.p (Eq.IV.16)
HAc, = 0. HAC-Pr 149
61 GAC,,, - A0,01.pn (Eq.IV.17)
Furf, 132 . Furf - Pu 100
96 Xn,, - A0,01.p4 (Eq.IV.18)
HME, - 162 HMF-Px oo
1261 Gn,,, - A0,01. 04 (Eq.IV.19)

- Glcg, Xylg, Arag, HAcg, Furfr, HMFg, s@o as percentagens de glucose, xilose, arabinose,
acido acético, furfural e HMF recuperados no hidrolisado (g por 100 g de polimero).

- Furf e HMF séo as concentragdes de furfural e HMF nos licores (g-L ™).

- P4 é a massa de hidrolisado obtido no ensaio (Q).

- A é a massa de amostra utilizada no ensaio (g).

- py € a massa volumica do hidrolisado (g-L™).

A percentagem de cada um dos “polimeros” relativamente ao total de amostra inicial foi
calculada de acordo com as Eq.IV.20-1V.24.

_ Gng xGny,p

Gn
T 100

(Eq.IV.20)
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Xn, Xng x XNy,p

100
Arn, = Arng x Arny,,
100
GAc, = GAc, x GACp
100
LK, = LK x LK yp
100

(Eq.IV.21)

(Eq.IV.22)

(Eq.IV.23)

(Eq.IV.24)

- Gny, Xn+, Arny, GAct, LK sdo as percentagens de cada um dos “polimeros” (g por 100 g

de matéria-prima).

As percentagens de glucose, xilose, arabinose, acidos acético, férmico e levulinico, furfural,

HMF e compostos fendlicos relativamente ao total de amostra inicial foram calculadas de

acordo com as Eq.IV.25-1V.31.

Vi

Glc, = G|CR1+;5|CW
Xyl :W
Ara, = w
HAc, = HACR;E):ACMP
Furf, = I:“rfre1>(<)(|):urfMP
HME:HMRQSM%P
CFn, = O P 100
pH.A

(Eq.IV.25)

(Eq.IV.26)

(Eq.IV.27)

(Eq.IV.28)

(Eq.IV.29)

(Eq.IV.30)

(Eq.IV.31)



- Glct, Xyly, Arar, Acr, Furf;, HMF; e CFn; sdo as percentagens de glucose, xilose,
arabinose, &cido acético, furfural, HMF e compostos fendlicos (g por 100 g de matéria-
prima).

- CFn é a concentracdo de compostos fendlicos presentes no hidrolisado (g-L™).

D. Parametros cinéticos e estequeométricos

n Abs | b
Abs,
U= — (Eq.IV.32)

Calculado a partir da regressao linear com os dados da fase exponencial da curva de

- Taxa especifica de crescimento (h™)

crescimento, onde Abs; e Abs sdo as absorvéancias inicial e num determinado tempo (t),
respectivamente; b é a ordenada na origem.
- Produtivdade celular (g-L™*h™)

Q, ==X (Eq.IV.33)
tf _ti
X; e X; séo as concentracdes iniciais e finais de biomassa, respectivamente (g-L™).
- Taxa volumétrica de consumo de substrato (g-L™*-h™)
Q, = S-S, (Eq.IV.34)
t, —t

i

Si e S; sdo as concentragdes iniciais e finais de substrato, respectivamente (g-L™). Substrato:

xilose e/ou glucose e/ou arabinose.

- Taxa volumétrica de formacao de xilitol (g-L™-h™)

Polioist — Polidis;
t, -t

Qbolisis = (Eq.IV.35)

Xilitol; e xilitol; sdo as concentracdes iniciais e finais de xilitol, respectivamente (g-L™).
- Rendimento celular (g-g™)

Xt = X;
S-S,

Y, . = (Eq.IV.36)

- Rendimento em xilitol (g-g™)

Polidiss — Poliois,
Yoolisiss = s _s : (Eq.IV.37)
f i

Si e S¢, XOH; e XOH; representam as concentracdes iniciais e finais (g-L'l) de xilose e de

xilitol, respectivamente.

E. Determinacdo do diametro médio das particulas



_ %sol.crivo 2x (d?)* +%sol.crivo 3x (d?)* + % sol.crivo 4x (d*)* (Eq. IV.40)
% sol.crivo 2x (d?)® + % sol.crivo 3x (d?)® +%sol.crivo 4x (d?)*

- % sol.crivo 2: percentagem de solidos no crivo numero 2;
- % sol.crivo 3: percentagem de so6lidos no crivo nimero 3;
- % sol.crivo 4: percentagem de so6lidos no crivo numero 4;
- d: diametro;

-Dp: didmetro médio das particulas sélidas (mm)

V. Determinacao de proteina total na matéria-prima

A proteina total foi determinada de acordo com o método de Kjedahl (1975). Foram pesadas
0,5 g de amostra em quadradinhos de papel de pesagem e colocadas directamente nos
tubos de digestdo aos quais se adicionou 10 g de mistura catalisadora e 20 ml de H,SO4
concentrado (96% p/p). Colocaram-se os tubos com as amostras preparadas na unidade de
aquecimento do aparelho de digestdo (Digestion System 6 Modelo 1007, Tecator, Suécia).
Seguidamente colocaram-se as capsulas de condensacao de fumos, abriu-se a fonte de
vacuo e a tromba de agua. Nos primeiros 30 min do processo, a temperatura foi moderada e
apos este periodo foi elevada até 320°C, durante 1,5 h. Terminada a digestao e arrefecido o
contetdo dos tubos, colocaram-se estes na unidade de destilacdo (Kjeltec System modelo
1026, Tecator, Suécia). Em simultaneo com cada tubo foi colocado um baldo erlenmeyer
contendo 50 mL de solucdo de &cido bérico a 4 %. Durante esta operacdo de destilacao foi
libertado amoniaco, por adicdo da solugdo de NaOH, que é arrastado por uma corrente de
vapor de agua sendo depois recolhido na solugéo de &cido bdérico. Em seguida, o0 amoniaco
foi doseado por titulagdo com HCI 0,1 N, em presencga da solucdo indicadora de pH que se
torna violeta a pH 4,8. Para o ensaio em branco procedeu-se da mesma forma, substituindo

0 peso da amostra por agua destilada.

Quadro 0.5 - Reagentes utilizados na determinagéo da proteina total.

Mistura catalisadora Sulfato de cobre 39
Oxido de titanio 39
Acido estearico 1g
Sulfato de potassio 93¢

Solugéo de acido bérico 4% (p/v)

Solucdao de acido cloridrico 0,1N

Solucgao de hidroxido de sodio 50% (p/v)

Indicador Indicador de Tashiro®




VI.

% Dissolveram-se 2 g de vermelho de metilo e 1 g de azul de metileno em 100 ml de alcool etilico 95% (v/v). A

solucao foi conservada em frasco escuro.

A percentagem de azoto total é determinada utilizando a seguinte expressao:

V-V,

Azoto total (%) = [ jx 0,14 (Eq.VI.1)

Onde,

V- volume da solucéo de HCI 0,1 N gasto na titulagdo (ml)

Vo- volume da solucdo de HCI 0,1 N gasto na titulacdo do ensaio em branco (ml)

A- peso de amostra (g)

Na transformacao dos resultados em peso de proteina utilizou-se o coeficiente 6,25.

Doseamento dos extractivos

Comecou-se por colocar 2 balbes de vidro numa estufa a 103 °C por um periodo minimo de
12h. Apéds esse periodo, deixou-se os baldes voltarem a temperatura ambiente num
exsicador. Registou-se a sua massa e adicionou-se algumas esferas de vidro no seu
interior. Seguidamente, colocaram-se os balées em mantas de aquecimento.

Pesou-se para uma cartucha de celulose 2,5 g de BAE, tapou-se com um pouco de algodao
e colocou-se esta no interior do Soxhlet.

Comecgou-se por proceder a extraccdo com agua mili-Q, adicionando 190 mL de &gua
ultrapura em cada um dos baldes ja tarados. Encaixou-se um soxhlet em cada baldo, ligou-
se o sistema de arrefecimento (dgua) e as mantas, de modo a fornecer um minimo de ciclos
de 5-4 por hora. Esta extrac¢gdo decorreu durante 17 horas. O tempo de refluxo necessario
depende da taxa de remocgdo de componentes de interesse, da temperatura do
condensador, e da taxa de ciclos. Qualquer material restante solivel em agua que nao
tenha sido extraido, sera captado durante a extraccao de etanol.

Concluido o refluxo, desligou-se as mantas, deixou-se arrefecer os balGes até a temperatura
ambiente. Seguidamente, removeu-se a maior quantidade possivel de agua residual contida
no Soxhlet e colocaram-se os balbes na estufa, procedendo-se da mesma forma ao
inicialmente descrito.

Antes de proceder a extraccdo por etanol, tal como se procedeu no inicio, tararam-se mais 2
baldes. A cada um deles adicinou-se 190 mL de alcool etilico. Encaixaram-se este nos

Soxhlet e ajustaram-se as mantas de aquecimento para fornecer um minimo de 6-10 ciclos

Xl



VII.

por hora. Conclui-se a extraccdo ao fim de 17h. Deixou-se arrefecer tudo a temperatura

ambiente e pesou-se o0s balbes e a cartucha.

_m0

Extractivo s (%) = ( m j %100 (Eq.VI)

- m refere-se a massa do baldo mais extractivos, apos cada uma das extrac¢ées (Q);
- my refere-se a massa do baldo (vazio) determinada inicialmente (g);

- A representa a massa da amostra (g) pesada para dentro da cartucha.

Determinacao da concentracdo de compostos fendlicos

Protocolo experimental para o doseamento dos compostos fendlicos, de acordo com o
método Folin-Ciocalteu.

Preparagao das Solucgdes

Solucéo stock de acido galico 0,6 g-L™

Pesaram-se 0,0300 g de acido galico e dilui-se em agua ultra pura, perfazendo o volume a
50 mL, em baldao volumétrico. A solucéo é estavel por alguns dias a 4 °C.

Solugéo stock de carbonato de sodio 7,5% (p/v)

Pesaram-se 18,75 g de carbonato de sédio e dissolver em &gua ultra pura. Perfez-se a 250
mL num baldo volumétrico. Esta solucdo é dificil de dissolver. E estavel durante algumas
semanas.

Solugéo de Folin-Cicalteu 1/10 (v/v)

Diluiu-se 25 mL de reagente de Folin-Ciocalteu comercial em agua ultra pura. Perfez-se o

volume a 250 mL num baldo volumétrico. Preparar diariamente.

Procedimento

Num tubo de ensaio com tampa adicionou-se, a 100 ul de amostra, 5 ml de solugédo de
Folin-Ciocalteu 1/10 e 4 mL de carbonato de célcio 7,5% (p/v), agitando no vortex a cada
adicdo. As amostras foram incubadas em banho-maria, a 45 °C durante 15 min. Apés o que
se agitou novamente e leu a absorvancia a 765 nm.

A curva de calibracao foi construida da mesma forma, utilizando solu¢des de acido galico a
diferentes concentracdes (0; 0,06; 0,15; 0,30; 0,45; 0,54 € 0,6 g-L™)

Célculos

Os resultados sdo expressos em equivalente de &cido géalico (GAE) g-L™ de solucédo da

amostra por comparac¢ao com a curva de calibracao de &cido galico.
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